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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

3,3'4,4'-THS
3,3'4,4' 55 -HHS
AP-1

BAX

BMI

BSA

CDK

CFDA SE

CHAPS

COX
CPD

CYP
DMSO
DAPI
ECM
EDTA

EGF
ELISA

FACS

FBS

FIGO

FSH

3,3',4,4'-tetrahydroksy-trans-stilben

3,3',4,4' 5,5'-heksahydroksy-trans-stilben

(ang. activator protein 1) - czynnik transkrypcyjny AP-1

(ang. BCL2-associated X protein) - biatko X zwigzane z BCL2

(ang. body mass index) - wskaznik masy ciata

(ang. bovine serum albumin) - albumina surowicy bydlecej

(ang. cyclin-dependent kinase) - kinaza zalezna od cyklin

(ang. carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester) - ester
sukcynimidylowy dwuoctanu [5-(i -6)-karboksyfluorescyjny]

(ang. 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1- propanesulfonate)
- 3-[(3-cholamidopropylo)- dimetyloamnio]-propano-sulfonian

(ang. cyclooxygenase) - cyklooksygenaza

(ang. cumulative population doublings) - skumulowana liczba
podwojen populacji

rodzina cytochromu P450

(ang. dimethyl sulfoxide) - dimetylosulfotlenek

(ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) - 4',6'-diamidyno-2-fenyloindol
(ang. extracellular matrix) - macierz pozakomorkowa

(ang. ethylenediaminetetraacetic acid) - kwas
etylenodiaminotetraoctowy

(ang. epidermal growth factor) - epidermalny czynnik wzrostu

(ang. enzyme-linked immunosorbent assay) - ptytkowy test
immunoenzymatyczny fazy statej

(ang. fluorescence activated cell sorting) - sortowanie komorek
aktywowane fluorescencyjnie

(ang. fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydlgca

(ang. International Federation of Gynecology and

Obstetrics) - Miedzynarodowe Stowarzyszenie Ginekologii i
Potoznictwa

(ang. follicle-stimulating hormone) - hormon folikulotropowy
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GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) - czynnik
stymulujacy kolonie granulocytow i makrofagow
GRO-1/CXCL1 (ang. growth related oncogene 1/Chemokine (C-X-C motif) ligand 1) -

onkogen zalezny od wzrostu 1/ ligand 1 chemokiny o motywie C-X-C

GSK3p (ang. glycogen synthase kinase 3 B) - kinaza 3p syntazy glikogenu
HA (ang. hyaluronic acid) - kwas hialuronowy

v-H2A.X ufosforylowany wariant histonu H2A.X

H,DCFDA dwuoctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

HBOC (ang. hereditary breast-ovarian cancer syndrome) - zesp6t rodzinnego

raka piersi i raka jajnika

HBSS (ang. Hanks™ balanced salt solution) - roztwor soli buforowany solami
Hanksa

HEPES (ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) - kwas 4-
(2-hydroksyetylo)-1-piperazynyloetanosulfonowy

HGF (ang. hepatocyte growth factor) - czynnik wzrostu hepatocytow

HRP (ang. horseradish peroxidase) - peroksydaza chrzanowa

HSV (ang. herpes simplex virus) - wirus opryszczki pospolitej

HMEC-1 (ang. human microvascular endothelial cells) - komoérki srodbtonka

mikronaczyn skory
HNPCC (ang. hereditary nonpolyposis colorectal cancer) - dziedziczny rak

jelita grubego niezwigzany z polipowatoscig

HOC (ang. hereditary ovarian syndrome) - zesp6t rodzinnego raka jajnika

HPLC (ang. high performance liquid chromatography) - wysokosprawna
chromatografia cieczowa

HTZ hormonalna terapia zastepcza

HUVECs (ang. human umbilical vein endothelial cells) - komorki §rodbtonka

naczyniowego krwi pgpowinowej

ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule 1) - czasteczka adhez;ji
migdzykomorkowej 1

IL (ang. interleukin) - interleukina

INOS (ang. inducible nitric oxide synthase) - indukowalna forma syntazy

tlenku azotu
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LDL
LH
LKMO
LPA

MCP-1/CCL2

MMP

MUG
mTOR

MTT

NF-kB
NO
NRP-1
PAI

PARP

PBS

PDGF

PGE, PGI
PI

PI3K
PKC
PKD
PMSF
QR-2
RFT

(ang. low density lipoproteins) - lipoproteiny o niskiej gestosci
(ang. luteinizing hormone) - hormon luteinizujgcy

ludzkie komorki mezotelium otrzewnowego

(ang. lysophosphatidic acid) - kwas lizofosfatydowy

(ang. monocyte chemoattractant protein-1/ Chemokine (C-C motif)
ligand 2) - biatko chemotaktyczne monocytow 1/ligand 2 chemokiny o
motywie C-C

(ang. matrix metalloproteinase) - metaloproteinaza macierzy
pozakomorkowej

4-metyloumbelliferylo-p-D-galaktopiranozyd

(ang. mammalian target of rapamycin) — kinaza mTOR, tzw. ssaczy
cel rapamycyny

test redukcji soli tetrazolowej (bromek 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-ilo]-
2,5-difenylotetrazoliowy)

(ang. nuclear factor kappa B) — jadrowy czynnik transkrypcyjny kB
(ang. nitrix oxide) - tlenek azotu

(ang. neuropilin 1) - neurofilina 1

(ang. plasminogen activator inhibitor) - inhibitor aktywatora
plazminogenu

(ang. PARP - poly(ADP-ribose)polymerase) - polimeraza poli
(ADP-rybozy)

(ang. phosphate buffered saline) - sol fizjologiczna buforowana
fosforanami

(ang. platelet-derived growth factor) - ptytkopochodny czynnik
wzrostu

(ang. prostaglandin E, 1) - prostaglandyny E, |

(ang. iodium propide) - jodek propidyny

(ang. phosphoinositide 3-kinase) - 3-kinaza fosfatydyloinozytolu
(ang. protein kinase C) - kinaza biatkowa C

(ang. protein kinase D) - kinaza biatkowa D

(ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) - fluorek fenylometylosulfonowy
(ang. quinone reductase 2) - reduktaza chinonowa 2

reaktywne formy tlenu
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SA-B-Gal

Sirl
SFM
SDS
SOD
TGF-B1

TLC
TMB
TNFa
TP53
VEGF

VCAM-1

(ang. senescence-associated $-galactosidase) - -galaktozydaza
zwigzana ze starzeniem

(ang. silent information regulator 1) — sirtuina 1

(ang. serum free medium) - medium bez surowicy

(ang. sodium dodecyl sulfate) - s6l sodowa siarczanu dodecylu

(ang. superoxide dismutase) - dysmutaza ponadtlenkowa

(ang. transforming growth factor 1) - transformujacy czynnik wzrostu
Bl

(ang. thin layer chromatography) - chromatografia cienkowarstwowa
stabilizowany roztwor 3,3°,5,5’- tetrametylobenzydyny

(ang. tumor necrosis factor a) - czynnik martwicy nowotworoéw o

(ang. tumor protein 53) - biatko supresorowe nowotworu p53

(ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyn

(ang. vascular cell adhesion molekule 1) - naczyniowa czastka

adhezyjna 1

13
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STRESZCZENIE

Resweratrol (3,5,4'-trihydroksy-trans-stilben) jest naturalng fitoaleksyng, znang ze swych
wlasciwosci przeciwnowotworowych. Niska biodostepnos$¢ oraz szybki rozktad do mniej
aktywnych metabolitow ograniczajg jednak wykorzystanie tego zwigzku w medycynie
praktycznej. W zwigzku z tym trwaja prace nad réznego typu syntetycznymi pochodnymi
resweratrolu, ktorych wlasciwos$ci biologiczne okazaty sie by¢ niejednokrotnie silniejsze w
poréwnaniu z ich naturalnym prekursorem.

Celem niniejszych badan bylo okreslenie wlasciwosci przeciwnowotworowych dwoch
nowych, syntetycznych, dodatkowo hydroksylowanych analogéw resweratrolu, tj. 3,3',4,4'-
tetrahydroksy-trans-stilbenu (3,3',4,4'-THS) oraz 3,3',4,4',5,5'-heksahydroksy-trans-stilbenu
(3,3'4,4'5,5-HHS). W ujeciu szczegdblowym, podjeto si¢ oceny wplywu powyzszych
zwigzkow na szereg wyktadnikow progresji komorek raka jajnika (linii A2780, OVCAR-3 i
SKOV-3) in vitro, w tym ich: zywotno$¢, $mieré apoptotyczng, proliferacjg, starzenie,
adhezj¢ 1 migracje. Zbadano takze wplyw tych zwiazkdé6w na proliferacje i migracje komorek
srodbtonka naczyniowego HUVEC, zalezne od fenotypu wydzielniczego miodych i starych
komoérek mezotelium otrzewnowego (LKMO). Waznym elementem badan bylo porownanie
efektow wywieranych przez syntetyczne stilbeny z dzialaniem ich naturalnego prekursora,
resweratrolu. W badaniach wykorzystano trzy stezenia ocenianych zwiagzkow, tj. 10, 50 i 100
UM oraz trzy czasy ekspozycji: 24, 48 1 72 godziny.

Badania wykazaly, ze oceniane zwigzki cechujg si¢ wysokim stopniem cytotoksycznosci
w stosunku do komorek raka jajnika linii A2780 i SKOV-3 oraz mniejszym w stosunku do
komorek OVCAR-3. Ocena krzywych przezywalnosci komoérek nowotworowych oraz
wyliczonych wartosci 1Csy dowiodta najwyzszej efektywnosci dziatania stilbenu 3,3',4,4'-
THS, ktory indukowal $mier¢ komoérek w najnizszym zakresie stezen. Drugim co do
efektywnosci dziatania zwigzkiem byl resweratrol, natomiast najstabsze efekty odnotowano
dla 3,3'4,4'55-HHS. Ocena cytotoksyczno$ci zwigzkow wskazata na istnienie
zasadniczych roéznic migdzy poszczegdlnymi liniami komorkowymi w ich reakcji na badane
stilbeny. Roéznice te byly nastepnie obserwowane praktycznie przy okazji oceny kazdego z
kolejnych parametrow badanych.

Badania skoncentrowane na ocenie intensywnosci apoptozy wykazaty, ze we wszystkich

typach komorek rakowych syntetyczne stilbeny nasilaja to zjawisko, przy czym sita efektow
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wywieranych przez obie pochodne resweratrolu byta pordwnywalna. Sam resweratrol, z
kolei, nie wplywat na czesto§¢ apoptozy w komorkach A2780, natomiast nasilal ja w
komorkach OVCAR-3 (cho¢ tylko w pierwszej dobie ekspozycji) oraz w komoérkach SKOV-
3 (w trzeciej dobie, przy najwyzszym z uzytych stezen).

Ocena proliferacji komérek nowotworowych wykazata, ze wszystkie trzy badane zwiazki
dziatajg antyproliferacyjnie, zmniejszajac odsetek komorek replikujacych DNA, tj. bedacych
w fazie S cyklu komorkowego. W przypadku komorek A2780 najskuteczniej dziatat
resweratrol, a efekty wywierane przez 3,3'4,4-THS i 3,3,4,4'55-HHS byly bardzo
zblizone. W przypadku komérek OVCAR-3 wszystkie trzy badane zwigzki hamowaty
aktywno$¢ podzialowa w porownywalnym stopniu, natomiast w przypadku linii SKOV-3,
najefektywniej dziatal 3,3',4,4-THS. Poszukiwania przyczyn ograniczenia aktywnoSci
proliferacyjnej komorek pod wptywem stilbenéw, ukierunkowane na role starzenia
komoérkowego wykazaty, ze wszystkie trzy zwigzki badane znaczaco zwigkszaja aktywno$¢
enzymu [-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem (SA-B-Gal), bedacego uznawanym
markerem komorek starych. Prawdopodobng przyczyng indukcji programu starzenia w
komorkach eksponowanych na stilbeny moglo by¢ nasilenie generowania reaktywnych form
tlenu (RFT) przez komorki. Jak wykazaty badania, w komorkach OVCAR-3 i SKOV-3,
badane zwigzki zwigkszaja produkcj¢ RFT, przy czym w tych pierwszych najsilniej czyni to
3,3,4,4'5,5-HHS, natomiast w drugich, 3,3',4,4'-THS. Z kolei w komorkach A2780 oba
syntetyczne analogi w zblizonym stopniu zwigkszaja generowanie RFT, natomiast
resweratrol wykazuje dzialanie hamujace.

Badania adhezji komoérek nowotworowych do komorek mezotelium otrzewnowego
(LKMO) wykazaty, ze resweratrol hamuje adhezj¢ trzech linii komorek rakowych, stilben
3,3,4,4'-THS nasila to zjawisko, natomiast 3,3',4,4',5,5'-HHS wywiera efekt pobudzajacy w
odniesieniu do komorek OVCAR-3 i SKOV-3 oraz hamujacy w stosunku do A2780. Dalsze
badania komoérkowej ekspresji integryn ab5B1 pokazaty zasadniczo analogiczny kierunek
zmian pod wplywem stilbenéw, co moze sugerowac¢ przynajmniej cz¢§ciowe zaangazowanie
tych molekut w modulowaniu adhezji komorek raka jajnika do LKMO.

Ocena migracji komorek rakowych przez blony poliweglanowe w kierunku
chemotaktycznego dziatania medium kondycjonowanego, wygenerowanego przez komorki
nowotworowe poddawane dzialaniu stilbenow wykazata, Zze resweratrol hamuje migracje

komoérek OVCAR-3 i SKOV-3 i nie zmienia jej w przypadku komoérek A2780. Stilben
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3,3',4,4'-THS okazat si¢ pobudza¢ migracje komorek A2780 i OVCAR-3 oraz hamowac to
zjawisko w komoérkach SKOV-3. Trzeci z badanych zwigzkow, 3,3',4,4',5,5'-HHS ograniczat
migracj¢ komorek A2780 i SKOV-3, natomiast pobudzat ja w przypadku komérek OVCAR-
3. Przeprowadzone badania sekrecji kwasu hialuronowego (HA) przez komorki poddawane
dziataniu stilbenéw wykazaty, ze w przypadku komérek OVCAR-3 i SKOV-3 zmiany
sekrecji podgzaja w kierunku zgodnym ze zmianami migracji. W przypadku komoérek A2780
zmiany wydzielania HA nie byly zbiezne ze zmianami migracji komorek, czego
odzwierciedleniem byl efekt odnotowany dla trzeciej doby ekspozycji, polegajacy na
pobudzeniu wydzielania HA przez wszystkie trzy zwigzki badane.

Na koniec ocenie poddano proliferacje i migracje komorek $rodbtonka naczyniowego
HUVEC w odpowiedzi na dziatanie medium kondycjonowanego z hodowli mtodych i
starych LKMO eksponowanych na stilbeny. Badania pokazaty, ze resweratrol hamuje
proliferacj¢ 1 migracj¢ komorek HUVEC, zalezne od medium generowanego przez LKMO, a
efekt ten jest zwigzany z zahamowaniem produkcji czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn
VEGF oraz chemokiny IL-8/CXCL8 przez te komorki. Z drugiej strony, syntetyczne
stilbeny okazaly si¢ wplywaé pobudzajaco na zalezng od milodych i starych LKMO
proliferacj¢ komorek $rodbtonkowych oraz zalezng tylko od komorek starych migracje.
Efektom tym towarzyszyt wzrost produkcji do medium VEGF i IL-8/CXCL8. Nasilenie
wydzielania mediatoréw angiogenezy przez LKMO eksponowane na stilbeny mogto by¢
zwigzane ze wzrostem stresu oksydacyjnego w tych komorkach, co potwierdzity wyniki
oceny produkcji RFT.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze badane syntetyczne analogi resweratrolu dziatajg w
sposob komoérkowo-specyficzny, hamujac tylko niektére elementy progresji komorek raka
jajnika. Jednoczes$nie, szereg zjawisk zwigzanych z postepem choroby jest pod ich wptywem
nasilony, co stawia pod duzym znakiem zapytania mozliwos¢ ich wykorzystania w terapii
przeciwnowotworowej. Sposrod badanych zwigzkow tylko resweratrol posiada wszelkie
predyspozycje do stosowania go w celach terapeutycznych. Pewne oczekiwania mozna
poktada¢c w dalszych badaniach nad zalezno$ciami migdzy struktura chemiczng 1
wlasciwoséciami biologicznymi syntetycznych, dodatkowo hydroksylowanych pochodnych
resweratrolu, ktore na bazie opisanych w niniejszej rozprawie do$wiadczen pozwola na
zidentyfikowanie zwigzkow o budowie gwarantujacej zachowanie wykazanych efektow
przeciwnowotworowych, przy jednoczesnej eliminacji efektow niepozadanych z punktu

widzenia skutecznosci terapii.
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SUMMARY

Resveratrol (3,5,4'-trinydroxy-trans-stilbene) is a natural phytoalexin known for its anti-
cancer properties. Unfortunately, the low bioavailability and rapid degradation to less active
metabolites limit the use of this compound in practical medicine. Therefore, lots of attention
is paid to synthetic derivatives of resveratrol whose biological properties have repeatedly
been recognized to be more pronounced compared with their natural precursor.

The aim of this study was to determine the anti-cancer activity of two new, synthetic,
additionally hydroxylated resveratrol analogues, that is 3,3',4,4'-tetrahydroxy-trans-stilbene
(3,34,4-THS) and 3,3'4,4'55-hexahydroxy-trans-stilbene (3,3',4,4',5,5'-HHS). More
specifically, the study was aimed at evaluating the effect of these compounds on several
indicators of ovarian cancer cell (A2780, OVCAR-3, and SKOV-3) progression in vitro,
including their viability, apoptotic cell death, proliferation, senescence, adhesion, and
migration. Moreover, the effect of the stilbenes on the proliferation and migration of
vascular endothelial cells HUVEC related to the secretory phenotype of young and senescent
human peritoneal mesothelial cells (HPMCs) was examined. An important element of the
study was a comparison of the effects exerted by the synthetic stilbenes with the activity of
their natural precursor, resveratrol. The experiments were performed using three
concentrations of the test compounds, namely 10, 50 and 100 mM and three exposure times:
24, 48, and 72 hours.

It has been found that the synthetic stilbenes are characterized by a high degree of
cytotoxicity for ovarian carcinoma cell lines A2780 and SKOV-3, and a smaller cytotoxicity
with respect to OVCAR-3 cells. The tumor cell survival curves and the calculated 1Cs
values demonstrated the highest cytotoxic activity of 3,3',4,4'-THS which induced cell death
at the lowest range of concentrations. The activity of resveratrol was a bit lower while the
weakest effects were observed for 3,3'4,4'55-HHS. The cytotoxicity measurements
revealed an existence of a significant differences between the studied cancer cell lines in
their response to the stilbenes. These differences were observed practically during the
assessment of each of the next parameters studied.

The investigations focused on apoptosis showed that the synthetic stilbenes potentiate the
incidence of this kind of cell death in all types of cancer cells studied, and the effects exerted
by both the synthetic stilbenes are comparable. Resveratrol, in turn, had no effect on the
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frequency of apoptosis in A2780 cells as well as augmented it in OVCAR-3 cells (though
only at 24-hour exposure) and in SKOV-3 cells (on the third day, at the highest
concentration used).

When it comes to the proliferation studies, all three tested compounds have been found to
act as antiproliferative agents by reducing the percentage of cells replicating their DNA, that
is being in the S phase of the cell cycle. In the case of A2780 cells, resveratrol was the most
effective while the effects of its both derivatives were similar. With respect to OVCAR-3
cells, all three tested compounds inhibited the proliferative capacity at a similar degree
whereas in the SKOV-3 line, 3,3',4,4'-THS was the most effective.

The search for the causes of the cell proliferation activity restriction upon exposure to
stilbenes were concentrated on the role of cellular senescence and revealed that all three
tested stilbenes significantly increase the activity of senescence-associated (-galactosidase
(SA-B-Gal), an enzyme commonly used as a marker of senescence. The probable reason of
an induction of senescence program in cancer cells exposed to the stilbenes appeared to be
an increased production of reactive oxygen species (ROS) by the cells. It has been evidenced
that in the case of OVCAR-3 and SKOV-3 cultures, all of the tested compounds increase the
generation of ROS, but in the former the strongest effect is exerted by 3,3',4,4',5,5'- HHS,
and in the latter by 3,3',4,4'-THS. In turn, in A2780 cells both the analogues increase the
release of ROS in a similar extent while resveratrol exhibits an inhibitory effect.

Studies of adhesion of cancer cells to human peritoneal mesothelial cells (HPMCs)
demonstrated that resveratrol inhibits the adhesion of three tumor cell lines, stilbene 3,3,
4,4-THS increases this phenomenon, and stilbene 3,3'4,4',5,5-HHS has the stilumatory
effect with respect to OVCAR-3 and SKOV-3 cells, and the inhibitory activity towards
A2780 cells. The results of the measurements of the expression of integrins o531 appeared
to be in line with the direction of adhesion changes in response to the stilbenes, suggesting
at least partial involvement of these molecules in the modulation of ovarian cancer cell
adhesion to HPMCs upon treatment with the stilbenes.

The rate of migration of ovarian cancer cells through the polycarbonate membrane
towards the chemotactic action of the conditioned medium generated by tumor cells treated
with the stilbenes revealed that resveratrol inhibits the migration of OVCAR-3 and SKOV-3
cells, and does not affect this process in the case of A2780 cells. Stilbene 3,3',4,4'-THS
appeared to stimulate the migration of A2780 and OVCAR-3 cells, and to inhibit this
phenomenon in SKOV-3 cells. The third stilbene, 3,3',4,4',5,5'-HHS limits the migration of
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A2780 and SKOV-3 cells, and stimulates it in OVCAR-3 cells. The analysis of hyaluronic
acid (HA) secretion by the cells treated with the stilbenes showed that the changes in HA
release by OVCAR-3 and SKOV-3 cultures are in keeping with the changes in cancer cell
migration. In the case of A2780 cells, the secretion of HA did not correspond to changes in
cell migration, which was clearly seen at the third day of exposure, at which the release of
HA was stilumated by all three stilbenes tested.

The last aspect of the project was the evaluation of proliferation and migration of vascular
endothelial cells HUVEC in response to conditioned medium generated by young and
senescent HPMCs exposed to the stilbenes. It has been found that resveratrol inhibits both
the aspects of angiogenic endothelial cell behaviour and this effect was associated with
decreased production of vascular endothelial growth factor (VEGF) and the chemokine IL-
8/CXCL8 by HPMCs. On the other hand, both synthetic resveratrol analogues appeared to
stimulate the proliferation of HUVECs exposed to medium from young and senescent
HPMCs as well as the migration related to secretory profile of senescent cells. Those effects
coincided with increased secretion of VEGF and IL-8/CXCL8 by HPMCs. Increased
production of those angiogenesis mediators by HPMCs could be associated with increased
oxidative stress, which confirmed the measurements of ROS production by these cells upon
treatment with the synthetic stilbenes.

Altogheter, it can be concluded that both tested synthetic resveratrol analogues act in a
cell-specific manner, inhibiting only some of the elements of ovarian cancer cell progression.
At the same time, a number of phenomena related to the progress of the disease is intensified
upon treatment with these compounds, which actually excludes the possibility of their use in
therapy. Of the compounds tested only resveratrol is predisposed to apply it for therapeutic
purposes. Some expectations can be placed in further studies of relationships between a
chemical structure and biological properties of synthetic, additionally hydroxylated
resveratrol derivatives which on the basis of the results provided in this dissertation will
allow to identify some new compounds with the structure guaranteeing the preservation of
the reported anti-cancer effects, avoiding at the same time all the effects undesirable from

the therapeutical point of view.
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1. WSTEP

1.1. Choroba nowotworowa jako wyzwanie naszych czasow

Wraz z rozwojem medycyny, rozpowszechnieniem testow diagnostycznych, metod
obrazowania i strategii terapeutycznych, a takze zwigkszeniem §wiadomosci spoteczenstwa
na temat stanu zdrowia, roli diety i aktywnosci fizycznej, nastapita znaczaca poprawa jakosci
oraz wzrost $redniej dtugos$ci zycia mieszkancow krajow uprzemystowionych, w tym takze i
Polski. Wedlug szacunkowych danych, odsetek osob w wieku 65 lat lub starszych, ktory w
2010 roku okreslono na niespetna 17%, moze osiggna¢ w roku 2035 warto$¢ blisko 27% [1].
Niestety, wraz z pojawieniem si¢ tego demograficznego trendu dat si¢ zaobserwowac wzrost
czestosci wystepowania szeregu chordb zwigzanych z wiekiem, szczegolnie tych o podtozu
nowotworowym. Ws§rdd Polakéw nowotwory stanowia druga przyczyng zgondéw; wedtug
danych z 2010 roku z ich powodu zmarlo 26% mezczyzn i 23% kobiet. Do najczgsciej
wystepujacych nowotwordw u mezczyzn naleza rak phuca, prostaty i jelita grubego, a u
kobiet rak piersi, jelita grubego i pluca. Najwyzsza zachorowalno$¢ na nowotwory ztosliwe
dotyczy mezczyzn w wieku 55-74 lata i kobiet w wieku 50-69 lat [2]. Leczenie tych chordb
jest zazwyczaj dlugotrwate, a wspodtczynnik sukcesu terapeutycznego, mierzony wieloletnig
przezywalnoscia chorych jest daleki od oczekiwanego [3].

W zwiagzku z powyzszym trwajg intensywne prace, majace na celu identyfikacje
zwigzkéw chemicznych (naturalnych lub syntetycznych), ktore moga opodznia¢ tempo
starzenia si¢ organizmu, hamowa¢ rozwdj niekorzystnych zmian narzagdowych, jak roéwniez
przeciwdziata¢ rozwojowi chorob zwigzanych z wiekiem. Szczegdlng uwage poswigca sie¢ w
tym kontekscie zwigzkom, ktore moga w sposob bezposredni dziata¢ chemoprewencyijnie,
ograniczajac rozwdj nowotworu w jego naturalnej lokalizacji oraz hamujac jego inwazyjnos¢
do narzadow odlegtych. W ostatnich latach, obiecujacych wynikow w tej materii dostarczyly
badania resweratrolu, przedstawiciela naturalnie wystepujacych stilbenow, ktory okazat sie
taczy¢ w swym dziataniu szereg wtasciwosci korzystnych z punktu widzenia ograniczania
rozwoju chorob zwigzanych z wiekiem, tj. dziatanie przeciwstarzeniowe, kardioprotekcyjne i
przeciwnowotworowe [4-6]. Na potencjalnych mozliwosciach wykorzystania tego zwigzku
w praktyce cieniem kladzie si¢ jednak jego niska biodostepno$¢ oraz szybki rozkiad do
mniej aktywnych metabolitow [7]. Aby przeciwdziata¢ tym niedogodnosciom,
zapoczatkowano badania réznego rodzaju syntetycznych pochodnych resweratrolu, ktore
niejednokrotnie okazaly si¢ cechowa¢ wyzsza aktywno$cia biologiczng od swego
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naturalnego prekursora [2]. Niniejsza rozprawa wpisuje si¢ w nurt tych badan, gdyz jej
watkiem przewodnim jest kompleksowa analiza wptywu dwoch nowych, dotad bardzo stabo
poznanych syntetycznych pochodnych resweratrolu, na najwazniejsze zjawiska zwigzane z
inwazyjno$cig komorek nowotworowych w modelu in vitro. Jako model badawczy wybrano
raka jajnika, ktora to choroba zajmuje, wedtug danych z 2010 roku, odpowiednio, 5 i 4
miejsce pod katem zachorowalno$ci i $miertelnosci z powodu nowotworow u kobiet w
naszym Kkraju [2]. Co wiecej, czestos¢ zachorowania na ten typ nowotworu, jak i stopien jego
agresywnosci sg S$ciSle powigzane z procesem starzenia si¢ organizmu [8;9]. Istotng
przestankg do podjecia proby okreslenia wptywu pochodnych resweratrolu na progresje raka
jajnika jest takze i to, ze stosowane obecnie rozwigzania chemioterapeutyczne czgstokro¢

obarczone sg duzym ryzykiem wystapienia powaznych efektow ubocznych [10;11].

1.2. Etiologia raka jajnika

Rak jajnika jest nowotworem zto§liwym, cechujacym si¢ duza heterogenno$cia w
odniesieniu do pochodzenia, budowy histologicznej, przebiegu choroby i1 sposoboéw leczenia.
Mimo ciaglego postepu obserwowanego w medycynie, zwigzanego z lepsza dostgpnoscia do
zaawansowanych metod diagnostycznych i zwigkszonymi mozliwo$ciami terapeutycznymi,
rak jajnika nadal wykrywany jest w pdznych stadiach zaawansowania klinicznego 1 cechuje
si¢ wysoka $miertelnoscig. Z powodu braku lub subtelnosci wczesnych objawow, wiecej niz
70% pacjentow zostaje zdiagnozowanych w pdznych stadiach choroby [12-14].

Pod katem zachorowalnosci 1 przebiegu choroby, rak jajnika jest choroba o ztozonej
etiologii, a na plan pierwszy wysuwaja si¢ takie przyczyny, jak: wiek pacjentek, czynniki o
charakterze reprodukcyjnym i hormonalnym, wspoélistniejace choroby ginekologiczne, tto

genetyczne oraz czynniki zwigzane z odzywianiem i stylem zycia [15].

1.2.1. Proces starzenia

Rak jajnika rozwija si¢ gtownie u kobiet w okresie okoto- 1 pomenopauzalnym, co moze
by¢ zwigzane ze zmniejszeniem liczby oocytow, redukcja poziomu krazacych we krwi
estrogendOw oraz znaczacym zmniejszeniem produkcji hormondéw gonadotropowych, tj.
hormonu folikulotropowego (FSH) oraz hormonu luteinizujgcego (LH) przez przedni ptat
przysadki mozgowej. Stwierdzono, ze 50% wszystkich rakoéw jajnika diagnozuje si¢ u

pacjentek 65-letnich i starszych [8;16;17]. Biorac pod uwage, ze w ciggu najblizszych 20 lat
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liczba pacjentdéw po 65 roku zycia moze ulec nawet podwojeniu [8;17], niepokojacym
spostrzezeniem jest, ze poziom dostepnosci chemioterapii u 0sob starszych cierpigcych na te
chorobe jest nizszy w pordwnaniu z przedstawicielami mtodszych grup wiekowych, co
poniekad wigzane jest z obawami klinicystow przed eskalacja mozliwych powiktan [18-20].
Innym, zaleznym od wieku aspektem przebiegu raka jajnika jest jego inwazyjnos$¢. U
kobiet w wieku 75,4 + 10,9 lat choroba okazata si¢ mie¢ agresywniejszy przebieg w
porownaniu z kobietami w wieku 67,9 = 10,9 lat. Takze $redni wiek zachorowania kobiet z
guzem 0 wysokim stopniu inwazyjnosci byt wyzszy (59,1 lat) w poréwnaniu z pacjentkami z
guzem ograniczonym (48,4 lata) [9]. Roznice stwierdzono takze w przezywalnosci chorych.
Poréwnujac osoby bedace w tej samej fazie choroby wykazano, ze przezywalnos¢ kobiet
przed 80 rokiem zycia byla, przeci¢tnie, o 18 miesigcy dhuzsza w poréwnaniu z pacjentkami

w wieku lat 80 i wigcej [21].

1.2.2. Czynniki zwiazane z rozrodczoS$cia

Wazng grupa czynnikdw zaangazowanych w rozwoj raka jajnika sg czynniki zwigzane z
rozrodczoscig kobiety oraz aktywnoscig jej uktadu hormonalnego. Poniewaz ryzyko rozwoju
raka jajnika ma zwigzek z czestoScig 1 liczba owulacji w zyciu kobiety, mozna wsrod tych
czynnikOw wymieni¢ wczesng pierwszg miesigczke [22], pozng pierwsza ciaze [22], pdzna
menopauze [23], nieptodnos$¢ [24], stosowanie lekéw na bezptodnosé (np. Clomidu) [25]
oraz hormonalng terapi¢ =zastepczg (HTZ) [26]. W odniesieniu do ostatniego z
wymienionych czynnikéw dane literaturowe sa najbardziej niejednoznaczne. Wedtug czesci
badan, HTZ nie wywiera wplywu na rozwoj raka jajnika [27], inne podkreslaja natomiast, ze
ryzyko nowotworzenia jest wprost proporcjonalne do czasu stosowania HTZ [28]. Jeszcze
inne badania dowiodty natomiast, ze ryzyko zachorowania na raka jajnika wzrasta u kobiet
zazywajacych same estrogeny, w przeciwienstwie do tych, stosujacych terapi¢ estrogenowo-
progesteronowa [29].

Przez analogic mozna tez stwierdzi¢, ze czynnikami zmniejszajacymi ryzyko
zachorowania na raka jajnika sg te, ktore hamujg proces owulacji. Sg wsrod nich: przebyte
cigze, laktacja i stosowanie doustnych $rodkow antykoncepcyjnych [30]. W tym kontekscie
wykazano m.in., ze kobiety rodzace wielokrotnie maja o 30 do 70% mniejsze ryzyko
zachorowania na raka jajnika w porownaniu z nierédkami [31]. Uwaza si¢, ze mechanizm
ochronnego wptywu braku owulacji polega na zmniejszeniu liczby torbielek inkluzyjnych 1

ochronie nabtonka powierzchniowego jajnika przed urazem zwigzanym z draznigcym
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wpltywem bogatego w estrogeny ptynu pecherzykowego [32]. Od wielu lat analizowany jest
takze zwigzek miedzy zazywaniem doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych a rozwojem
nowotworow zenskiego uktadu rozrodczego. W przypadku raka jajnika wykazano, ze
stosowanie doustnej antykoncepcji zmniejsza ryzyko rozwoju nowotworu o 40-50%, przy
czym efekty znaczace obserwowano po 10 latach stosowania antykoncepcji [33]. Istnieja
takze dowody wskazujace na skuteczno$¢ przeciwnowotworowg doustnej antykoncepcji
stosowanej w matych dawkach [34]. U kobiet z rakiem jajnika w wywiadzie rodzinnym,
ryzyko rozwoju choroby zmniejsza si¢ wraz z dlugoscia stosowania doustnej antykoncepcji
[35]. Badania sugerujg takze, ze przyjmowanie doustnych srodkow antykoncepcyjnych
zmniejsza o potowe ryzyko raka jajnika u kobiet po 70 roku zycia z rodzinnym wywiadem

raka jajnika, w poréwnaniu z pacjentkami nie stosujagcymi srodkow antykoncepcyjnych [36].

1.2.3. Schorzenia ginekologiczne

Endometrioza to stan chorobowy zwigzany z ektopowym wystepowaniem blony $luzowej
macicy, w ktérym moze dochodzi¢ do procesu ztosliwego. Szacuje si¢, ze do transformacji
nowotworowej dochodzi w okoto 5-10% przypadkow endometriozy, a dane
histopatologiczne wskazuja na pokrewienstwo endometrialnego raka jajnika i raka
endometrium [37]. Wzrost ryzyka zachorowania na raka jajnika stwierdzono takze u kobiet z

zespotem policystycznych jajnikow [38].

1.2.4. Dziedziczne postaci raka jajnika

Wyrdzniono nastgpujace typy rodzinnego wystepowania raka jajnika: zespol rodzinnego
raka jajnika (ang. hereditary ovarian syndrome; HOC), zesp6t rodzinnego raka piersi i raka
jajnika (ang. hereditary breast-ovarian cancer syndrome; HBOC) oraz zesp6t Lyncha (ang.
hereditary nonpolyposis colorectal cancer; HNPCC) [39;40]. Zespoly te odpowiedzialne sg
za wystgpienie okoto 5-10% wszystkich nowotwordéw jajnika [41]. W dziedzicznych
postaciach raka jajnika najwazniejszym czynnikiem ryzyka jest stopien obcigzenia
rodzinnego, przy czym oszacowano, ze obcigzenie rzedu 4-7% i 7-15% oznacza ryzyko
pojawienia si¢ nowotworu w przypadku posiadania, odpowiednio, jednego lub dwoch/wigcej
krewnych w pierwszym stopniu pokrewienstwa [41].

W odniesieniu do dziedzicznych nowotworoéw jajnika zidentyfikowano dwa kluczowe

typy mutacji, predysponujacych do wystapienia choroby. Sg to mutacje w genach BRCA1 i
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BRCA2 wystgpujace w okoto 90% przypadkow HBOC i w 65-85% wszystkich postaci
dziedzicznych. Z kolei mutacje w przynajmniej czterech genach naprawy niedopasowania
(ang. mismatch repair; MMR), tj. MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2 obecne sa w 10-15%
przypadkéw HNPCC [40].

W sytuacji obcigzenia dziedzicznym wystepowaniem nowotworu ztosliwego jajnika
zaleca si¢ wykonanie profilaktycznego usuni¢cia jajnikow. Zabieg ten nie chroni jednak
calkowicie przed wystapieniem nowotworu, gdyz u 1,8-10,7% kobiet poddanych tej operacji
istnieje ryzyko rozwoju pierwotnego raka wewnatrzotrzewnowego, odpowiadajacego

histopatologicznie nowotworom nabtonkowym jajnika [41].

1.2.5. Czynniki zwigzane odzywianiem

Wiele uwagi poswigca si¢ w ostatnich latach otytosci, ktora poprzez nasilenie wytwarzania
endogennych hormonéw (w wyniku stymulacji konwersji androgenéw do estrogenow) moze
zwieksza¢ ryzyko bezplodnosci i, posrednio, wplywaé na wzrost ryzyka wystgpienia raka
jajnika [42]. Wykazano, ze podwyzszona warto$¢ wskaznika masy ciata (BMI) u mtodych
dorostych kobiet (BMI rowne 25 1 wigcej) jest zwigzana z dwukrotnym wzrostem czestosci
wystepowania przedmenopauzalnego raka jajnika [43]. Co wazne, w odniesieniu do kobiet
przed menopauza, czynnikiem ograniczajagcym ryzyko zachorowania jest aktywnos$¢
fizyczna, ktorej wptyw jest tym silniejszy, im jest ona czestsza i dtuzsza [44].

Sugeruje si¢, ze do czynnikdéw ryzyka raka jajnika zwigzanych z dieta moze takze nalezec¢
spozywanie takich sktadnikow pokarmowych, jak: galaktoza (u oséb z polimorfizmem
N314D urydylotransferazy galaktozo-1-fosforanowej) [45] i1 tluszcze nasycone [46].
Produkty pochodzenia zwierzecego, w tym czerwone migso, mleko, jajka mogg zwigkszac
wydzielanie FSH 1 LH, co moze prowadzi¢ do wzrostu ryzyka wystgpienia raka jajnika
wskutek bezposredniej stymulacji podziatéw komorek 1 hamowania apoptozy nablonka
powierzchniowego jajnika [47]. Z kolei oliwa z oliwek i thuszcze roslinne okazaty si¢ dziatac
ograniczajgco na wystapienie choroby [48].

Negatywny wpltyw na funkcjonowanie jajnikow, st¢zenie hormondéw piciowych oraz
pojawienie si¢ problemow rozrodczych wywiera nikotynizm [49], ktory moze takze

przyczyniac si¢ do rozwoju §luzowego raka jajnika [50].
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1.2.6. Inne czynniki

Wykazano, ze rak jajnika, ktory zaliczany jest do chordb cywilizacyjnych, moze byc¢
zwigzany z szeregiem czynnikow o charakterze socjoekonomicznym. Stwierdzono miedzy
innymi, ze wzrost zachorowalno$ci na ten nowotwor u Japonek po zakonczeniu Il Wojny
Swiatowej moze by¢ zwiazany ze znaczacymi zmianami w ich stylu zycia (czgsto na wzor
"zachodni") [51]. Czesciej chorujg takze osoby zyjgce samotnie, jednak z oczywistych
wzgledow, przyczyna tej predyspozycji jest niejasna [52]. Wigksze ryzyko zachorowania
zaobserwowano takze u kobiet pracujacych w zawodach zwigzanych z suszeniem ubran,
uzywaniem telefonu, telegrafu, papieru pakownego, graficznego i drukowanego [53].
Kliniczne i epidemiologiczne badania sugeruja rowniez zwigzek pomigdzy rakiem jajnika a

kosmetycznym uzywaniem talku [54].

1.3. Obraz Kkliniczny raka jajnika

Weczesna wykrywalnos$¢ raka jajnika jest kluczem do skutecznej terapii, niestety jednak
choroba ta jest rzadko diagnozowana we wczesnych stadiach, z uwagi na brak
charakterystycznych objawéw lub ich dyskretno$¢. Podobny problem dotyczy takze braku
wartosciowych, specyficznych markerow wczesnej diagnozy [55]. Z tego powodu rak
jajnika czesto okreslany jest mianem "cichego zabodjcy" [56]. Oszacowano, ze tylko 15%
rakow jajnika ograniczonych jest do samego jajnika, 17% wystepuje regionalnie, natomiast
62% przypadkow jest juz chorobg rozlegla [57]. Wraz z szerzeniem si¢ raka jajnika w
miednicy 1 jamie brzusznej pacjenci czesto skarzg si¢ na bole o nietypowej lokalizacji,
wzdecia, zaparcia, dyspepsj¢ oraz uczucie sytosci. Czgsto wystgpuje zwigkszony obwod
brzucha na skutek gromadzenia si¢ plynu w jamie otrzewnej. Innymi objawami sa
krwawienia oraz nagle parcie na mocz. Gdy guz rozprzestrzenia si¢ poza miednic¢ mniejsza,
pojawiajg si¢ bole w trakcie stosunkow piciowych [12].

Pod katem rokowniczym, najwazniejszym czynnikiem jest stopien zaawansowania
choroby. Wedlug Migdzynarodowego Stowarzyszenia Ginekologii i Potoznictwa (FIGO),
kliniczny podzial nowotworéw jajnika obejmuje IV stopnie zaawansowana, zebrane w tabeli

nrl.

25



Angelika Kuczmarska

Tabela 1. Kliniczny podzial nowotworow jajnika wg FIGO (na podstawie [58]).

Stopien

Opis

Ia

b

llc

Ila

b

Ilic

Guz ograniczony do jajnikow.

Guz ograniczony do jednego jajnika, bez wysicku otrzewnowego, bez
nacieku na torebke guza; torebka nieuszkodzona.

Guzy ograniczone do obu jajnikdw, bez wysicku otrzewnowego, bez
naciekania na torebke guza; torebka nieuszkodzona.

Guz jak w stopniu Ia lub Ib, ale z naciekiem jednego lub obu jajnikow, albo
z uszkodzong torebka lub wodobrzuszem, z komoérkami nowotworowymi w
rozmazie cytologicznym ptynu.

Guz jednego lub obu jajnikéw z zajeciem narzagddéw miednicy mniejsze;.
Nacieczenie przez cigglos$¢ i/lub przerzuty do macicy lub jajowodow.
Nacieczenie innych tkanek miednicy mniejszej.

Guz jak w stopniu Ila lub 1lb, ale z naciekiem na powierzchni jednego lub
obu jajnikdow albo z peknietg torebka lub z wodobrzuszem zawierajacym
komoérki  nowotworowe, albo z komoérkami nowotworowymi w
poptuczynach z otrzewne;j.

Guz  obejmujacy jeden lub oba  jajniki  z  przerzutami
wewnatrzotrzewnowymi poza miednicag mniejszg 1/lub przerzutami do
weztdw pozaotrzewnowych lub pachwinowych. Przerzuty na powierzchni
watroby. Guz ograniczony do miednicy mniejszej, ale z histologicznie
potwierdzonym zaj¢ciem jelita cienkiego lub sieci.

Guz makroskopowo ograniczony do miednicy mniejszej bez zajgcia
wezlow, ale z histologicznie potwierdzonym mikroskopowo rozsiewem na
powierzchni otrzewnowej jamy brzusznej.

Guz obejmujacy jeden lub oba jajniki z histologicznie potwierdzonymi
naciekami $rodotrzewnowymi nieprzekraczajacymi Srednicy 2 cm. Wezly
chlonne niezajete.

Nacieki srodotrzewnowe o $rednicy wigkszej niz dwa cm i/lub zaj¢te wezly
pozaotrzewnowe albo wezly pachwinowe

Guz jednego lub obu jajnikéw z odlegtymi przerzutami. Nowotworowy
charakter wysicku w oplucnej powinien by¢ potwierdzony badaniem
cytologicznym. Przerzuty do migzszu watroby.
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1.4. Charakterystyka histopatologiczna nowotworow jajnika

Guzy jajnika s3 heterogenng grupa nowotwordow, wykazujacag rdéznorodnosé
morfologiczng i biologiczng [59]. Najczesciej wystepujaca grupg pierwotnych nowotwordw
jajnika sg guzy pochodzace z jego nabtonka powierzchniowego (carcinomas), ktore
stanowig blisko 90% wszystkich nowotworéw zto§liwych tego gruczotu [13]. Najwigksze
znaczenie kliniczne majg guzy surowicze, Sluzowe i endometrialne. Reszta guzoéw jajnika
wystepuje sporadycznie (Tabela 2).

W celu okreslenia stopnia zto§liwosci histologicznej nowotworu analizuje si¢
zrdznicowanie struktury oraz cech cytologicznych komoérek nowotworowych. Dla okres$lenia
stopnia atypii komérkowej kluczowa rolg odgrywa obraz jadra komoérkowego, w tym jego

barwliwosc¢ i wielko$¢ oraz obecnos¢ figur podziatowych [57].

Tabela 2. Podzial rakow jajnika pod katem histologicznym (na podstawie [56]).

Typ nowotworu
Surowicze 75%
Endometrialne 10%
Sluzowe 10%
Jasnokomodrkowe <5%
Niezroéznicowane <5%
Niesklasyfikowane <5%
Mieszane
Przejsciowe
Ptaskonabtonkowe

1.5. Molekularne tlo rozwoju raka jajnika

Do dnia dzisiejszego powstato kilka rozbieznych (cho¢ niekiedy komplementarnych)
pogladéow na temat pochodzenia komoérek raka jajnika oraz molekularnych mechanizmow
nowotworzenia [13;60]. Juz w 1872 roku Sir Spencer Wells przedstawit teorie, zaktadajaca,
ze z warstwy nabtonka powierzchniowego jajnika, pod wplywem réznych czynnikéw
stymulujacych, dochodzi do zainicjowania kancerogenezy [61]. Powstaly w tym procesie rak
poddawany jest nastgpnie dziataniu innych czynnikdw mikrosrodowiska, co pozwala na jego

roznicowanie w raka surowiczego, Sluzowego, jasnokomoérkowego, endometrialnego i
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przejsciowego, ktorych budowa histologiczna nasladuje utkanie obecne w jajowodzie,
przewodzie pokarmowym, endometrium, kanale szyjki macicy i pgcherzu moczowym
[62;63]. Wsrod czynnikow, ktore moglyby zapoczatkowaé nowotworzenie wymieniano
starzenie si¢ jajnikow, stymulacje gonadotropinami i owulacje prowadzaca do
systematycznych uszkodzen nabtonka pokrywajacego jajnik, a przy tym do jego przebudowy
na drodze metaplazji [32;64]. Powyzsza teoria przetrwata ponad 120 lat, jednakze w
badaniach molekularnych, genetycznych i epidemiologicznych nie udato si¢ wyczerpujaco
udekumentowac jej petnej stusznosci.

Wedlug innej, tradycyjnej juz koncepcji, rak jajnika powstaje z nabtonka wyscietajacego
jajnik (mesothelium). Nabtonek powierzchni jajnika, stanowigcy ciaglo$¢ z warstwa
mezotelium wyscietajaca jame otrzewnej, pochodzi z nabtonka pokrywajacego pierwotng
jame ciata (coelomic mesothelium) w trakcie embriogenezy [13;41]. Jego komorki
charakteryzuje zdolno$¢ do rdéznicowania si¢, przez co rak jajnika cechuje si¢ duza
heterogennoscig histologiczng [13]. Teoria ta ma jednak szereg ograniczen, wsérod ktorych
najwazniejszym jest to, ze z punktu widzenia histologii, pojedyncza warstwa mezotelium
pokrywajacego jajniki w niczym nie przypomina rakow surowiczych, endometrialnych,
Sluzowych 1lub jasnokomoérkowych. Aby znalez¢ uzasadnienie dla tej niescistosci
zasugerowano, ze pokrywajace jajnik mezotelium zaglebia si¢ w obreb podscieliska tworzac
tzw. cysty inkluzyjne. Struktury te podlegaja dalszemu wpltywowi dzialajagcych miejscowo
czynnikow, w tym hormonoéw sterydowych, co prowadzi do zmian metaplastycznych,
ktorych wynikiem jest konwersja mezotelium do nabtonka typu Muellerowskiego. Takie
cysty, po uzyskaniu cech fenotypowych struktur Muellerowskich ulegaja transformac;ji
nowotworowej, w efekcie czego powstaja komodrki rakowe poszczegdlnych typow
histologicznych [65].

Jako pierwszy na znaczenie struktur pochodzenia Muellerowskiego w etiopatogenezie
raka jajnika zwrocit uwage Louis Dubeau, ktory zaobserwowat, Ze nablonek nieztosliwych
surowiczych gruczolakdéw jajnika przypomina nablonek wyscietajacy jajowody, nabtonek
gruczolakéw S$luzowych — nablonek kanatu szyjki macicy, a nabtonek endometrialny —
endometrium, ktdore histologicznie sg odmienne od komorek mezotelialnych wyscietajacych
jajnik i narzady jamy brzusznej. Na podstawie analizy wcze$niejszych badan dotyczacych
obecnos$ci struktur pochodzenia Muellerowskiego na powierzchni lub w poblizu jajnika,

ktore mogg ulega¢ zeztosliwieniu (tzw. wtorny system Muellerowski), strukturom tym
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przypisano kluczowa role w procesie nowotworzenia, szczegoélnie w przypadku rakow
surowiczych, endometrialnych i jasnokomorkowych [66].

Punktem wyjscia do kolejnej, alternatywnej teorii, zdobywajacej jednak coraz wigksze
rzesze zwolennikow byt Steven A. Narod, ktéry zauwazyl, ze podwigzanie jajowodoéw u
kobiet, nosicielek mutacji w genach BRCA zmniejsza ich zapadalno$¢ na raka jajnika
[67;68]. Potaczenia hipotezy Dubeau z efektami zamknieciem drogi transferu komorek z
jajowodu do jajnika dokonat Jurgen Piek, ktory w oparciu o wcezesniejsze wyniki badan oraz
wlasne obserwacje zasugerowal, ze dla surowiczego raka jajnika pierwotnym ogniskiem
nowotworzenia moze by¢ jajowod a nie jajnik [69]. Byto to zgodne z wynikami badan,
moéwigeych, ze profilaktycznie usunigte jajowody u nosicielek mutacji w genach BRCA
wykazuja obecnos¢ wewnatrznabtonkowych rakow jajowodu przy braku ognisk nowotworu
w nabtonku pokrywajacym jajnik [70].

Dzigki powyzszym odkryciom, wskazujacym na zasadno$¢ koncepcji Dubeau zaczeto
diagnozowa¢ raki we wczesnym etapie rozwoju i wykazano, ze najcz¢stszym miejscem
rozwoju surowiczego raka jajnika sa strzepki jajowodu [71]. W 2005 roku opublikowano
dane dotyczace ekspresji gendéw z rodziny HOX, bedacych markerami réznicowania
nabtonka pochodzenia Muellerowskiego, ktore sa powszechne w rakach jajnika, nie sg
jednak obecne w jego nablonku powierzchniowym [65]. Kolejne badania dowiodty
ogniskowej nadekspresji genu TP53 w prawidtowych morfologicznie komorkach strzepkow
jajnika. U nosicielek mutacji w genie BRCA takie same mutacje w genie TP53 sg obecne
ogniskowo w prawidtowym nabtonku pokrywajgcym jajnik (70% zgodnoS$ci) oraz w raku in
situ jajowodu i raku jajnika (100% zgodno$ci), co potwierdzito ciggto$¢ kancerogenezy
surowiczego raka jajnika zainicjowanego w strzepkach jajowodu [72].

Wczesne postaci kliniczne surowiczego raka jajnika charakteryzuja si¢ wystgpowaniem
niskiego stopienia zréznicowania, co sprawia, ze histopatologicznie przypominaja
zaawansowany nowotwor [73]. Nawet niewielkie gruczolakoraki surowicze wraz z
przylegajacym nabtonkiem molekularnie wykazujag mutacje genu TP53. Guzy surowicze o
histologicznie niskim stopniu zaawansowania posiadaja tylko mutacje w genie KRAS [73].

Kolejny mozliwy mechanizm rozwoju surowiczego raka jajnika zaklada, Ze na narzadach
jamy brzusznej, w tym rowniez na nabtonku pokrywajacym jajnik mogg osiada¢ komorki

odlaczajace si¢ od podscieliska strzepkow jajowodu. W przypadku osadzenia w miejscu
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uszkodzonego nablonka, np. po przebytej owulacji, komodrki te tworza torbiel inkluzyjna
wyscielong nablonkiem Muellerowskim [74].

Badania szlakow molekularnych zaangazowanych w rozwoj raka jajnika wykazaty pewne
podobienstwo rakoéw surowiczych i endometrialnych, z uwzglednieniem szczegolnej roli
mutacji w genach KRAS i BRAF. Moze to sugerowaé, ze prekursorami tych typow
nowotworow sg niezto§liwe nowotwory jajnika, ktore poprzez nowotwory graniczne
przeksztatcaja si¢ w raki endometrialne lub surowicze [13]. Ogniska endometriozy lub samo
endometrium mogg by¢, z kolei, prekursorami raka endometrialnego [75]. W sporadycznych
rakach endometrialnych najczesciej wystepujaca zmiang sg mutacje genu CTNNB1
(kodujacego B-katening) i genu supresorowego PTEN [13;73].

Rak $luzowy wykazuje duze podobienstwo do rakow przewodu pokarmowego, natomiast
rak jasnokomorkowy moze rozwijaé si¢ z komodrek gruczolowych kanatu szyjki macicy lub z
ognisk endometriozy [63]. Na podlozu guza tagodnego czgsto rozwijaja si¢ Sluzowe raki
jajnika, w ktorych czesto obserwowang zmiang sg mutacje genu KRAS i, cho¢ rzadziej, genu

TP53 [73].

1.6. Mechanizmy powstawania przerzutéow raka jajnika

Glowng przyczyna zgonow z powodu raka i cechg charakterystyczng nowotwordéw
ztosliwych jest zdolnos¢ do tworzenia przerzutéw. Podobnie do innych typdéw nowotworéw
pochodzenia nablonkowego, rak jajnika szerzy si¢ droga naczyn limfatycznych 1
krwiono$nych do we¢zlow chtonnych oraz parenchymy narzadow odlegtych, w tym watroby,
phuc 1 mozgu. Cecha wyrdzniajaca ten nowotwor jest zdolno$¢ do rozsiewu w obrgbie jamy
otrzewnej, czego efektem jest formowanie przerzutow na otrzewnej trzewnej i Sciennej, a
szczegolnie w obrgbie sieci wiekszej [76].

Jama otrzewnej jest gldwnym miejscem przerzutow raka jajnika w zaawansowanych
stadiach choroby, a problem ten dotyczy okoto 70% chorych w fazie Il i IV.
Powierzchniowe przerzuty do watroby sa wykrywane u 54% pacjentow w fazie IV, a
przerzuty zlokalizowane w obrebie sieci wigkszej dotyczg 46% chorych w fazie III [77]. W
trakcie inwazji jamy otrzewnej, komorki nowotworowe sg zrzucane z powierzchni jajnika, a
nastepnie niesione przez ptyn otrzewnowy osiadaja na powierzchni komoérek mezotelialnych.
Po ich adhezji, komodrki nowotworowe migruja po mezotelium, a nastgpnie, dzigki sekrecji
enzymoOw proteolitycznych, infiltrujg 1 remodelujg zrab otrzewnej, umozliwiajac proliferacje

komorek w nowej dla nich lokalizacji [78;79]. Wedlug powszechnej opinii, to wlasnie
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wzajemne interakcje, zachodzace migdzy naplywajacymi komoérkami nowotworowymi, a
dominujagcymi w otrzewne] prawidlowymi komorkami mezotelialnymi majg kluczowe
znaczenie dla przebiegu wewnatrzotrzewnowej inwazyjnosci raka jajnika. Zasadnicze
réznice dotycza jednak postrzegania roli komorek mezotelium otrzewnowego. Wedtug
cze$ci badaczy, bowiem, komorki te stanowig ostatnig lini¢ obrony otrzewnej przed
procesem nowotworowym, a jej sforsowanie otwiera komérkom raka jajnika nieograniczone
mozliwo$éci kolonizacji tej jamy ciata [80]. Koncepcja ta bazuje na obserwacji braku
komoérek mezotelialnych pod otrzewnowa masg guza w zaawansowanym stadium choroby
[81], czego przyczyng jest aktywnos$¢ generowanej przez komorki nowotworowe miozyny,
pobudzanej dziataniem integryn a5B1 oraz taliny 1 [79]. Alternatywne mechanizmy retrakcji
komoérek mezotelialnych uwzgledniaja uszkadzania przez komodrki nowotworowe potaczen
mi¢dzykomorkowych [82] oraz indukcj¢ apoptozy w mechanizmie zaleznym od ligandu Fas
(FasL) [83]. W kontekscie usuwania warstwy mezotelialnej wazne jest i to, ze jego
nastepstwem jest ekspozycja elementdw macierzy pozakomoérkowej (ang. extracellular
matrix, ECM) oraz lezacych glebiej fibroblastow otrzewnowych, ktorym przypisuje si¢
dziatanie promujace dalsza ekspansje guza [82;84].

Odrebna koncepcja stanowi natomiast, ze to wtasnie oddzialywania migdzy komorkami
mezotelialnymi a komorkami raka jajnika sa odpowiedzialne za rozprzestrzenianie si¢
choroby w obrgbie otrzewnej. Przyktadem takich interakcji jest szczegodlnie proces adhezji
komorek nowotworowych do mezotelium, w przebiegu ktorego aktywny udzial biorg
czasteczki obecne na powierzchni obu typéw komorek (Rycina 1). Dotyczy to m.in.
oddziatywan glikoproteiny CD44, obecnej na powierzchni komoérek nowotworowych, z
kwasem hialuronowym (ang. hyaluronic acid, HA), znajdujacym si¢ na powierzchni
komorek mezotelialnych [85;86]. Dowodem wartosci biologicznej tych oddzialywan jest
zmniejszenie liczby implantow wewnatrzotrzewnowych w modelu mysim, po zastosowaniu
przeciwcial neutralizujacych CD44 [87]. Interakcje CD44-HA posrednicza takze w migracji
komorek raka jajnika, co odbywa si¢ wskutek uruchomienia szlaku sygnalowego, zaleznego
od kinazy C-src i zwigzanej z tym fosforylacji biatka cytoszkieletu, kortaktyny [88]. Brak
pelnego ograniczenia adhezji komorek rakowych wskutek zablokowania interakcji CD44-
HA sugeruje jednak czynny udziat innych mediatorow adhezji komorek rakowych. Wsrod
nich, na szczeg6lng uwage zastuguja integryny i na powierzchni komorek raka jajnika

[89;90], wiazace si¢ z elementami ECM, w tym fibronektyna, kolagenem i witronektyng na
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powierzchni komoérek mezotelium otrzewnowego [91-93]. Sugeruje si¢ takze, ze warunkiem
efektywnej adhezji komorek raka jajnika, zaleznej od obecnosci fibronektyny 1 witronektyny
jest rozktad tych bialek na mniejsze fragmenty o zwigkszonym powinowactwie do
specyficznych integryn przez metaloproteinaze 2 (MMP-2) [94]. Adhezja niektorych typow
komorek raka jajnika jest takze zwigzana z interakcjami migdzy antygenem CA125/MUCI16
na powierzchni komorek nowotworowych a mezoteling, obecng na komorkach
mezotelialnych [95]. Pewna role¢ przypisuje si¢ takze taczeniu si¢ czastki adhezyjnej L1
pochodzenia nowotworowego z jej receptorem, neurofiling-1 (NRP-1) na powierzchni

mezotelium [96].

komorki raka jajnika

meziatelina T 2
NRP-1 biatka ECM

komorki mezotelium otrzewnowego

Rycina 1. Najwazniejsze mediatory wzajemnych interakcji mi¢edzy komorkami raka
jajnika a komorkami mezotelium otrzewnowego. Znaczenie dla adhezji, migracji i
proliferacji komoérek nowotworowych maja takze czynniki rozpuszczalne wydzielane do
srodowiska, oznaczone na schemacie jako kropki migdzy dwoma typami oddzialywujacych
komorek.

Duze znaczenie dla poszczegdlnych elementdw inwazyjnosci komorek raka jajnika maja
takze czynniki wydzielane do srodowiska przez komorki mezotelialne. Potwierdzeniem tego
bylo nasilenie migracji 1 inwazyjnosci komoérek nowotworowych pod wpltywem
wygenerowanego przez mezotelium medium kondycjonowanego [97-99]. Badania na
hodowlach mieszanych komoérek raka jajnika z mezotelialnymi wykazaly m.in., ze
rozpuszczalne HA 1 fibronektyna pochodzenia mezotelialnego sa czynnikami

zwiekszajacymi migracj¢ komorek nowotworowych [97;100]. Z kolei oddziatywania mi¢dzy
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chemoking CXCL12, wydzielang przez komorki mezotelialne a jej receptorem CXCR4,
obecnym na komorkach raka jajnika mogg by¢ zaangazowane w proliferacj¢ komorek
nowotworowych [101;102]. Adhezje, migracj¢ i inwazyjnos¢ komorek nowotworowych
pobudza takze kwas lizofosfatydowy (LPA), wydzielany konstytutywnie przez komorki
mezotelialne [99], poprzez interakcj¢ z receptorami LPA; i LPA; [103;104]. Sposrod
czynnikéw pochodzenia mezotelialnego, zaangazowanych w adhezje 1 inwazyjnos$¢ komorek
raka jajnika na uwage zashuguje takze inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1), ktorego
synteza przez komodrki mezotelialne jest pobudzana przez transformujacy czynnik wzrostu
Bl (TGF-B1), wydzielany przez komorki nowotworowe [105]. Komodrki mezotelialne
aktywnie uczestnicza takze Ww rozwoju unaczynienia guza, produkujac mediatory
angiogenezy, w tym czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn (VEGF) [106;107]. Efekt ten jest o
tyle wazny, iz jak wykazaty badania na modelu zwierzecym, poczatkowa adhezja komoérek
raka jajnika oraz dalszy wzrost guza w otrzewnej jest ograniczony do rejondw o wysokiej

gestosci naczyn krwionosnych [108].

1.7. Leczenie raka jajnika

Postepowanie w leczeniu raka jajnika jest wieloetapowe oraz uzaleznione od stopnia
zaawansowania choroby, zlos§liwosci 1 budowy histopatologicznej nowotworu, stanu
ogolnego 1 wieku chorych. Postepowanie obejmuje leczenie chirurgiczne, chemioterapig, a
niekiedy takze radioterapi¢ [109].

Glownym sposobem leczenia u kobiet z podejrzeniem raka jajnika oraz w sytuacji
znacznego zaawansowania choroby jest leczenie chirurgiczne, ktorego celem jest ocena
stopnia rozprzestrzeniania si¢ nowotworu Ww jamie brzusznej, pobranie materiatu,
postawienie diagnozy oraz cytoredukcja nowotworu [109]. Zalecana jest maksymalna
cytoredukcja guza, poniewaz zmniejszenie masy guza o kazde 10% zwigksza czas przezycia
chorych o 5,5% [110]. Zabieg operacyjny w rakach niskozaawansowanych (FIGO 1 i II)
polega na wykonaniu cigcia posrodkowego oraz usunigciu macicy z przydatkami [109]. W
rakach zaawansowanych (FIGO III i IV) zabieg z cigcia posrodkowego ukierunkowany jest
na mozliwie najwigksza cytoredukcje guza, usuniecie macicy, przydatkow oraz wyciecie
wszystkich ognisk przerzutow z jelit i otrzewnej [109]. Pacjentki, u ktérych pozostawiono
mniej niz 1 cm nowotworu, usuwajac wszystkie widoczne ogniska, lepiej odpowiadaja na

leczenie chemioterapeutyczne, wykazujac rzadziej oporno$¢ na zwigzki platyny i1 cechujac

33



Angelika Kuczmarska

si¢ dluzszym catkowitym przezyciem [111]. W niektorych przypadkach przeprowadza sig¢
odroczong operacj¢ cytoredukcyjng, ktorej celem jest zoptymalizowanie efektywnosci
zabiegu po leczeniu cytostatykami. Stosuje si¢ ja zazwyczaj po 3 cyklach chemioterapii
[109].

W odniesieniu do stosowanych rozwigzan chemioterapeutycznych, wybor algorytmu
leczenia determinowany jest stopniem zaawansowania choroby. Dla kobiet we wczesnych
stadiach nie ma ustalonego schematu chemioterapii pod katem rodzaju cytostatyku, ilosci tur
i czasu ich trwania. Zwykle stosuje si¢ 6 cykli paklitakselu i pochodnych platyny [76]. W
monoterapii stosuje si¢ najczes$ciej zwigzki platyny [109]. W stadiach IA i IB nie stosuje si¢
adjuwantowej chemioterapii, a przezycia S-letnie w tych grupach wynosza 90% [112].
Stadia Il i IV choroby wymagaja 6 kurséw adjuwantowej chemioterapii. Popularnym
schematem jest stosowanie co trzy tygodnie terapii dwulekowej, obejmujacej karboplatyne i
paklitaksel. W razie nietolerancji karboplatyny lub paklitakselu wdraza si¢ monoterapi¢ lub
zamienia karboplatyn¢ na cisplatyne. Przy nadwrazliwosci na paklitaksel nalezy rozwazy¢
podanie docetakselu, topotekanu, gemcytabiny lub pegylowanej liposomalnej doksorubicyny
[109].

Zwyczajowo chemioterapia podawana jest dozylnie, przy czym na uwage zastuguja trzy
randomizowane proby III fazy testow, ktore wykazaty 20-25% zmniejszenie ryzyka $Smierci
po zastosowaniu terapii dootrzewnowej u pacjentow z optymalng chirurgiczng cytoredukcja
guza [113-115]. Niestety, jak dowodzg tego badania wicloletnie, zastosowanie operacji
cytoredukcyjnej wspartej nastgpnie chemioterapia bazujaca na zwigzkach platyny i
taksanach nie wplyngty znaczaco na ogdlny wzrost efektywnosci leczenia [116]. Niemate
znaczenie w tym kontek$cie maja liczne efekty uboczne stosowanych terapii, wystgpujace
niezaleznie od drogi podania lekéw [10;11]. Pozytywng zmiang, ktorg dato si¢ natomiast
odnotowac jest wzrost wspoiczynnika 5-letniej przezywalnosci pacjentow z 37% w latach
1974-1976 do 46% w latach 1999-2005 [116].

W konteks$cie chemioterapii raka jajnika nie sposob poming¢ szeregu nowoczesnych
strategii, celujgcych w molekularne czynniki 1 szlaki sygnatowe, lezace u podstaw progresji
choroby. Duze nadzieje poktada si¢ m.in. w wykorzystaniu zwigzkéw blokujacych
angiogeneze, w tym neutralizujagcych mediatory tego zjawiska, takie jak VEGF. Naleza do
nich przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko VEGF (Bewacizumab) [117] oraz
drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych, blokujace receptor dla VEGF

(Cediranib) [118]. Trwaja m.in. badania majgce okresli¢ skuteczno$¢ bewacizumabu oraz
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cediranibu w potaczeniu z karboplatyna i paklitakselem [119]. Inne, obiecujace formy terapii
wykorzystuja inhibitory receptora dla epidermalnego czynnika wzrostu (EGF) i
ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF), inhibitory receptora kwasu foliowego,
inhibitory polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP), inhibitory kinazy Aurora, inhibitory
szlaku sygnatowego Hedgehog oraz inhibitory szlaku mTOR [119].

1.8. Resweratrol jako przedstawiciel stilbenéw

Stilbeny, zwane tez stilbenoidami, to drobnoczasteczkowe (210-270 g/mol) zwiazki
aromatyczne, pochodne 1,2-difenyloetenu, ktérych strukture mozna schematycznie
przedstawi¢ za pomoca wzoru Ce—C,—Cs (Rycina 2) [120]. W zalezno$ci od pozycji
przytaczenia poszczegolnych grup funkcyjnych, ich wzajemnego potozenia wzgledem siebie
i wzgledem wigzania podwojnego, zwigzki te wystepuja w dwodch formach
stereoizomerycznych: cis- i trans-. Sposrod tych dwoch odmian, aktywniejsze biologicznie,
m.in. pod katem dziatania antyoksydacyjnego i przeciwnowotworowego s3 izomery trans-
[121;122]. Pod wzglgdem wilasciwosci biologicznych, naturalne stilbeny sg fitoaleksynami o
dzialaniu ochronnym, ktére syntetyzowane sg przez rosliny w odpowiedzi na zakazenie,
uszkodzenia struktur, stres oksydacyjny oraz nadmierne dziatanie promieniowania UV

[123:124].

R1
O\
o
R2
R5

Rycina 2. Budowa chemiczna stilbenéow. Symbolami R (R1-R5) oznaczono najczgstsze
pozycje grup funkcyjnych w wybranych stilbenach. Resweratrol: R1-OH; R2-OH; R3-H;
R4-OH; R5-H. Piceatannol: R1-OH; R2-OH; R3-H; R4-OH; R5-OH. Pterostilben: R1-
OCH3; R2-OCH3; R3-H; R4-OH; R5-H (na podstawie [120]).

Stilbenem cieszacym si¢ najwigkszym zainteresowaniem wsrod naukowcow jest od wielu
juz lat resweratrol (3,5,4'-trihydroksy-trans-stilben) [125]. Zwigzek ten, z uwagi na
podobienstwo struktury chemicznej do syntetycznego dietylostilbestrolu estrogenowego

(4,4'-dihydroksy-trans-o,p-dietylostilbenu) i zdolno$¢ do oddzialywania z receptorem
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estrogenowym jest zaliczany do tzw. fitoestrogenéw [126]. W naturze, resweratrol jest
spotykany w obu formach izomerycznych, przy czym lepiej poznana i aktywniejsza jest
odmiana trans-resweratrolu [120]. Wskutek dziatania takich czynnikow jak: promienie UV,
wysokie pH, jak rowniez w wyniku rozpadu polimerdéw resweratrolu w czasie fermentacji
skorek z winogron, forma trans- ulega przeksztatceniu do formy cis- [127].

Po raz pierwszy izolacji resweratrolu dokonano w 1940 roku, a zrodlem zwigzku byt
korzen ciemi¢zycy wielokwiatowej (Veratum gradiflorum) [128]. Na dzien dzisiejszy
wiadomo, ze resweratrol wystepuje w naturze, w wielu roslinach, przy czym jego najwyzsze
stezenie stwierdzono w korzeniu rdestowca ostrokonczystego (Polygonum cuspidatum).
Roslina ta jest uprawiana w Japonii i Chinach dla celow tamtejszej medycyny ludowej, a
szczegblnie wytwarzania preparatu Kojo-kon, skutecznego w leczeniu ropnych zakazen
skory, grzybic i chorob wenerycznych [129]. Bogate w resweratrol sg takze r6zne odmiany
winoro$li, szczegdlnie winorosl wiasciwa (Vitis vinifera) [130] oraz — co za tym idzie —
rézne gatunki win. Z uwagi na wystepowanie resweratrolu gtoéwnie w skoérkach winogron
(50-100 pg na gram owocow) oraz przez wzglad na rozne technologiczne aspekty produkcji
win (w przypadku win czerwonych zmiazdzone owoce pozostawione s3 razem z sokiem,
natomiast, w przypadku win biatych, wyttoczona masa wraz ze skorkami jest natychmiast
usuwana), odmiane¢ winogron, miejsce ich uprawy, rok zbioru oraz warunki atmosferyczne,
poszczegblne gatunki win charakteryzujg si¢ odmienng zawartos$cig resweratrolu (zakres od
0,1 do 15 mg/l) [124;127;131]. Najwigksze jego stezenia stwierdza si¢ winach czerwonych
(Srednie stezenie ~1,9 mg/l), nastgpnie sg wina ré6zowe, natomiast najmniejsza zawarto$¢
resweratrolu jest w winach biatych. Szczegdlne bogate w ten zwigzek sg wina z owocoOw
dojrzewajacych w chlodniejszym klimacie [131]. Wsrdd tych ostatnich, najwicksza
zawarto$cig resweratrolu charakteryzujg si¢ Pinot Noir (~7,15 mg/l) 1 Merlot (~7,74 mg/l)
[120;126;127;132]. W nizszych stezeniach zwigzek ten wystepuje takze w orzeszkach
ziemnych, owocach jagodowych, Zurawinie, malinach, truskawkach, niektorych ziotach,
kwiatach 1 lisciach ciemigzycy bialej, sosny zwyczajnej, rabarbaru, orchidei, skorkach

pomidorow i kakao [125;130;133].

1.8.1. Wlasciwosci biologiczne resweratrolu
Wchtanianie resweratrolu w ludzkim organizmie odbywa si¢ w jelicie cienkim, po czym
jest on metabolizowany we watrobie przy udziale cytochromu P450 1 przeksztatcany do

piceatannolu (3,3',4’,5-tetrahydroksy-stilbenu) i tetrahydroksystilbenu o symbolu M1. Okres
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potowicznego rozpadu resweratrolu jest niewielki i waha si¢ od 8-14 minut [7].
Ostatecznymi metabolitami sg siarczanowe i1 glukuronowe formy trans-resweratrolu, krazace

we krwi do 9 godzin, a nastepnie wydalane przez nerki oraz z katem [132;134].

1.8.1.1. Dzialanie kardioprotekcyjne

Zjawisko tzw. "paradoksu francuskiego", oznaczajace nizsza $miertelnos¢ mieszkancow
krajow basenu Morza Srédziemnego z powodu schorzen sercowo-naczyniowych, pomimo
spozywania diety bogatej w thuszcze nasycone, sktonito badaczy do przeanalizowania
przyczyn tego zjawiska [5]. Efektem tych badan bylo skorelowanie dobroczynnych efektow
zdrowotnych z regularnym spozywaniem oliwy z oliwek oraz czerwonego wina
zawierajacego resweratrol [132;135]. Stwierdzono, ze zwigzek ten moze zapobiegaé
zdarzeniom niedokrwiennym poprzez wielokierunkowe dziatanie na migsien sercowy, w tym
hamowanie peroksydacji lipidow, zmniejszenie wychwytywania utlenionych lipoprotein o
niskiej gestosci (LDL) przez makrofagi, blokowanie wnikania zmodyfikowanych lipoprotein
do $ciany naczyn krwiono$nych, nasilanie relaksacji migéni gltadkich naczyn krwiono$nych
oraz hamowanie agregacji ptytek krwi [136;137].

Badania sugeruja, ze ograniczenie stopnia utleniania lipoprotein LDL przez resweratrol
moze by¢ zwigzane z jego zdolnos$ciag do hamowania aktywnos$ci reduktazy chinonowej 2
(QR-2), katalizujacej przeksztatcenia nukleotydow adenozynowych, a przez to zwigkszajacej
aktywno$¢ komoérkowych mechanizméw antyoksydacyjnych [138]. Zwigzek ten w znaczacy
sposOb obniza generowanie reaktywnych form tlenu (RFT), a efekt ten wywiera
prawdopodobnie w sposob synergistyczny wraz z innymi polifenolami obecnymi w winie
[139]. Uwaza si¢, ze duze znaczenie dla wlasciwosci antyoksydacyjnych resweratrolu ma
odpowiednie utozenie grup funkcyjnych w pierScieniu aromatycznym, a mianowicie
obecnos¢ grupy hydroksylowej w pierscieniu B oraz jej obecno$¢ w pozycji meta- w
pierscieniu A [140].

W odniesieniu do wlasciwosci wazodilatacyjnych resweratrolu, sa one w gldwnej mierze
wynikiem jego stymulujacego dziatania na produkcje tlenku azotu (NO) [141]. Z kolei
dziatanie antyagregacyjne tego zwigzku wigze si¢ prawdopodobnie z hamowaniem
aktywnosci cyklooksygenazy 1 (COX-1), tj. enzymu kluczowego dla przemian fosfolipidow
btonowych, w tym wytwarzania proagregacyjnego tromboksanu B2 [142]. Silne wtasciwosci

przeciwmiazdzycowe resweratrolu potwierdzity badania przeprowadzone na modelu mysim,
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z wykorzystaniem zwierzat z wyciszonym genem odpowiedzialnym za ekspresj¢ apoE i
receptora dla lipoprotein o niskiej gestosci (LDL). Badania te wykazaty, ze po 8 tygodniach
stosowania diety bogatotluszczowej, zwierzeta, ktorych diete wzbogacono w resweratrol
cechowaly si¢ znaczaca redukcja przyrostu blaszek miazdzycowych w aorcie oraz

zahamowaniem tempa tworzenia zmian zakrzepowych w tetnicach szyjnych [143].

1.8.1.2. Dzialanie przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe

Mechanizm przeciwzapalnego dziatania resweratrolu w gtownej mierze wynika z jego
zdolnosci do hamowania syntezy i wydzielania mediatoréw reakcji zapalnej, w tym
limfotoksyny, czynnika stymulujacego kolonie granulocytow i makrofagéow (GM-CSF),
interleukiny 8 (IL-8) i histaminy [144]. Ponadto, zwigzek ten obniza produkcje interleukiny
1 (IL-1), interleukiny 6 (IL-6) [145], biatka chemotaktycznego monocytow 1 (MCP-1) [146]
czynnika martwicy nowotworow o (TNF-a) oraz ekspresje czastek adhezyjnych VCAM-1 i
ICAM-1 [147]. Hamowanie reakcji zapalnej pod wplywem resweratrolu jest takze zwigzane
z jego zdolnoscia do blokowania aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-«B [148].

Resweratrol wptywa na ograniczenie rozwoju szeregu drobnoustrojow, w tym bakterii
Staphylococcus aureus i Helicobacter pylori oraz wirusa Herpes simplex (HSV) [149].
Stwierdzono, ze 12,5% 1 25% krem z resweratrolem jest skuteczny w leczeniu wirusa HSV-1
u myszy, nawet w zakazeniu opornym na leczenie acyklowirem [149]. Resweratrol z duza
efektywnoscig hamuje takze replikacje wirusa cytomegalii, a mechanizm tego dziatania jest
zwigzany z blokowaniem receptora dla EGF i hamowaniem przekazywania sygnatu przez 3-

kinaze fosfatydyloinozytolu (PI3K) [150].

1.8.1.3. Dzialanie neuroprotekcyjne

W ostatnich latach, resweratrol budzi takze duze zainteresowanie ze wzgledu na swoje
wlasciwo$ci neuroprotekcyjne, rozpatrywane szczegodlnie w odniesieniu do choroby
Alzheimera 1 choroby Parkinsona. Przykladem takiej aktywno$ci moze by¢ ochrona
komorek hipokampa zwierzat do§wiadczalnych przed toksycznoscig B-amyloidu, zalezna od
aktywacji kinazy biatkowej C (PKC) [151]. Odrgbny mechanizm dziatania resweratrolu w
aspekcie ograniczania neurotoksyczno$ci B-amyloidu obejmuje hamowanie aktywnosci
indukowalnej formy syntazy tlenku azotu (iNOS) i zwigzane z tym obnizenie stopnia

wywolywane] przez B-amyloid peroksydacji lipidow [152]. W komorkach mikrogleju,
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resweratrol zapobiega negatywnym skutkom dziatania reaktywnych form tlenu takze
poprzez pobudzenie aktywno$ci mechanizmow antyoksydacyjnych [153;154].

W kontekscie choroby Parkinsona badania wykazaty, ze resweratrol ma zdolnos¢
hamowania produkcji cytokin prozapalnych w obrebie neuronéw dopaminergicznych u
zwierzat z chorobg indukowang za pomoca 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny
(MPTP) [155]. W odrebnym modelu doswiadczalnym wykazano takze, ze utrata neuronow
dopaminergicznych i usprawnienie motoryczne zwierzat traktowanych MPTP w odpowiedzi
na resweratrol moze by¢ wynikiem jego dzialania antyoksydacyjnego [156]. Z kolei u
zwierzat, u ktorych choroba Parkinsona zostala wywotana za pomoca 6-hydroksydopaminy,
resweratrol wptynat na zachowanie wiasciwej ultrastruktury neuronow dopaminergicznych
oraz zlagodzil przebieg choroby, co powigzano przyczynowo z ograniczeniem lokalnej
odpowiedzi zapalnej. Efekty te odnotowano juz po dwdch tygodniach stosowania zwigzku
[157].

1.8.1.4. Dzialanie przeciwnowotworowe

Przeciwnowotworowe dziatanie resweratrolu opisano po raz pierwszy w 1997 roku [158].
Dzisiaj wiadomo juz, ze zwigzek ten moze by¢ szeroko wykorzystywany w prewencji i
terapii chorob nowotworowych, gdyz posiada on zdolno$¢ efektywnego hamowania kazdego
z etapOw nowotworzenia, tj. inicjacji, promocji i progresji choroby [158]. Hamowanie
Inicjacji procesu nowotworowego przez resweratrol moze m.in. wynikac¢ z jego zdolnosci do
usuwania RFT oraz detoksykacji czynnikoéw kancerogennych [127;132]. Znaczenie w tym
konteks$cie moze odgrywacé jego zdolno$¢ do przeciwdziatania aktywnosci przedstawicieli
rodziny cytochromu P450 (CYP), w tym CYP1A1l, CYP1A2 oraz CYP1BI, powodujaca
ochrone komorek przed dziataniem réznych zwigzkow kancerogennych [159]. Ograniczanie
postepu choroby pod wpltywem resweratrolu moze by¢ zwigzane z jego hamujacym
dziataniem na polimeraz¢ DNA 1 reduktaze rybonukleotydowa [160]. Czynnikiem
odpowiedzialnym za antyproliferacyjne dziatanie resweratrolu jest takze odpowiednie
rozmieszczenie hydroksylowych grup funkcyjnych w szkielecie stilbenu, a szczegodlnie
obecno$¢ tej grupy w pozycji 4' [161].

Istotng wtasciwoscig resweratrolu w kontek$cie hamowania progresji nowotworéw jest
jego zdolno$¢ do hamowania angiogenezy. Badania wykazaly, ze zwigzek ten hamuje

proliferacje, migracje oraz tworzenie struktur tubularnych przez komorki $rédblonka
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naczyniowego in vitro [162;163], jak rdéwniez zmniejsza unaczynienic zmian
nowotworowych in vivo [164]. Takie dzialanie resweratrolu jest w gltoéwnej mierze
determinowane jego wpltywem na obnizenie produkcji mediatoréw angiogenezy, w tym

VEGF oraz interleukiny 8 (IL-8) [165-167].

Tabela 3. Zjawiska biologiczne i czynniki modulowane dzialaniem resweratrolu w
komorkach prawidlowych i nowotworowych (na podstawie [120]).

PROCES CZYNNIK KIERUNEK ZMIANY
Bax wzrost
Bcl-2 obnizenie
ceramid wzrost
apoptoza cyklaza adenylowa wzrost
FasL wzrost
kaspazy wzrost
p53 wzrost
surwiwina obnizenie
cykliny A, B1, D obnizenie
CDK2 wzrost
cykl komérkowy pRb obnizenie
p21 wzrost
p27 Wzrost
COX-1i-2 obnizenie
iINOS obnizenie
proces zapalny ICAM-1 obnizenie
IL-6 obnizenie
VCAM-1 obnizenie
ERK1/2 obnizenie
transdukcja sygnalu PKC obniZzenic
PKD obnizenie
Syk obnizenie
J AP-1 obnizenie
transkrypcja 4 NF-xB obnizenie
 B-katenina obnizenie

Resweratrol posiada zdolno$¢ uwrazliwiania komorek nowotworowych na substancje
chemioterapeutyczne, stosowane rutynowo w terapii onkologicznej, powodujac hamowanie
cyklu komoérkowego na etapie przejScia faz Gi/S oraz nasilenie czesto$ci apoptozy
[168;169]. Indukcje apoptozy komoérek nowotworowych zwigzek ten nasila takze poprzez
aktywacje genu supresorowego p53, co stwierdzono m.in. w komoérkach raka piersi [170].

Niebagatelne znaczenie dla zwigkszania efektywnosci chemioterapii pod wpltywem
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resweratrolu ma takze jego wptyw na hamowanie aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-
kB, czego efektem jest skoncentrowanie dziatania chemioterapeutykow w ich miejscu
przeznaczenia [171]. Na chwil¢ obecng wykazano aktywno$¢ przeciwnowotworowa
resweratrolu, zar6wno pod katem dziatania antyproliferacyjnego i proapoptotycznego, w
odniesieniu do wielu typow komorek nowotworowych, w tym: nerwiaka ptodowego [172],
rdzeniaka zarodkowego [173], biataczki limfatycznej B-komorkowej [174], chloniaka
nieziarniczego [175], raka piersi [170], raka jajnika [176], raka prostaty [177], raka

okreznicy [178] oraz czerniaka ztosliwego [179].

1.8.1.5. Dzialanie przeciwstarzeniowe

Istnieje wiele dowodoéw wskazujacych, iz resweratrol moze w pozytywny sposob
wplywac na tempo procesu starzenia si¢. Gtoéwna przestankg na poparcie tej tezy jest fakt, iz
zwigzek ten w znaczacy sposob wydtuza Sredni czas zycia organizmow modelowych, w tym
drozdzy piekarniczych [180], nicieni [181], muszek owocowek [182], a nawet niektorych
gatunkow ryb [183;184]. Istnieje przekonanie, ze wzrost dlugosci zycia tych organizméw
pod wpltywem resweratrolu moze by¢ zwigzany z aktywacja bialek z rodziny sirtuin,
bedacych NAD'-zaleznymi deacetylazami histonowymi, zaangazowanymi w szereg
procesow biologicznych, zapewniajacych ochrong DNA i zwigzang z tym stabilno$¢ genomu
[185;186]. W komorkach poddawanych dziataniu resweratrolu, aktywno$¢ Sirl (ang. silent
information regulator 1) okazata si¢ by¢ podwyzszona nawet kilkunastokrotnie [180]. W
kontekscie powyzszych obserwacji wiele wskazuje takze na to, iz wplyw resweratrolu na
dlugos$¢ zycia organizmoéw modelowych zwigzany z aktywacja sirtuin moze by¢ analogiczny
do op6zniajacego starzenie wptywu restrykcji kalorycznej [4;187].

Co ciekawe, z aktywnoscig sirtuin, szczego6lnie wspomnianej Sirl, wiaze si¢ takze proces
starzenia komorkowego, ktorego tempo wydaje si¢ pozostawaé w odwrotnej zalezno$ci z
poziomem ekspresji tego biatka [188]. By¢ moze wiasnie wpltywem resweratrolu na
aktywacje Sirl mozna ttumaczy¢ poprawe wilasciwosci proliferacyjnych oraz spowolnienie
tempa replikacyjnego starzenia si¢ réznego typu komorek somatycznych, poddawanych
dziataniu tego zwigzku [189-191]. Wedtlug niedawnych doniesien, wptyw resweratrolu na
zahamowanie tempa utraty zdolno$ci podziatowych przez komoérki moze by¢ takze
wynikiem blokowania S$ciezki sygnatowej kinazy mTOR (ang. mammalian target of

rapamycin), bedacej jednym z najwazniejszych szlakow efektorowych komorkowego

41



Angelika Kuczmarska

starzenia [192;193]. Trzeba jednak podkresli¢, ze w przypadku procesu starzenia
zachodzacego na poziomie komérkowym, efekty biologiczne wywierane przez resweratrol
sa niejednoznaczne, czego dowodem jest m.in. przyspieszone wchodzenie w fazg starzenia

keratynocytow i komorek $robtonka naczyniowego, poddawanych dziataniu tego zwigzku
[194;195].

1.8.2. Aktywnos$¢ biologiczna analogéw resweratrolu

Pomimo korzystnego, plejotropowego dzialania resweratrolu w odniesieniu do szeregu
zjawisk patologicznych, aktywnos$¢ i mozliwosci szerszego wykorzystania tego zwigzku w
celach terapeutycznych sa silnie limitowane przez jego relatywnie niska biodostepnos¢ i
szybkie tempo transformacji do siarczanow i glukuronidow [196]. W zwiazku z powyzszym
trwaja intensywne badania, ukierunkowane na charakterystyke witasciwosci biologicznych
réznego typu pochodnych resweratrolu. Obiektem badan jest m.in. ocena sily efektow
wywieranych przez analogi, np. ich potencjalu antyoksydacyjnego, w zaleznosci od liczby 1
polozenia dodatkowych grup funkcyjnych, szczegdlnie grup metoksylowych i
hydroksylowych [197;198]. Przyktadowo, pochodne o katecholowym uktadzie grup
hydroksylowych cechujg si¢ trzykrotnie wyzszym stopniem cytotoksycznosci w stosunku do
komorek biataczkowych w porownaniu ze stilbenami o innym uktadzie podstawnikow [132].
Analiza zwigzku pomiedzy strukturg a aktywnos$cig biologiczng stilbenéw wskazuje, ze
zastgpienie grup hydroksylowych resweratrolu grupami metoksylowymi zwigksza

aktywnos¢ cytotoksyczng wigkszosci analogow [199].

1.8.2.1. Pochodne metoksylowe

Sposrdd metoksylowych pochodnych resweratrolu na szczeg6lng uwage zashuguje jego
naturalny eter metylowy, 3,5-dimetoksy-4’-hydroksy-trans-stilben (pterostilben), ktory
wystepuje w skorkach winogron i jagodach [200]. Wiasciwosci przeciwnowotworowe tego
zwigzku sg porownywalne z resweratrolem [201;202]. W skérnym modelu kancerogenezy u
myszy, pterostilben okazat si¢ skuteczniejszy od resweratrolu w hamowaniu aktywacji
czynnikow transkrypcyjnych NF-«kB i AP-1 [203]. Ta przewaga pterostilbenu nad
resweratrolem moze po cze$ci wynika¢ z jego wigkszej biodostepnosci, zwigzanej ze
wzrostem lipofilnos$ci zwigzku wskutek zastgpienia grup hydroksylowych metoksylowymi
[203]. Hamowanie proliferacji komorek pod wptywem pterostilbenu zachodzi w sposob

zalezny od dawki 1 czasu, 1 jest zwigzane z zatrzymaniem cyklu komdrkowego na etapie fazy
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Gi1, z jednoczesng aktywacja bialek inhibitorowych p16, p21, p27 i p53 oraz obnizeniem
ekspresji cyklin A i E oraz cyklinozaleznych kinaz CDK2, CDK4 i CDK6 [204]. Jak dotad,
cytotoksyczne dziatanie pterostilbenu wykazano w modelu in vitro na wielu typach komorek
nowotworowych, w tym na komorkach raka watroby, raka gruczotu krokowego, czerniaka
zlosliwego, raka jelita grubego oraz raka piersi [202].

Innym przedstawicielem analogéw resweratrolu, posiadajgcych w swej strukturze grupy
metoksylowe, jest 3,4',5-trimetoksy-trans-stilben. Dziatanie cytostatyczne tego zwigzku w
przypadku niektéorych typéw nowotwordw (np. raka jelita grubego) jest silniejsze w
porownaniu z resweratrolem [205]. Zwigzek ten jest takze silnym induktorem apoptozy
komoérek nowotworowych, a efekt ten jest zwigzany z zaleznym od RFT obnizeniem
potencjatu btony mitochondrialnej, uwalnianiem cytochromu ¢ oraz aktywacja kaspaz [205].
Potencjat antyoksydacyjny 3,4',5-trimetoksy-trans-stilbenu jest nizszy niz resweratrolu
[161], natomiast pod wzglgdem wiasciwosci antyangiogennych, przewyzsza on dzialanie
swego naturalnego prekursora [206].

W odniesieniu do wplywu przeciwnowotworowego, wysoka skutecznoscia cechuja sie
takze 3.,4,5,4'-tetrametoksy-trans-stilben i 3,5,3',4',5'-pentametoksy-trans-stilben, ktore
hamuja proliferacj¢ oraz indukuja apoptoz¢ w komorkach raka piersi [207], raka jelita
grubego [208], raka prostaty [209] i raka jajnika [210].

1.8.2.2. Pochodne hydroksylowe

Najlepiej scharakteryzowanym przedstawicielem hydroksy-pochodnych resweratrolu jest
3,5,3',4'-tetrahydroksy-trans-stilben, czyli piceatannol. Zwigzek ten wystepuje naturalnie w
duzej ilo$ci roslin 1 produktow spozywczych, szczegdlnie w cukrze trzcinowym, orzeszkach
ziemnych, winogronach i owocach jagodowych [120;211]. Do jego powstania prowadzi
takze biotransformacja resweratrolu przy udziale cytochromow P450, przy czym glowna role
w tym zakresie odgrywa izoforma CYP1A1 [7].

Piceatannol zostal zidentyfikowany jako selektywny inhibitor kinaz tyrozynowych,
wykazujacy szczegdlng aktywnos$¢ w stosunku do kinazy Syk [212]. Zablokowanie tej
kinazy za pomoca piceatannolu hamuje reakcje astmatyczng oraz towarzyszacy jej odczyn
zapalny, w tym skurcz oskrzeli, degranulacj¢ komorek tucznych 1 reakcje anafilaktyczng
[213;214]. Ponadto, piceatannol wykazuje silne dziatanie antyoksydacyjne, ktore w

niektoérych sytuacjach, np. w odniesieniu do peroksydacji lipidéw zaleznej od jonéw Cu*",
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jest silniejsze niz resweratrolu [215]. Silnie wyrazone sg takze jego wlasciwosci
przeciwnowotworowe, czego potwierdzeniem jest m.in. hamowanie proliferacji komorek
biataczkowych [216] oraz komorek raka jelita grubego [120]. Piceatannol jest rowniez
silnym inhibitorem proliferacji i migracji komorek $rodblonka naczyniowego, przez co
ogranicza rozwoj guzoéw na drodze hamowania ich neowaskularyzacji [217].

Wedlug danych literaturowych, najwyzsza aktywnos$cig sposrdod syntetycznych,
dodatkowo hydroksylowanych pochodnych resweratrolu charakteryzuje sie 3,3'.4,4',5,5'-
heksahydroksy-trans-stilben [145], ktorego wlasciwosci antyoksydacyjne mogg by¢ nawet
kilka tysiecy razy wyzsze niz resweratrolu [198]. Zwigzek ten cechuje si¢ takze silnym
potencjatem przeciwnowotworowym, szczeg6lnie w stosunku do komorek czerniaka [218],
bialaczki promielocytarnej [219], raka jelita grubego [220] i raka piersi [221].
Antyproliferacyjne dziatanie tego zwigzku moze by¢ zwigzane z faktem, iz jest on silnym
inhibitorem reduktazy rybonukleotydowej, tj. enzymu limitujagcego wydajnos$¢ syntezy DNA
de novo i obnizajacego pulg trojfosforanéw deoksyrybonukleotydow [222]. Pewne znaczenie
dla antyproliferacyjnego wptywu 3,3'4,4'5,5"-heksahydroksy-trans-stilbenu ma takze
aktywacja biatka supresorowego p53 [221]. Z Kolei jego dziatanie proapoptotyczne wydaje
si¢ by¢ zwigzane z obnizeniem potencjatu btony mitochondrialnej i aktywacja kaspaz
efektorowych [221].

Sposréd innych, godnych uwagi hydroksylowych pochodnych resweratrolu mozna
wymieni¢ 4,4'-dihydroxy-trans-stilben, ktory hamuje proliferacje i inwazje komorek raka
piersi [223], a efekt ten wynika ze wzmocnienia antyproliferacyjnego efektu ugrupowania 4'
resweratrolu [224]. Wysoka aktywnoscig cechuje si¢ takze 3,4,5,4'-tetrahydroksy-trans-
stilben, ktory hamuje proliferacje 1 indukuje apoptoz¢ w komorkach transformowanych
poprzez wptyw na akumulacj¢ biatka p53, zwiekszenie ekspresji proapoptotycznych genow

GADDA45 oraz Bax oraz supresje¢ antyapoptotycznego genu Bcl-2 [225].
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2. CEL PRACY

W zwigzku z doniesieniami literaturowymi, sugerujagcymi mozliwos$ci terapeutycznego
wykorzystania syntetycznych analogdéw resweratrolu w walce z réznego typu nowotworami,
zasadniczym celem podjetych badan byla ocena dziatania dwoch nowych, syntetycznych
pochodnych tego zwiagzku, tj. 3,3°,4,4’-tetrahydroksy-trans-stilbenu i 3,3°,4,4,5,5’-
heksahydroksy-trans-stilbenu, w kontekscie ograniczania progresji komorek raka jajnika.

W ujeciu szczegdtowym, badania przeprowadzone w oparciu o model in vitro
obejmowatly okreslenie wptywu badanych zwigzkow na szereg zjawisk biologicznych,
zwigzanych z inwazyjno$cig komorek nowotworowych, w tym na ich:

a) zywotnos¢,

b) $mier¢ apoptotyczna,

C) potencjat proliferacyjny,

d) starzenie komorkowe,

e) wilasciwosci adhezyjne,

f) migracje,

g) zdolno$¢ modulowania procesu angiogenezy.

Waznym elementem prowadzonych badan byto takze poréwnanie efektow wywieranych
przez syntetyczne stilbeny z dziataniem ich naturalnego prekursora, resweratrolu, jak
rowniez okreslenie (dzigki wykorzystaniu trzech réznych linii komorek raka jajnika), czy
efekty wywierane przez badane zwigzki majg charakter uniwersalny, czy komoérkowo-

specyficzny.
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3. METODYKA

3.1. Materialy

Odczynniki chemiczne uzywane w trakcie do§wiadczen i analiz biochemicznych zostaly
zakupione w firmie Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA). Materialy zuzywalne do
prowadzenia hodowli komérkowych pochodzity z firm Nunc (Roskilde, Dania) oraz Becton

Dickinson (Oxford, UK).

3.2. Zwiazki badane

W toku doswiadczen wykorzystano trzy zwigzki chemiczne z grupy stilbenéw, tj.:
3,4’ 5-trihydroksy-trans-stiloen  (resweratrol; Res); 3,3’,4,4’-tetrahydroksy-trans-stilben
(3,3,4,4’-THS) 1 3,3’,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilben (3,3’,4,4°,5,5°-HHS).
Resweratrol zostal zakupiony w firmie Sigma-Aldrich Corp., natomiast jego dodatkowo
hydroksylowane analogi zostaly zsyntetyzowane w Katedrze i Zakladzie Technologii
Chemicznej Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu przez dr. Marcina

Wierzchowskiego, z wykorzystaniem metododologii opisanej w punkcie 2.1.

3,4, 5-trihydroksy-trans-stilben  3,3',4,4’-tetrahydroksy-frans-stilben 3,3 4,45 5-hexahydroksy-frans-stilben
(resweratrol) (3.3",4,4-THS) (3,3',4,4,5,5-HHS)

Rycina 3. Budowa chemiczna badanych stilbenéw. Okregiem na wzorach zaznaczono
funkcyjne grupy hydroksylowe potozone w wysoce reaktywnej pozycji —orto.

Wszystkie stilbeny przechowywano w formie st¢zonych roztwordéw, rozpuszczonych w
DMSO, zamrozone w temperaturze -20 °C. Stezenia robocze badanych zwigzkéw osiggnigto
poprzez dodanie okreslonej objetosci stezonego roztworu do medium hodowlanego.
Doswiadczenia pilotazowe przeprowadzone pod katem oceny wptywu DMSO na zywotno$¢

1 proliferacj¢ komodrek nowotworowych wykazaty, ze przy zastosowanym rozcienczeniu
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DMSO w medium hodowlanym (<0,05%), zwiazek ten nie wplywa w znaczacy sposob na te
parametry (nie zilustrowano graficznie). Podobny wynik, oznaczajacy brak wptywu DMSO,
odnotowano w serii badan wstgpnych kazdego z parametréw, ktére zostaty ocenione w

niniejszej rozprawie.

3.2.1. Synteza zwiazkow badanych

Synteze polihydroksystilbenow 3,3°,4,4°-THS (5a) 1 3,3’.4,4’,5,5’-HHS (5b)
przeprowadzono zgodnie z procedura opisang przez Muriasa i wspolpracownikow [197].
Trojetapowa synteze przedstawia rycina 4. Pierwszy etap obejmowal otrzymanie w reakcji
Michaelis-Arbuzova z  odpowiedniego  chlorku  benzylowego (chlorku  3,4-
dimetoksybeznylowego (1a) i chlorku 3,4,5-trimetoksybeznylowego) i fosforynu trietylu
(P(OELt)3) uzyskujac odpowiedni fosfonian (2a) lub (2b). W nastepnym etapie fosfoniany w
reakcji Horner—-Wadsworth—-Emmons (rol¢ zasady speinial metanolan sodowy NaOMe,
reakcja prowadzona byta w srodowisku N,N-dimetyloforamidu) z aldehydami (3a) (aldehyd
3,4-dimetoksybenzoesowy) i 3b (aldehyd 3,4,5-trimetoksybenzoesowy) przeksztatcone
zostaly w polimetoksypochodne (4a) (3,3’,4,4’-tetrametoksytilben) i 4b (3,3°,4,4°,5,5’-
heksametoksytilben). W ostatnim etapie syntezy produkty (4a) i (4b) poddano dziataniu
nadmiaru trojbromo boranu BBr; (temperatura pokojowa) w celu usunigcia metoksylowych

grup zabezpieczajacych uzyskujac planowane polihydoksypochodne stilbenu (5a) i (5b).

OCHg
OCH,
OCHg H
R OCH,
3<:o
O
// 3co
“OEt
(1a) R=H (2a) R=H (3a) R=H (4a) R=R=H  (5a) R=R,=H
(1b) R=OCH, (2b) R=OCH, (3b) R,=OCH, (4b) R=R,=OCH, (5b) R=R,=OH

Rycina 4. Synteza pochodnych polihydroksystilbenu. i) P(OEt)s, 130°C, 24h; ii) NaOMe,
DMF, temp. pok., 1 godz.; iii) NaOMe, DMF, 100°C, 1,5 godz.; iv) BBr3, CH,Cl,, temp.
pok., 2 godz.
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3.2.2. Metodologia syntezy

Wszystkie reakcje prowadzono w osuszonym w temperaturze 140°C szkle
laboratoryjnym i w atmosferze gazu obojg¢tnego - azotu. Podane w opisach temperatury
dotycza temperatury tazni, w ktorych byly zanurzone naczynia reakcyjne. Rozpuszczalniki
byty odparowywane w wyparce rotacyjnej w temperaturze ponizej 50 °C, pod zmniejszonym
cisnieniem. Komercyjnie dost¢pne rozpuszczalniki takie jak dichlorometan, octan etylu i
etanol byly oczyszczane przez destylacje. Temperatury topnienia zmierzono w aparacie
“Stuart” Bibby bez korekcji. Chromatografi¢ cienkowarstwowa (TLC) przeprowadzono z
zastosowaniem plytek chromatograficznych z zelem krzemionkowym Merck Kieselgel 60
Fos4 1 wizualizowano dzigki lampie UV (Amax 254 lub 365 nm). Eksperymenty dotyczace
spektrometrii mas (ESI — electrospray) przeprowadzono w Srodowiskowym Laboratorium
Unikalnej Aparatury Chemicznej na Wydziale Chemii, Uniwersytetu Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Eksperymenty spektroskopii NMR przeprowadzono z zastosowaniem aparatu
Bruker 400 (Bruker, Coventry, UK). Przesunigcia chemiczne (J) zostalty wyrazone w ppm w
stosunku do resztkowych sygnaldw rozpuszczalnikow. Zastosowany skrét ,,8”, 0zhacza

singletowy sygnal protonu w widmie NMR.

3.2.2.1. Synteza (3,4-dimetoksybenzylo)fosfonianu dietylu (2a)

Chlorek 3,4-dimetoksybenzylu (2,57 g, 13,8 mmol) (1a) i fosforyn trietylu (2,64 ml, 15,2
mmol) umieszczono w kolbie okragtodennej zakonczonej rurka z bezwodnym chlorkiem
wapnia i ogrzewano w temperaturze 130 °C przez 24 godziny. Nastepnie otrzymany produkt
(3,4-dimetoksybenzylo)fosfonian dietylu (2a) wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej przez
destylacje pod zmniejszonym ci$nieniem jako przezroczysty olej (frakcja 200 - 201 °C/7
Torr, lit. 189 - 190 °C/3 Torr) (2,129, 53%). TLC R (EtOAc) 0.23. *H NMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6 6,88-6,87 (m, 2H), 6,80-6,78 (m, 1H), 3,98-3,90 (m, 4H), 3,72 (s, 6H), 3,13
(Jup=22,1 Hz), 1,17 (t, J= 7,2 Hz). **C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 148,8 (Jcp = 3.0 Hz),
148,0 (Jcp=4,0 Hz), 124,8 (Jcp= 9,0 HZ), 122,3 (Jcp= 7,0 Hz), 114,0 (Jcp= 6,0 Hz), 112,2
(Jcp=3,0 Hz), 66,7 (Jcp = 8,0 Hz), 55,9, 55,9, 32,1 (Jcp = 135.0 Hz), 16,7 (Jcp = 5,0 Hz).
MS(ESI) m/z 288 [M]".
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3.2.2.2. Synteza (3,4,5-trimetoksybenzylo)fosfonianu dietylu (2b)

Chlorek 3,4,5-trimetoksybenzylu (10,83g, 50 mmol) (1b) i fosforyn trietylu (9.5 ml, 55
mmoli) umieszczono w kolbie okragtodennej zakonczonej rurkg z bezwodnym chlorkiem
wapnia i ogrzewano w temperaturze 130°C przez 24h. Nastepnie otrzymany produkt (3,4,5-
trimetoksybenzylo)fosfonian dietylu (2b) wyizolowano z mieszaniny reakcyjnej przez
destylacje pod zmniejszonym cis$nieniem (frakcja 169-171°C /1 mm Hg, lit. 170°C [226])
uzyskujac przezroczysty, lepki olej (12.73 g, 80%). TLC R¢ (EtOAC)=0,54. MS(ES) m/z 318
[M]".

3.2.2.3. Synteza 3,3',4,4",-tetrametoksystilbenu (4a)

Zwigzek (2a) (5,77 g, 20 mmol) i 20 ml suchego dimetyloformamidu umieszczono w
okragtodennej kolbce, ozigbiono do temperatury 0 °C w atmosferze gazu obojetnego (azotu).
Nastepnie do mieszaniny dodano metanolan sodowy (2,24g, 40 mmol) i 3/4,-
dimetoksybenzaldehyd (3,32g, 20 mmol) (3a). Zawarto$¢ kolby byla mieszana w
temperaturze pokojowej przez 1 godzing, a nastgpnie w 100 °C przez 1,5 godziny. Po
ozigbieniu do temperatury pokojowej mieszanina reakcyjna zostala wylana na 800 g,
mieszaniny wody z lodem 1 pozostawiona na noc. Powstaly osad odsgczono i
przekrystalizowano z 95% etanolu uzyskujac 3,3'4,4'-tetrametoksystilben (4b) w formie
biatych krysztatow (3,30 g, 55%). 'H NMR (DMSO-d6) §: 7,21 (d, J= 2,0 Hz, 2H), 7,08-705
(m, 4H), 6,93 (d, J=8,0 Hz, 2H), 3,82 (s, 6H), 3,76 (s, 6H). *C NMR (DMSO-d6) 5: 1489,
148,4,130,4, 126,3, 119,4, 111,8, 109,0, 55,46, 55,42. MS(ESI) m/z 300 [M]".

3.2.2.4. Synteza 3,3",4,4' 5,5'-heksametoksystilbenu (4b)

Zwiazek (2b) (9,55 g, 30 mmol) i 20 ml suchego DMF-u umieszczono w okragtodennej
kolbce, ozigbiono do temperatury 0 °C w atmosferze gazu oboj¢tnego (azotu). Nastgpnie do
mieszaniny dodano metanolan sodowy (3,36 g, 60 mmol) i 3,4,5-trimetoksybenzaldehyd
(5,87 g, 30 mmol) (3b). Zawartos¢ kolby byta mieszana w temperaturze pokojowej przez 1
godzing, a nastepnie w 100°C przez 1,5 godziny. Po ozigbieniu do temperatury pokojowe;j
mieszanina reakcyjna zostata wylana na 800 g mieszaniny wody z lodem i pozostawiona na
noc. Powstaty osad odsgczono i przekrystalizowano z 95% etanolu uzyskujac 3,3',4,4',5,5'-
heksametoksystilben (4b) w formie biatych krysztatow (4,87 g, 45%). T.t. = 212-214°C (lit
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215°C [197]). TLC R¢ (EtOAC)= 0,88. 'H NMR (CDCls) J: 6,94 (s, 2H), 6,74 (s, 4H), 3,92
(s, 12H), 3,87 (s, 6H). MS(ESI) m/z 360 [M]".

3.2.2.5. Synteza 3,3',4,4'-THS (5a)

W okragtodennej kolbie umieszczono zwigzek (4a) (1,50 g, 5 mmol) i rozpuszczono w 50
ml osuszonego CH,Cl, w $rodowisku gazu obojetnego (azotu) i schtodzono tak uzyskang
mieszaning do temperatury -30 °C za pomoca tazni z suchym lodem. Nastepnie, utrzymujac
nikg temperaturg powoli wkroplono 30 ml 1M roztworu tréjbromku boru w dichlorometanie.
Mieszaning reakcyjng mieszano stopniowo podnoszac jej temperatur¢ do pokojowej i
kontynuowano mieszanie jeszcze przez 2 godziny. Nastepnie reakcj¢ przerwano przez
powolne wkroplenie 30 ml wody destylowanej mieszajac jeszcze przez 1 godzing po
zakonczeniu wkraplania. Warstwe odseparowano w rozdzielaczu, a warstw¢ wodng
ekstrahowano trzykrotnie za pomoca 50 ml octanu etylu. Nast¢pnie polgczona pierwotng
warstwe organiczng z ekstraktami octanowymi i osuszono nad bezwodnym siarczanem
magnezowym. Rozpuszczalniki organiczne usunig¢to przez destylacje pod zmniejszonym
ci$nieniem uzyskujac ciemnobragzowy osad ktory rekrystalizowano z 95% etanolu uzyskujac
3,3',4,4' -tetrahydroksystilben (5a) ciemnobrazowe ciato state (0,50 g, 41%). T. t.= 226-
228°C, TLC R¢ (EtOAC)=0,73, MS(ESI) m/z 244 [M]".

3.2.2.6. Synteza 3,3',4,4' 5,5'-HHS (5b)

W okragtodennej kolbie umieszczono zwiazek (4b) (1,80 g, 5 mmol) i rozpuszczono w 50
ml osuszonego CH,Cl, w s$rodowisku gazu obojetnego (azotu) i schtodzono tak uzyskang
mieszaning do temperatury -30 °C za pomoca tazni z suchym lodem. Nastegpnie, utrzymujac
niskag temperatur¢ powoli wkroplono 45 ml 1M roztworu trdjbromku boru w
dichlorometanie. Mieszaning reakcyjng mieszano stopniowo podnoszac jej temperature do
pokojowej i kontynuowano mieszanie jeszcze przez 2 godziny. Reakcje przerwano przez w
powolne wkroplenie 30 ml wody destylowanej mieszajac jeszcze przez 1 godzing po
zakonczeniu wkraplania. Warstwe odseparowano w rozdzielaczu, a warstwe wodna
ekstrahowano trzykrotnie 50 ml octanu etylu. Nastgpnie polaczono pierwotng warstwe
organiczng z ekstraktami octanowymi 1 osuszono nad bezwodnym siarczanem
magnezowym. Nastepnie rozpuszczalniki organiczne usunigto przez destylacje pod
zmniejszonym cisnieniem uzyskujac cimnobrazowy osad ktory rekrystalizowano z 95%

etanolu uzyskujac 3,3',4,4',5,5'-HHS (5b), brgzowo-purpurowe ciato state (0,499, 35%) T.t.=
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268-271°C (lit. 270-272°C [227]). TLC R¢ (EtOAC)=0,71 *H NMR (d6-DMSO) : 8,66 (s,
6H), 6,57 (s, 2H), 6,44 (s, 4H): MS(ESI) m/z 276 [M]".

3.2.3. Ocena stabilnosci zwiazkéw badanych

Stabilnos¢ resweratrolu i jego pochodnych oceniana byla metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), przy uzyciu systemu Beckman (Beckman, High
Wycombe, UK) wyposazonego w detektor UV-DAD (zestaw przy dtugosci fali 307 nm dla
resweratrolu, 312 nm dla 3,3°,4,4’-THS i 327 nm dla 3,3’,4,4’,5,5°-HHS). Rozdzial
chromatograficzny resweratrolu i jego pochodnych przeprowadzono na kolumnie Hypersil
BDS-C18 (5 um, 250 "4,6 mm ID Astmoor, UK), poprzedzonej przedkolumng BDS-C18
Hypersil (5 um, 10 '4.6 mm ID), przy przeptywie 1 ml/min. W celu wymycia zwigzkow
badanych faza ruchoma sktadata si¢ z 5 mM octanu amonu/buforu kwasu octowego, pH 7,4
(faza ruchoma A) i metanolu (faza ruchoma B). Faz¢ ruchomg przesaczono przez filtr 0,45
um (HVLP04700, Millipore, Warszawa, Polska) [228].

3.2.4. Stezenia robocze substancji badanych oraz czasy ekspozycji

Badania cytotoksyczno$ci zwigzkow badanych na podstawie ich wplywu na zywotnos¢
komoérek nowotworowych przeprowadzono w szerokim zakresie stgzen, tj. od 0 do 500 uM.
Na podstawie uzyskanych w tych testach wynikoéw wyznaczono do dalszych badan trzy
stezenia robocze stilbendéw, tj. 10, 50 1 100 uM. Wszystkie doswiadczenia prowadzono w

systemie ostrym, obejmujgcym trzy punkty czasowe, tj. 24, 48 1 72 godziny.

3.3. Hodowle komorkowe
3.3.1. Komorki raka jajnika

Ludzkie komorki raka jajnika linii A2780 1 SKOV-3 zostaty zakupione w firmie European
Collection of Cell Cultures (ECACC, Porton Down, UK) i utrzymywane w medium RPMI
1640 wzbogaconym w 10% pltodowa surowice bydleca (FBS) (Gibco BRL, Life
Technologies GmbH, Eggenstein, RFN), penicyling (100 U/ml) i streptomycyng (100 g/ml).
Komorki linit OVCAR-3 zostaly zakupione w firmie American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD) i hodowane w medium RPMI 1640 wzbogaconym w 10% FBS, L-
glutaming (2 mmol/L), HEPES (10 mmol/L), pirogronian sodu (1 mmol/L) i glukoze (4500
mg/L). Wszystkie typy komorek raka jajnika inkubowane byty w butelkach hodowlanych o
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powierzchni 75 cm? w temperaturze 37 °C, w $rodowisku nawilzanym o zawartosci 5%
CO,. Co 3-4 dni dokonywano wymiany catosci medium hodowlanego na $wieze. W
momencie osiggnigcia przez hodowle komoérek nowotworowych 70-80% zlewnosci,
hodowle pasazowano za pomoca roztworu trypsyny (0,05%) i EDTA (0,02%)
rozpuszczonych w ptynie Hanksa bez jonow Ca* i Mgz+ (ang. Hanks’ Balanced Salt
Solution, HBSS), a nastepnie posiewano do nowych naczyn hodowlanych w gestosci 3x10°

, 2
komorek/cm”.

Tabela 4. Specyfikacja komérek raka jajnika wykorzystanych do badan. b.d. — brak
danych od depozytora komorek. Symbolem * oznaczono rozbiezne dane literaturowe
dotyczace opornosci 1 wrazliwosci komorek raka jajnika na dany lek.

cecha A2780 OVCAR-3 SKOV-3
pleé¢ K K K
wiek pacjentki b.d. 60 64
typ nowotworu gruczolakorak gruczolakorak gruczolakorak
zrédlo komorek ptyn puchlinowy | ptyn puchlinowy | ptyn puchlinowy
morfologia - o o
Komérek epitelialna epitelialna epitelialna
pacjentka leczona nie tak b.d.
cyklofosfamid,
stosowany lek - cisplatyna, b.d.
doksorubicyna
cisplatyna .
lekoopornosé doksorubicyna [230;231], Césplatyna_[232],
, : oksorubicyna
komorek [229] doksorubicyna [233]
[231]
cisplatyna cisplatyna
lekowrazliwosé [234;235], [232]*, doksorubicyna
komorek doksorubicyna doksorubicyna [238]*
[236]* [237]*
R Ozols, TC
Hamilton;
TH Ward; Cell Medicine
Culture Unit, Branch, Division G Trempe, I.“]
Old; Memorial
depozytor Patterso_n of Cancer Sloan Kettering
Laboratories, Treatment,
- ) . Cancer Center,
Christie Hospital, | National Cancer New York. USA
Manchester, UK Institute, '
Bethesda,
Maryland, USA
rok pozyskania 1984 1982 1973
pierwsze _
doniesienia [239] [231] [240;241]
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A2780 OVCAR-3 SKOV-3

Rycina S. Obraz morfologii hodowli komoérek raka jajnika. Komorki wykazuja znaczace
réznice w wielkosci, tempie wzrostu oraz sposobie tworzenia kolonii. Najmniejszymi
rozmiarami, a zarazem najwyzszym tempem wzrostu cechuja si¢ komork linii A2780.
Komoérki OVCAR-3, w przeciwienstwie do dwodch pozostatych typow komorek, przez
najdluzszy okres pozostajag w formie groniastych kolonii, ktore stopniowo lacza si¢ ze soba
tworzac monowarstwe. Tempo ich wzrostu jest najnizsze. Komorki SKOV-3, podobnie jak
A2780 nie tworzg wyraznych kolonii, a tempo ich wzrostu jest nieco wyzsze niz komorek
OVCAR-3 (powickszenie 200x).

3.3.2. Komoérki mezotelium otrzewnowego

Ludzkie komorki mezotelium otrzewnowego (LKMO) izolowano z fragmentoéw sieci
wigkszej (omentum maius), usuwanych w trakcie zabiegéw chirurgicznych ze wskazan
lekarskich. Tkanki pobierano od pacjentow w wieku od 20 do 45 lat, ktdrzy operowani byli z
powodu obecno$ci zrostow otrzewnej (40%), przepukliny (20%), tetniaka aorty (15%),
niedroznosci jelit (15%) 1 kamicy zotciowej (10%). Wsrdd dawcow tkanek, 55% stanowili
mezezyzni, a 45% kobiety. Na pozyskiwanie fragmentow sieci wigkszej od operowanych
0sob, a nastepnie wykorzystywanie wyizolowanych z nich LKMO do celow naukowych
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (nr 612/12 z
dnia 14 czerwca 2012 roku).

Po usunigciu tkanki z organizmu chorego, umieszczano jg bezzwtocznie w schtodzonym
naczyniu wypetnionym 100 ml HBSS, ktore nastepnie transportowano do laboratorium.
Izolacji 1 dalszej hodowli komorek dokonywano zgodnie z procedurg opisang przez Van
Bronswijka i wsp. [242]. LKMO izolowano poprzez enzymatyczne trawienie tkanki w
roztworze trypsyny (0,05%) i EDTA (0,02%) w HBSS, przez 20 minut, w tazni wodnej z
wytrzasaniem, w temperaturze 37 °C. Uzyskane komorki, przeptukiwano medium

hodowlanym M199 z dodatkiem 10% FBS, L-glutaminy (2 mM), penicyliny (100 U/ml),
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streptomycyny (100 pg/ml) i hydrokortyzonu 50 pl (0,4 pg/ml). Nastepnie, komorki
odwirowywano przez 5 minut przy szybkosci 150 x g, zawieszano w medium hodowlanym i
posiewano w butelkach hodowlanych o powierzchni 25 cm?.

Komorki inkubowane byly w temperaturze 37 °C w $rodowisku nawilzanym o
zawartosci 5% COy, co 3-4 dni wymieniajac catos¢ medium hodowlanego na nowe. Po
uzyskaniu przez hodowle fazy 80-90% zlewnos$ci, komodrki przesiewano do naczyn o
powierzchni 75 cm? celem ich namnozenia do dalszych eksperymentow.

LKMO identyfikowano na podstawie ich charakterystycznej morfologii w fazie
zlewnosci  (ksztalt ,kostki brukowej” [243]), a takze za pomocg reakcji
immunocytochemicznej, potwierdzajacej obecno$¢ antygenu HBME-1, specyficznego dla
mikrokosmkow blony komoérkowej komorek mezotelialnych [244]. Do oceny obecnosci
antygenu HBME-1 wykorzystano komoérki utrwalone w roztworze formaldehydu (3%),
ktére, po zablokowaniu aktywnos$ci endogennych peroksydaz za pomoca roztworu nadtlenku
wodoru (0,3%), inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej wraz z mysim
przeciwciatem monoklonalnym, skierowanym przeciwko antygenowi HBME-1 (Dako,
Glostrup, Dania). Przeciwcialo rozcienczono 1:25 w roztworze Tris-HCI (0,05 M) pH 7,6 z
dodatkiem 3% FBS. Po starannym odptukaniu przeciwciata za pomoca HBSS, preparat
poddano inkubacji z przeciwciatami wyznakowanymi peroksydazg chrzanowg i
skierowanymi przeciwko mysiej 1gG (Dako EnVision™ system), przez 30 minut w
temperaturze 37 °C. Po wyplukaniu drugiego przeciwciala, komorki inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej z roztworem 3,3’-diaminobenzydyny (DAB) (0,06 mM) i
nadtlenku wodoru (2 mM), po czym zabezpieczono wodnym medium mocujagcym (Dako).
Komorki wykazujace obecno$¢ antygenu HBME-1 rozpoznawano na podstawie ich

powierzchniowego wybarwienia na kolor bragzowy.

3.3.2.1. Wywolywanie replikacyjnego starzenia si¢ LKMO in vitro

Po osiaggnieciu przez hodowle pierwotng stadium zlewno$ci, komoérki zluszczano
za pomocg roztworu trypsyny (0,05%) 1 EDTA (0,02%), a nastgpnie zawieszano w medium
hodowlanym M199 z dodatkiem 10% FBS. Ztuszczone komorki posiewano w naczyniach
hodowlanych o powierzchni 25 cm? w gestosei 3x10% komoérek/cm?. Starzenie LKMO
indukowano poprzez poddawanie hodowli procedurze seryjnego pasazowania w odstepach
tygodniowych, az do momentu, gdy uzyskana liczba komorek nie byla wystarczajaca, by

posiac je kolejny raz w wymaganej gestosci. Pomiedzy pasazami dokonywano jednokrotnej

54



Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

wymiany medium hodowlanego [245]. Kazdorazowo, w trakcie pasazowania, komorki
liczono w komorze Biirkera, celem wyznaczenia skumulowanej liczby podwojen populacji
(ang. cumulative population doublings; CPD). Wartosci CPD okre$lono postugujac si¢
wzorem: CPD = log, (Ci/Cy), w ktorym Cy - liczba komoérek na poczatku inkubacji, C; -
liczba komorek pod koniec inkubacji [245]. Jako replikacyjnie starag uznawano hodowlg, w
ktorej komorki wykazywaly niezdolno$¢ do dalszych podziatow przez okres 4 tygodni oraz
w ktorej co najmniej 80% komorek cechowato sie ekspresja B-galaktozydazy zwigzanej ze
starzeniem (SA-B-Gal) [246].

W trakcie badan komorki poddawano rownoleglemu wptywowi resweratrolu, 3,3'4,4'-
THS oraz 3,3',4,4'5,5'-HHS, uzytych w stgzeniach 0,5 i 10 uM [166;247]. Jako ,,hodowle
mtode” uznawano te, eksponowane na stilbeny przez 14 dni (drugi pasaz komorek),
natomiast jako ,.komorki stare”, traktowano hodowle, ktore wyczerpaty catkowicie swoje
wlasciwosci proliferacyjne. Przecietnie, hodowle stare byly poddawane dzialaniu zwigzkow

badanych przez okoto 40 dni.

3.3.3. Komorki srédblonka naczyniowego

Eksperymenty prowadzono na ludzkich komorkach s$rodblonka zyly pepowinowej
(HUVEC), zakupionych w firmie ATCC. Komorki inkubowane byly w naczyniach
hodowlanych powleczonych Zelatyng, w medium M199 z dodatkiem 15% FBS, L-glutaminy
(2 mM), HEPES (20 mM), EGF (10 pg/ml), heparyny, (5 U/ml), penicyliny (100 U/ml) 1
streptomycyny (100 pg/ml).

W celu uwrazliwienia komoérek $rodbtonkowych na medium kondycjonowane
wygenerowane przez LKMO, hodowle HUVEC eksponowane byly na witasciwe dla
komorek mezotelialnych medium M199 wzbogacone w 10 % FBS 1 antybiotyki, lecz bez

dodatkowych suplementow, przez dwa tygodnie przed planowanym eksperymentem.

3.4. Ocena zywotnos$ci komorek nowotworowych

Badania zywotno$ci komorek nowotworowych, bedacej miarg cytotoksycznosci
zwigzkéw badanych, wykonano z wykorzystaniem metody MTT. Dos$wiadczenia
przeprowadzono w 96-studzienkowych ptytkach mikrotitracyjnych na komérkach wysianych
w wysokiej gestosci 5x10° komorek na studzienkg. Do czasu osiagniecia przez hodowle

okoto 90% zlewnos$ci, komoérki inkubowano w pelnym medium M199 z dodatkiem 10%
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FBS. Nastegpnie, komoérki synchronizowano 1 uwrazliwiano na dziatanie zwigzkéw badanych
poprzez ich 24-godzinng inkubacj¢ w medium pozbawionym surowicy (SFM).

Po ekspozycji komorek nowotworowych na badane zwiazki, komorki inkubowano ze
swiezym SFM zawierajacym roztwoér MTT przez 4 godziny. Wytworzony formazan
(produkt redukcji bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylotetra-zolowego) byt
nastgpnie solubilizowany przez dodanie 20% roztworu soli sodowej siarczanu dodecylu
(SDS) i 50% N,N-dimetyloformamidu. Pomiaru absorbancji dokonano przy uzyciu czytnika
plytek ELx808™ firmy Bio-Tek Ltd. (Winooski, USA), przy dtugosci fali 690 nm.

Warto$ci potmaksymalnego stezenia hamujacego (ICsg) wyznaczono na podstawie
uzyskanych wynikow zywotnosci komorek, z zastosowaniem programu CalcuSyn (Biosoft,

Cambridge, UK).

3.5. Ocena apoptozy komorek metoda cytometrii przeplywowej

Istotg analizy byto okres$lenie wielkosci frakcji komorek nowotworowych, cechujacych
si¢ obecnos$cia pofragmentowanego, niskoczasteczkowego DNA, bedacego wyktadnikiem
$mierci apoptotycznej. Komorki apoptotyczne wykazuja zmniejszong barwliwo$s¢ DNA po
wyznakowaniu jodkiem propidyny (PI) i grupuja sie¢ w histogramie jako dodatkowa
subpopulacja, okreslana jako tzw. frakcja subG; [248].

W trakcie doswiadczen, komorki poddane dziataniu badanych zwigzkow pasazowano z
uzyciem roztworu trypsyny (0,05% ) 1 EDTA (0,02%), liczono, a nastepnie 1x10° komoérek
zawieszono w roztworze PBS i utrwalano w lodowatym etanolu (70%). Nastepnie, komorki
odwirowywano, ponownie plukano w roztworze PBS i zawieszono w roztworze cytrynianu
sodu (0,1 M), pH 7,8 na 1 minutg. W kolejnym etapie komoérki ptukano w PBS, a nastgpnie
inkubowano przez 30 minut w roztworze P1 (5 mg/ml) i rybonukleaz (0,1 mg/ml) w PBS.
Pomiaru odsetka komoérek bedacych w fazie subG; dokonano za pomocg cytometru
przeptywowego FACS Calibur™ zaopatrzonego w program Cell-Quest (Becton-Dickinson,
Plymouth, UK).

3.6. Badania proliferacji komérek
3.6.1. Ocena proliferacji komérek nowotworowych metoda fluorescencyjng

Do oceny aktywnos$ci podziatowej komorek wykorzystano zestaw Cell Proliferation Kit I,
zakupiony w firmie PromoKine (Heidelberg, RFN). Istota analizy byto wyznakowanie

komorek barwnikiem fluorescencyjnym, estrem sukcynimidylowym dwuoctanu [5-(i -6)-
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karboksyfluoresceiny) (CFDA SE), ktory po wejsciu do komoérek przylacza sie
kowalencyjnie do wewnatrzkomorkowych bialek, a rozktadany przez komorkowe esterazy
przeksztatca si¢ do produktu o wtasciwosciach fluorescencyjnych. Poniewaz znacznik jest
przekazywany komoérkom potomnym, emitowana przez komorki fluorescencja jest
wykorzystywana jako miara ich potencjatu proliferacyjnego.

W toku doswiadczen, komoérki posiewane byly w semitransparentnych ptytkach 96-
studzienkowych, w gestosci 5x10* komorek na studzienke. Po uptywie 24 godzin, komorki
poddawano ekspozycji na badane stilbeny w ustalonych stgzeniach, przez okreslony czas. Po
inkubacji komorki byly ptukane za pomocg roztworu HBSS, a nastgpnie inkubowane przez
15 minut z CFDA SE w stgzeniu 2 uM, w temperaturz 37 °C. Po inkubacji, preparaty
ponownie ptlukano dwukrotnie roztworem HBSS. Odczytu fluorescencji dokonano za
pomoca spektrofluorymetru Wallac Victor 2 (Perkin-Elmer), przy dtugosci fali wzbudzenia
435 nm i emisji 535 nm.

3.6.2. Ocena dystrybucji w cyklu komérkowym metoda cytometrii przeplywowej

Po ekspozycji komoérek nowotworowych na zwigzki badane, komoérki zluszczano za
pomoca roztworu trypsyny (0,05%) i EDTA (0,02%), liczono, a nastepnie 1x10° komorek
zawieszono w roztworze PBS i utrwalano w lodowatym etanolu (70%). Utrwalone komorki
odwirowywano, ptukano w PBS, a nastepnie zawieszano w roztworze cytrynianu sodu (0,1
M) pH 7,8 na 1 minute. W dalszej kolejnosci, komoérki ponownie ptukano w PBS
i inkubowano przez 30 minut w roztworze jodku propidyny (PI) (5 mg/ml) i rybonukleaz
(0,1 mg/ml) w PBS. Analizy dystrybucji komoérek w poszczegolnych fazach cyklu
komoérkowego dokonano za pomoca cytometru przeplywowego FACS Calibur™ (Becton-
Dickinson, Plymouth, UK) wyposazonego w program ModFit LT™ (Verity Software
House, Topsham, ME, USA).

3.6.3. Ocena proliferacji komodrek Srodblonka naczyniowego metoda MTT

Badania proliferacji komoérek srodblonka naczyniowego metoda MTT przeprowadzono
na hodowlach komorek HUVEC posianych w 96-studzienkowych naczyniach
mikrotitracyjnych, w niskiej gestosci 1,5x10° komoérek na studzienke. Po 24 godzinach
inkubacji w pelnym medium wzrostowym, komoérki synchronizowano przez 4 godziny w

medium pozbawionym surowicy. Po tym czasie, komorki poddawano przez 48 godzin
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dziataniu medium kondycjonowanego, pochodzacego z hodowli mtodych i1 starych LKMO
eksponowanych na badane zwigzki uzyte w st¢zeniach 0,5 i 10 uM [166]. Po inkubacji
komorki byly starannie plukane i przeprowadzano test MTT [166]. Uzyskane wyniki
normalizowano wzgledem liczby komorek, ktore wygenerowaty medium kondycjonowane
[249]. Doswiadczenia wstgpne wykazaly, ze wyniki badania proliferacji uzyskane za
pomocg testu MTT na hodowlach i niskiej gestosci sg zgodne z wynikami pomiarow innymi

metodami, w tym metoda fluorescencyjng z wykorzystaniem zestawu Cell Proliferation Kit

3.7. Ocena aktywnosci B-galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem (SA-p-Gal)

Ilosciowej oceny aktywno$ci SA-B-Gal w komodrkach nowotworowych dokonano metoda
fluorescencyjna, z wykorzystaniem pomiaru tempa przemiany 4-metyloumbelliferylo-p-D-
galaktopiranozydu (MUG) do fluorescencyjnego produktu, 4-metyloumbelliferonu (4-MU),
w pH 6,0, wedtug metodologii opisanej przez Gary i Kindell [250].

Po ekspozycji komoérek nowotworowych na zwiagzki badane, hodowle pasazowano,
komorki liczono celem przygotowania zawiesiny 2x10° komoérek. Komorki te nastepnie
ptukano ze pomoca PBS, odwirowywano, a uzyskang peletg lizowano za pomocg buforu, w
sktad ktorego wchodzity: 3-[(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-propano-sulfonian
(CHAPS) (5 mM), kwas cytrynowy (40 mM), fosforan sodu (40 mM), benzamidyna (0,5
mM) oraz fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF) (0,25 mM), o pH 6,0. W kolejnym kroku,
lizaty wirowano przy predkosci 12 000 x g, a uzyskany supernatant wykorzystywano w
dalszej analizie. Probke supernatantu zmieszano z identyczng objetoscig buforu reakcyjnego,
w sklad ktorego wchodzity: kwas cytrynowy (40 mM), fosforan sodu (40 mM), chlorek sodu
(300 mM), B-merkaptoetanol (10 mM), chlorek magnezu (4 mM) oraz MUG (1,7 mM), przy
pH 6,0, i umieszczono w tazni wodnej o temperaturze 37 °C na dwie godziny, z tagodnym
wytrzasaniem. Po tym czasie, reakcje zatrzymano przez dodanie weglanu sodu (400 mM).
Wyemitowang przez probki fluorescencje oceniano przy dlugosci fali wzbudzenia 360 nm 1
emisji 465 nm na spektrofluorymetrze Wallac Victor 2 (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA).

Uzyskane wyniki normalizowano w przeliczeniu na 10° komoérek badanych.
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3.8. Ocena produkcji reaktywnych form tlenu (RFT)

Oznaczenia poziomu generowania RFT dokonano za pomocg metody fluorescencyjnej na
komorkach wyznakowanych roztworem dwuoctanu 2’°,7’-dichlorodihydro-fluoresceiny
(H.DCFDA) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) [251]. Po ekspozycji na zwiazki
badane, komoérki pasazowano i przygotowywano zawiesing 1x10° komorek. Po odptukaniu
medium za pomocg PBS komorki zawieszono w $wiezym medium M199 bez surowicy, z
dodatkiem H,DCFDA (5 uM), a nastepnie inkubowano przez 45 minut w temperaturze 37
°C, lekko wytrzgsajac. Po inkubacji, komorki odwirowywano i lizowano z wykorzystaniem
buforu lizujacego (Promega, Madison WI, USA). Pomiaru fluorescencji dokonywano przy
dlugos$ci fali wzbudzenia 485 nm i1 emisji 535 nm, z uzyciem spektrofluorymetru Wallac
Victor 2 (Perkin-Elmer). Uzyskane wyniki normalizowano w przeliczeniu na 10° komérek

badanych.

3.9. Ocena adhezji komérek nowotworowych

Istotag badania bylo okreslenie wptywu zwigzkow badanych na adhezj¢ komorek raka
jajnika do monowarstwy utworzonej przez LKMO. W tym celu, komoérki nowotworowe
poddane ekspozycji na stilbeny ztuszczano za pomoca roztworu trypsyny (0,05%) i EDTA
(0,02%), a nastepnie 4x10* komoérek zawieszano w HBSS i wyznakowywano kalceing-AM
(5 uM) przez 45 minut w 37 °C, mieszajgc. Po tym czasie, komorki odwirowywano, ptukano
HBSS celem usunigcia nadmiaru znacznika 1 zawieszano w standardowym medium bez
surowicy. Tak przygotowywane komorki aplikowano w matej objetosci medium (50 ul) do
96-studzienkowych ptytek mikrotitracyjnych, w ktorych uprzednio posiano i doprowadzono
do stadium pelnej zlewnosci hodowle mtodych LKMO. Po 45 minutach inkubacji w
temperaturze 37 °C studzienki delikatnie wyptukano $wiezym medium bez surowicy i
dokonano pomiaru fluorescencji komorek przy dtugosci fali wzbudzenia 485 nm 1 emisji 535
nm. Wydajno$¢ adhezji komoérek wyliczono jako % fluorescencji komoérek badanych
wzgledem fluorescencji emitowanej przez komorki kontrolne, z uwzglednieniem réznic w

liczbie LKMO tworzacych monowarstwe.
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3.10. Ocena migracji komorek
3.10.1. Migracja komérek nowotworowych

Istota pomiaru migracji komorek raka jajnika byta ocena efektywnosci ich przechodzenia
przez blong poliweglanowa ($rednica porow 8 um) pod wplywem chemotaktycznego
dziatania czynnikéw zawartych w medium kondycjonowanym, wygenerowanym przez te
komorki. Uktad eksperyentalny obejmowat komorki rakowe poddawane dziataniu badanych
zwigzkow oraz uzyskane od nich medium. Do badan wykorzystano zestawy ptytkowe w

formacie 96-studzienkowym ChemoTx firmy Neuro Probe (Gaithersburg, MD, USA).

Rycina 6. Plytkowy zestaw migracyjny ChemoTx, wykorzystywany do oceny migracji
komérek nowotworowych. Zawiesina komorek raka jajnika jest naniesiona na membrang w
formie kropli. W studzienkach znajduje si¢ odpowiednia objetos¢ medium
kondycjonowanego z hodowli komoérek nowotworowych traktowanych badanymi
zwigzkami.

Po ekspozycji komorek nowotworowych na badane zwigzki, medium zawierajgce
stilbeny odplukano, a komoérki poddano 48-godzinnej inkubacji z medium bez surowicy,
celem pozyskania medium kondycjonowanego. Nastepnie, medium kondycjonowane
naniesiono do studzienek jako czynnik chemotaktyczny, a na wierzchu ptytki zamocowano
membrang, skladajaca si¢ z maski hydrofobowej, na ktora naniesiono formujac krople
komorki nowotworowe wyznakowane uprzednio kalceing-AM (5 uM, 45 minut w 37 °C).
Migracje komorek poprzez btong poliweglanowg oceniano w czasie 60 minut. Po uptywie
tego czasu, membrang¢ odczepiano (usuwajagc tym samym komorki, ktore nie
przemigrowaty), a plytke wstawiano do spektrofluorymetru Wallac Victor 2 celem pomiaru
fluorescencji (dlugos¢ fali wzbudzenia 485 nm i emisji 535 nm). Efektywno$¢ migracji
komorek wyrazono jako % kontroli, tj. komoérek nie poddawanych dzialaniu zwigzkéw

badanych.
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3.10.2. Migracja komérek Srédblonka naczyniowego

Migracja komorek s$rodbtonkowych eksponowanych na stilbeny zostala oceniona za
pomoca systemu komor inwazyjnych Transwell (Costar Inc., NY,USA), wyposazonych w
membrany poliwgglanowe o $rednicy poréw 8 pum. Jako czynnik chemotaktyczny w tych
badaniach wykorzystano probki medium kondycjonowanego, zebranego z hodowli mtodych
i starych LKMO, ktore poddano wcze$niej ekspozycji na badane stilbeny w stezeniach 0,5 i
10 uM [166].

Tworzac system migracyjny, komorki srodbtonka naczyniowego byly posiewane w liczbie
2,5x10%, w medium bez surowicy do gornej komory zestawu, natomiast probki medium
kondycjonowanego dodawano do cze¢s$ci dolnej. Oceng migracji prowadzono w czasie 48
godzin, w temperaturze 37 °C. Komorki, ktore po uptywie tego czasu nie przemigrowaly
usuwano z gornej komory za pomocg bibuty. Z kolei komorki, ktore przeszty z komory
gornej do dolnej byly utrwalane za pomoca roztworu 3,7% formaldehydu z dodatkiem 2%
fioletu krystalicznego. Po wyptukaniu, liczba komorek, ktore przemigrowaty byta oceniana

pod mikroskopem.

3.11. Zbiérka medium kondycjonowanego z komorek nowotworowych i LKMO

Na 48 godzin przed planowanym pasazem hodowli, komorki starannie plukano HBSS, a
nastepnie podawano im 4 ml standardowego medium wzrostowego pozbawionego surowicy.
W trakcie pasazu pobierano probki medium (okre§lanego dalej jako medium
kondycjonowane), ktore przefiltrowywano za pomoca filtréw strzykawkowych o $rednicy
porow 0,2 pm. Do czasu wykorzystania, probki medium kondycjonowanego byty
przechowywane w temperaturze —80 °C. W trakcie procedury pasazowania, doktadnie
liczono komdérki w komorze hematologicznej, aby uzyska¢ informacjg, jaka liczba komorek
generowala rozpuszczalne czynniki obecne w probce medium, w danym ukladzie

eksperymentalnym.

3.12. Ocena produkcji mediatoréw inwazyjnosci komérek nowotworowych

Stezenie kwasu hialuronowego (HA) w medium kondycjonowanym oraz stezenie
integryn a5B1 w lizatach komorkowych oceniano za pomocg metody immunoenzymatycznej
ELISA, z wykorzystaniem zestawow DuoSet Development Kit (R&D Systems). Badanie
przeprowadzono w 96-studzienkowych plytkach mikrotitracyjnych typu MaxiSorp (Nunc),
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ktore optaszczano przeciwciatem ,,wychwytujacym”, zawieszonym w PBS na 24 godziny
(lub agrekanem w przypadku oznaczenia kwasu hialuronowego), inkubujac w temperaturze
pokojowej. Nastepnie, ptytki plukano trzykrotnie buforem phtuczacym, tj. roztworem Tween
20 (0,05%) w PBS, po czym pozostate miejsca wiazace blokowano roztworem Roti®-Block

(10%) (Carl Roth, Karlsruhe, RFN) przez 2 godziny w temperaturze pokojowe;j.

Tabela 5. Charakterystyka przeciwcial wykorzystanych w metodzie ELISA

* W przypadku immunoenzymatycznego oznaczania st¢zenia kwasu hialuronowego, zamiast
przeciwcial wychwytujacych 1 detekcyjnych, zestaw analityczny wykorzystuje,
odpowiednio, ludzki agrekan i biotynylowany ludzki agrekan.

I przeciwcialo II przeciwcialo

czynnik (,wychwytujace”) (“"detekcyjne'™ krzywa
badany . ) _ . wzorcowa
rodzaj stezenie rodzaj stezenie w zakresie

mysie . ]

. monoklonalne _k02|e 812,5

integryny a5p1 antv-intearvn 2 ug/ml poliklonalne 150 ng/ml 20000

y Blg yny anty-a5 pg/ml

. . biotynylowany 1,406-90

*
kwas hialuronowy | ludzki agrekan 0,5 pg/ml ludzki agrekan* 400 ng/ml ng/ml

Po trzykrotnym ptukaniu studzienek, podawano do nich ustalong objetos¢ probek oraz
szereg rozcienczen wzorcow o znanych stezeniach. Jako bufor rozcienczajgcy wykorzystano
roztwor, w sktad ktorego wchodzity albumina bydleca (0,1%), Tween 20 (0,05%), NaCl
(150 mM), Tris (20 mM) w PBS, o pH 7,3. Tak przygotowana ptytke inkubowano 24
godziny w temperaturze 4 °C. Po tym czasie, studzienki ptukano, a nastepnie aplikowano do
nich przeciwciata biotynylowane (lub biotynylowany agrekan w przypadku oznaczen kwasu
hialuronowego), rozcienczone w PBS. Po 2 godzinach inkubacji w temperaturze pokojowe;j i
trzykrotnym ptukaniu, ptytke inkubowano przez 30 minut z konjugatem streptawidyny 1
peroksydazy chrzanowej (HRP) (ICN Biochemicals, Cleveland, OH, USA), rozcienczonym
1:10000 w buforze rozcienczajacym. Po kolejnym, trzykrotnym ptukaniu, rozwijano reakcje
barwng poprzez podanie stabilizowanego roztworu 3,3°,5,5-tetrametylobenzydyny (TMB) i
H20,. Po 20 minutach przetrzymywania ptytki w ciemnosci, reakcje zatrzymywano poprzez

dodanie roztworu H,SO4 (2 N). Odczytu absorbancji dokonywano przy dtugosci fali 450 nm
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za pomoca czytnika ptytek ELx808™ (BioTek, Winooski, VT, USA). Stezenia badanych

substancji zostaty automatycznie wygenerowane z krzywej wzorcowej.

3.13. Identyfikacja mediatorow angiogenezy

Celem okreslenia udziatu okreslonych czynnikow angiogennych w proliferacji i migracji
komorek srodbtonka naczyniowego pod wplywem medium kondycjonowanego z hodowli
LKMO, probki medium kondycjonowanego byly preinkubowane przez 2 godziny w 37 °C
ze specyficznymi przeciwcialami neutralizujgcymi, skierowanymi przeciwko takim
czynnikom, jak: VEGF (5 pg/ml; AF-293-NA), GRO-1/CXCL1 (20 pg/ml; MAB275),
MCP-1/CCL2 (10 pg/ml; AF-279-NA) i IL-8/CXCL8 (0,5 ng/ml, MAB208), przed
podaniem ich na hodowle komorek $rodbtonkowych. W kazdej grupie doswiadczalnej
zastosowano takze odpowiednie, zgodne izotypowo przeciwcialo kontrolne. Stezenia
przeciwcial wybrano na podstawie badan pilotazowych oraz danych literaturowych
[163;252;253].

W niektorch eksperymentach, proliferacja 1 migracja komorek §rodbtonka naczyniowego
oceniana byta takze w obecno$ci medium kondycjonowanego wzbogaconego w egzogenne
rekombnowane formy ludzkich VEGF, GRO-1/CXCL1, MCP-1/CCL2 i IL-8/CXCLS, ktore
zostaty uzyte w dawkach odpowiadajacych roznicy miedzy stezeniem danego czynnika w
medium kondycjonowanym z komoérek kontrolnych (nie poddawanych ekspozycji na

stilbeny) 1 medium kondycjonowanym z komoérek poddanych dziataniu resweratrolu.

3.14. Prezentacja wynikéw doswiadczen

Wyniki badan zilustrowano za pomoca tabel i wykresow. Poniewaz kluczowym dla
projektu zagadnieniem bylo poréwnanie dziatania syntetycznych stilbenéw, 3,3'.4,4'-THS i
3,3/4,4'55-HHS z ich naturalnym prekursorem, resweratrolem, kazdorazowo na
pojedynczym wykresie ujeto efekt biologiczny wszystkich stilbendw, we wszystkich
zastosowanych stezeniach, w jednym punkcie czasowym. Wyniki uzyskane w kolejnych

punktach czasowych zobrazowano na kolejnych wykresach.

3.15. Analiza statystyczna
Analizg statystyczng wynikow wykonano przy uzyciu programu statystycznego

GraphPad Prism™ 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) postugujac si¢ testem
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analizy wariancji dla powtdrzonych pomiarow oraz testem Newman-Keuls jako post-hoc.
Roznice miedzy dwoma grupami poréwywano testem znakowanych rang Wilcoxona dla
prob zaleznych. W przypadkach, gdy liczebnos¢ grupy (n) byta czynnikiem wykluczajacym
uzycie testu Wilcoxona, $rednie porownywano testem t-studenta. Krzywe przezywalno$ci
komorek nowotworowych analizowano przy pomocy wieloczynnikowej analizy wariancji.
Wyniki do§wiadczen przedstawiono jako wartosci $rednie + standardowy btad Sredniej
(SEM). Za spelniajace warunek istotno$ci statystycznej przyjmowano rdéznice migdzy
grupami z warto$cig wspotczynnika P<0,05. Na rycinach obecnos¢ istotnosci statystycznej

oznaczano za pomocg symboli * lub #.
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4. WYNIKI

4.1. Stabilnos$¢ chemiczna zwigzkéw badanych

W rozprawie wykorzystano wyniki badan stabilnos$ci resweratrolu, 3,3',4,4'-THS oraz
3,3'4,4'55-HHS, ktére uzyskano metoda HPLC w trakcie realizacji wcze$niejszego
projektu badawczego [247]. Dane te wykorzystano ponownie, gdyz analiza byta efektem
pracy zespolowej, ukierunkowanej na potrzeby realizacji dwoch réznych rozpraw
doktorskich, dotyczacych dziatania tych samych zwigzkéw, jednak w odniesieniu do innego
typu komorek i zjawisk.

Stwierdzono, ze sposrod trzech badanych stilbenéw, najwyzszg stabilnoscig cechowat si¢
resweratrol, ktory po 72 godzinach inkubacji w temperaturze 37 °C ulegat rozktadowi tylko
w okoto 30 £ 3%. Drugi z badanych stilbenow, 3,3'4,4'-THS, charakteryzowat si¢ wyzszym
tempem rozkladu, czego odzwierciedleniem byta degradacja zwigzku do 31 + 4% wartoS$ci
wyjsciowej juz w pierwszych 6 godzinach inkubacji. Po 72 godzinach, zwigzek ten ulegt
rozktadowi w 99 + 2%. Najwyzsze tempo rozkladu cechowato 3,3'4,4'.5,5'-HHS, ktory
ulegal rozktadowi do 13 + 4%, 0,2 + 3% 1 0,8 = 0,7% stezenia poczatkowego po,
odpowiednio, 1, 6 i 72 godzinach inkubacji (Rycina 7).

< resweratrol
1204 4 3,3'44-THS

100 = 3,3'4,4'55-HHS
80+

]
-

stezenie wyjsciowe (%)
(=2
o

I

6I ' '2I4' ' '4-'8I . '72

czas (godziny)

Rycina 7. Ocena stabilnosci badanych stilbenéw w medium hodowlanym. Badania
wykonano na probkach medium hodowlanego, zawierajacego okreslone stezenie
resweratrolu, 3,3',4,4-THS i 3,3',4,4'5,5-HHS. W kazdym z punktow czasowych zbierano
trzy probki medium 1 poddawano je analizie chromatograficznej, ustalajac stezenie zwiazku,
a nastepnie odnoszac wynik do stezenia wyjSciowego. Dane wyrazono w procentach, przy
czym jako 100% dla czasu t=0 wykorzystano roztwor metanolu.
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4.2. Wplyw stilbenéw na zywotno$¢ komoérek raka jajnika
4.2.1. Komorki A2780

Badania na komodrkach A2780 poddawanych dziataniu stilbenéw wykazaly, ze po 24
godzinach ekspozycji najsilniejszym dziataniem cytotoksycznym charakteryzuje si¢ 3,3',4,4'-
THS, w przypadku ktorego zahamowanie zywotno$ci komorek odnotowano juz przy
stezeniu 5 uM (o 21 £ 6%). Resweratrol wywieral efekt dopiero przy stezeniu 200 uM
(zahamowanie zywotnosci o 19 £ 7%), natomiast 3,3'4,4',5,5'-HHS przy stezeniu 25 uM
(zahamowanie o 30 + 8%). Poczawszy od stgzenia 5 uM efekty wywierane przez 3,3',4,4'-
THS byly istotnie silniejsze w poréwnaniu z resweratrolem oraz 3,3'4,4',5,5'-HHS. Ten
drugi analog wykazywal wyzsza cytotoksyczno$¢ od resweratrolu w stezeniach 51 10 pM,
natomiast przy wyzszych stezeniach aktywnos$¢ obu zwigzkoéw byly podobna (Rycina 8A).

Ekspozycja komoérek trwajaca 48 godzin potwierdzita site dziatania 3,3',4,4'-THS, ktéry
ograniczal zywotno$¢ komorek nowotworowych jeszcze bardziej niz w pierwszej dobie.
Przyktadowo, zahamowanie zywotno$ci komorek przy stezeniu 1 pM, ktore okazato si¢ by¢
pierwszym stezeniem hamujacym, wynosito 24 + 2%, natomiast przy st¢zeniu 5 uM wartos¢
ta wzrosta do 72 + 3%. W tym punkcie czasowym wyzsza cytotoksycznoscig cechowat si¢
réwniez resweratrol, ktory hamowat zywotno§¢ komorek juz przy stezeniu 1 uM (o 31 +
3%), a przy kolejnych stezeniach efekt ten si¢ poglebial, zrownujac si¢ w zakresie stezen
300-500 uM z efektami wywieranymi przez 3,3',4,4'-THS. Z kolei aktywnos¢ 3,3',4,4',5,5'-
HHS po dwoch dobach ekspozycji okazata si¢ zmniejszy¢ w poréwnaniu z eksperymentem
24-godzinnym. Jako pierwsze st¢zenie hamujace rozpoznano 100 puM (zahamowanie
zywotnosci o 18 + 6%), przy czym w przypadku kazdego kolejnego stezenia efekty
wywierane przez ten analog byly stabsze niz resweratrolu oraz 3,3',4,4'-THS (Rycina 8B).

W wyniku ekspozycji komorek przedtuzonej do 72 godzin, najefektywniej dziatajgcym
zwigzkiem byt 3,3',4,4'-THS, przy czym jego cytotoksycznos¢ wystapita przy stezeniu 5 uM
(zahamowanie Zywnotnos$ci o 13 + 7%), a przy st¢zeniu 10 uM zahamowanie osiagngto 86 +
4%. W tym punkcie czasowym resweratrol wywierat dziatanie toksyczne przy nizszych
stezeniach, tj. przy 1 uM (zahamowanie o 29 + 4%) 1 5 uM (zahamowanie o 27 + 4%). W
zakresie st¢zen 10-200 uM jego dziatanie bylo stabsze niz 3,3'4,4'-THS, natomiast przy
wyzszych stezeniach aktywno$¢ obu zwigzkéw byta podobna. Dziatanie 3,3',4,4',5,5'-HHS
po 72 godzinach ekspozycji byto stabsze w poréwnaniu z resweratrolem oraz 3,3',4,4'-THS

(Rycina 8C).
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Rycina 8. Krzywe przezywalnosci komorek raka jajnika A2780 eksponowanych na
resweratrol, 3,3",4,4'-THS i 3,3',4,4'5,5"-HHS przez 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godziny.
Wyniki pochodza z badah na 6 odrebnych hodowlach. Symbolem * oznaczono rdznice
istotne statystycznie w poréwnaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu stilbendéw
(grupa kontrolna), ktorych zywotno$¢ traktowano jako 100%. Symbolem # oznaczono
réznice istotnie statystyczne w porownaniu z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
Celem zachowania przejrzysto$ci wykresu, znaczniki istotnosci wprowadzano nad lub pod
odpowiednim punktem krzywej, poziomo lub pionowo, w zalezno$ci od dostepnosci pola. W
przypadku punktéw naktadajacych sie, stosowano znacznik tylko dla jednego z nich.
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4.2.2. Komorki OVCAR-3

W odroznieniu do komoérek A2780, komorki raka jajnika OVCAR-3 cechowaty sie
znaczaco mniejszg wrazliwo$cia na dziatanie stilbenéw. Wykorzystujac analogicznie szeroki
zakres stezen zwigzkéw badanych, w zadnym z trzech punktéw czasowych nie odnotowano
zahamowania zywotno$ci komorek przekraczajacego 50%.

Stwierdzono, ze w pierwszej dobie ekspozycji resweratrol hamuje zywotnos¢ komoérek
tylko w stezeniach 100 uM (o 20 £ 3%) i 200 uM (o 17 £ 3%). Z kolei 3,3',4,4'-THS
wywieral dziatanie cytotoksyczne juz od stezenia 5 uM (zahamownie o 23 + 3%) i podobny
stopien hamowania zywotno$ci utrzymywat si¢ w zakresie stezen 10-300 uM. W
najwyzszych stezeniach, 3,3',4,4'-THS hamowal Zywotno$¢ komorek o 34 + 4% (przy 400
uM) i 38 £ 1% (przy 500 uM). Przy stgzeniach 5,10 i 50 uM, a takze 400 i 500 uM
dziatanie 3,3'4,4'-THS bylo istotnie silniejsze niz resweratrolu. 3,3',4,4',5,5'-HHS wywierat
natomiast w calym zakresie stezen efekty zblizone do dziatania swego prekursora (Rycina
9A).

Po 48 godzinach ekspozycji, nadal najsilniejsze efekty wywierat 3,3',4,4'-THS, ktory juz
przy stezeniu 1 pM hamowat zywotno$¢ komodrek o 20 + 2%. Najwyzsza cytotoksycznosé
zwigzek ten wykazywal przy stezeniu 400 pM, hamujac zywotno$¢ komorek o 38 + 4%.
Przy stezeniach 5 uM 1400 uM efekty jego dziatania byly istotnie silniejsze w pordwnaniu z
resweratrolem. Resweratrol hamowat Zywotno$¢ komorek od stezenia 50 uM (o 20 £ 2%), a
najsilniejszy efekt wywierat przy stezeniu 500 uM (zahamowanie o 24 + 2%). Dziatanie
3,34,4'55-HHS w tym punkcie czasowym bylo najstabsze sposrod trzech zwigzkéw
badanych. Najwicksze zahamowanie zywotnosci komorek pod jego wptywem odnotowano
przy stezeniu 100 uM (o 18 £ 2%) (Rycina 9B).

Ekspozycja komoérek przedtuzona do 72 godzin wykazata, ze najwyzszg cytotoksycznos$¢
wzgledem komorek OVCAR-3 wykazuje resweratrol, ktory przy stezeniu 10 uM zahamowat
zywotno$¢ komorek o 41 + 5%, a przy stezeniu 500 pM o 50 £ 5%. Jednoczesnie
stwierdzono ostabienie dziatania 3,3',4,4'-THS, ktory hamowat zywotno$¢ komoérek dopiero
przy stezeniu 50 uM (o 14 + 4%), a najsilniejszy efekt wywieral przy stezeniu 500 uM
(zahamowanie o 19 + 5%). Efektywno$¢ dzialania 3,3'4,4'.5,5'-HHS byla nizsza niz
resweratrolu, ale istotnie wyzsza niz 3,3'4,4'-THS. Jako pierwsze st¢zenie hamujace
zidentyfikowano 10 uM, przy ktérym zywotno$¢ komodrek byla obnizona o 35 + 4%.
Najsilniejsze  zahamowanie Zywotnosci komorek pod wplywem tego stilbenu

zaobserwowano przy stezeniu 300 uM (o 41 + 6%) (Rycina 9C).
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Rycina 9. Krzywe przezywalno$ci komorek raka jajnika OVCAR-3 eksponowanych na

resweratrol, 3,3"',4,4'-THS i 3,3'4,4'5,5"-HHS przez 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godziny.

Wyniki pochodza z badan na 6 odrgbnych hodowlach. Symbolem * oznaczono réznice
istotne statystycznie w poréwnaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu stilbendéw
(grupa kontrolna), ktoérych zywotno$¢ traktowano jako 100%. Symbolem # oznaczono
roznice istotnie statystyczne w poroOwnaniu z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
Celem zachowania przejrzystosci wykresu, znaczniki istotnosci wprowadzano nad lub pod
odpowiednim punktem krzywej, poziomo lub pionowo, w zaleznosci od dostgpnosci pola. W
przypadku punktéw naktadajacych sig, stosowano znacznik tylko dla jednego z nich.
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4.2.3. Komorki SKOV-3

W pierwsze] dobie ekspozycji komorek raka jajnika SKOV-3 na badane zwigzki
najwyzsza aktywnoscig charakteryzowat sie 3,3'4,4'-THS, ktéry wykazywal dziatanie
cytotoksyczne wzgledem komorek nowotworowych poczawszy od stezenia 10 uM
(zahamowanie zywotnosci o 47 + 4%). Takze od tego stezenia, poprzez kazde kolejne,
efekty wywierane przez 3,3',4,4'-THS byly =znaczaco silniejsze w poréwnaniu 2z
resweratrolem oraz 3,3',4,4'5,5-HHS. Najwyzszy stopien cytotoksycznosci tego zwigzku
odnotowano przy st¢zeniu 400 uM, kiedy to zahamowanie zywotno$ci komorek wyniosto 75
+ 3%). Resweratrol podawany na 24 godziny zahamowat zywotno$¢ komorek SKOV-3
dopiero przy stgzeniu 300 uM (zahamowanie o 23 + 2%), przy czym kolejne, wyzsze
stezenia tego zwigzku wywieraly zblizony efekt. Dobowa ekspozycja komoérek na
3,3,4,4'55'-HHS przelozylta si¢ z kolei na zahamowanie zywotnosci komorek o 18 + 3%
przy stezeniu 100 uM, natomiast przy wyzszych dawkach tego zwigzku obserwowane efekty
byly porownywalne z resweratrolem (Rycina 10A).

W badaniu przedtuzonym do 48 godzin, jeszcze wigkszy potencjat cytotoksyczny
wykazywat 3,3'4,4'-THS, ktory juz przy stezeniu 1 uM hamowat zywotno$¢ komorek o 62 +
6%. Z kolei resweratrol zainicjowat dzialanie cytotoksyczne przy stezeniu 200 pM, hamujac
zywotnos¢ komorek o 45 + 6%. W zakresie stgzen 200-500 pM, efektywnos$¢ dziatania
resweratrolu zrownata si¢ z tg, charakteryzujaca 3,3'4,4'-THS. Stilben 3,3',4,4'5,5-HHS
wplywal na zahamowanie zywotnosci komorek tylko przy stezeniach 100 uM (18 + 3%) 1
200 uM (18 £ 5), a jego dziatanie byto znaczaco stabsze niz 3,3',4,4'-THS (Rycina 10B).

W trzeciej dobie eksperymentu, najnizszym efektywnym stezeniem cytotoksycznym
wzgledem komorek nowotworowych cechowat si¢ 3,3',4,4'-THS, ktory przy wartosci 1 uM
ograniczat zywotno$¢ komorek o 34 + 6%. Zaréwno przy tym stezeniu, jak 1 przy stezeniach
5, 10 1 25 uM, efekty dzialania tego zwigzku byly istotnie silniejsze w porodwnaniu z
resweratrolem i 3,3',4,4'5,5-HHS. Z kolei przy wyzszych stezeniach, a szczegblnie od
stezenia 200 pM, zwiazkiem wywotujacym najwyzsza cytotoksyczno$¢ byt resweratrol,
ktory przy wartosci 200 uM hamowat zywotnos$¢ komorek o 68 + 2%. Ostatni ze zwigzkow,
3,3,4,4'55'-HHS hamowat zywotno$¢ komorek nowotworowych poczawszy od stezenia
100 uM (o 20 = 3%), przy czym w zakresie stezen 200-500 uM, wywierane przez niego
efekty byly pordwnywalne z dziataniem 3,3',4,4'-THS, a zarazem znaczaco nizsze od tych,

wywotywanych przez resweratrol (Rycina 10C).
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3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 10. Krzywe przezywalnosci komoérek raka jajnika SKOV-3 eksponowanych na
resweratrol, 3,3',4,4'-THS i 3,3'4,4'5,5'-HHS przez 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godziny.
Wyniki pochodza z badan na 6 odrgbnych hodowlach. Symbolem * oznaczono rdéznice
istotne statystycznie w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dzialaniu stilbenéw
(grupa kontrolna), ktorych zywotno$¢ traktowano jako 100%. Symbolem # 0znaczono
roznice istotnie statystyczne w porownaniu z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
Celem zachowania przejrzystosci wykresu, znaczniki istotnosci wprowadzano nad lub
pododpowiednim punktem krzywej, poziomo lub pionowo, w zaleznosci od dostepnosci
pola. W przypadku punktow naktadajacych sig, stosowano znacznik tylko dla jednego z
nich.
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4.3. Okreslenie wartosci ICsp zwigzkow badanych
Warto$ci potmaksymalnego stezenia hamujgcego (ICsp) dla zwigzkéw badanych
wyznaczono na podstawie uzyskanych wynikéw oceny wptywu stilbenéw na zywotnos¢

komoérek nowotworowych, wykorzystujac w tym celu programu CalcuSyn.

4.3.1. Komorki A2780

Przeprowadzona analiza wykazala, ze w przypadku komodrek raka jajnika A2780
najkorzystniejsze pod katem dziatania przeciwnowotworowego, w rozumieniu - najnizsze
wartosci ICsg uzyskano dla stilbenu 3,3',4,4'-THS, ktory okazat si¢ by¢ najefektywniejszy we
wszystkich punktach czasowych. Drugim najefektywniejszym z perspektywy ustalonych
wartosci ICsp zwigzkiem, takze w trzech punktach czasowych, byl resweratrol. Dziatanie
stilbenu 3,3',4,4'5,5-HHS pod katem st¢zen wywotujacych $mieré polowy populacji
komorek badanych okazato si¢ by¢ najstabsze (Tabela 6).

Tabela 6. Wartosci 1Csp wyznaczone dla zwiazkéw badanych, podawanych na komérki
raka jajnika A2780, w czasie 24, 48 i 72 godzin.

A2780
24 godziny 48 godzin 72 godziny
resweratrol 272 uM 48 uM 64 uM
3,3'4,4'-THS 91 pM 3uM 9 uM
3,3'4,4'55'-HHS 865 uM 280 uM 210 uM

4.3.2. Komorki OVCAR-3

W  przypadku komoérek OVCAR-3, w pierwszych dwoch dobach eksperymentu
najnizszymi wartosciami ICsyp ponownie cechowat sie 3,3',4,4'-THS, przy czym roznice
miedzy jego dzialaniem, a dzialaniem dwoch pozostatych zwigzkéw nie byta tak znaczaca,
jak w przypadku komorek raka jajnika A2780. Nieco mniejszg efektywnoscia od 3,3',4,4'-
THS charakteryzowal si¢ resweratrol, a najstabiej dzialal, tj. zastosowania najwyzszych
stezen celem wywotania $mierci 50% komorek wymagat 3,3',4,4',5,5'-HHS. W ekspozycji
przedluzonej do 72 godzin, najefektywniejszy stal sie¢ resweratrol, ktory pod katem
uzyskanych warto$ci ICso dziatat silniej niz, kolejno, 3,3',4,4'.5,5'-HHS i 3,3',4,4-THS.

Nalezy stwierdzi¢ jednocze$nie, ze ustalone dla komoérek raka jajnika OVCAR-3 wartosci
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ICso byly, w zalezno$ci od badanego zwigzku i punktu czasowego, kilku, kilkunasto lub

nawet kilkusetkrotnie wyzsze w porownaniu z komorkami A2780 (Tabela 7).

Tabela 7. Wartosci 1Csp wyznaczone dla zwiazkéw badanych, podawanych na komérki
raka jajnika OVCAR-3, w czasie 24, 48 i 72 godzin.

OVCAR-3
24 godziny 48 godzin 72 godziny
resweratrol 2251 uM 1640 uM 480 uM
3,3',4,4'-THS 2010 pM 1210 pM 1600 puM
3,34,4'5,5"-HHS 2880 uM 2611 uM 610 uM

4.3.3. Komorki SKOV-3.

Analiza wynikéw uzyskanych dla komérek SKOV-3 wykazala, ze w kazdym z trzech
punktow czasowych najsilniej dziatajacym zwigzkiem byt 3,3',4,4'-THS, ktory wywotywatl
$Smier¢ 50% komorek przy najnizszych stezeniach. Drugim pod wzgledem efektywnos$ci
dzialania zwigzkiem byl resweratrol, natomiast najstabsze dziatanie wykazywal w stosunku

do tej linii komoérek nowotworowych 3,3',4,4',5,5'-HHS (Tabela 8).

Tabela 8. Wartosci 1Csp wyznaczone dla zwiazkéw badanych, podawanych na komérki
raka jajnika SKOV-3, w czasie 24, 48 i 72 godzin.

SKOV-3
24 godziny 48 godzin 72 godziny
resweratrol 1460 uM 380 uM 71 uM
3,3',4,4'-THS 65 uM 8 UM 21 uM
3,3'4,4'55'-HHS 841 uM 940 uM 940 uM

Na podstawie uzyskanych wynikow badan cytotoksycznosci stilbenow, do dalszych

eksperymentéw wyselekcjonowano trzy st¢zenia zwigzkow, tj. 10, 50 i 100 uM. Kazdy z
kolejnych parametrow oceniano takze w analogicznych punktach czasowych, tj. po 24, 48 i

72 godzinach ekspozycji.
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4.4. Wplyw stilbenéw na apoptoze komorek raka jajnika

Badania wplywu stilbenéw na czesto$¢ apoptotycznej $mierci komorek raka jajnika
przeprowadzono metoda cytometrii przeplywowej, po uprzednim wyznakowaniu komorek
nowotworowych PI. Metoda ta dostarcza informacji na temat klasycznej apoptozy komorek,
identyfikowanej na podstawie oligonukleosomalnej fragmentacji ich DNA oraz ich

gromadzenia si¢ na histogramie jako tzw. frakcja subG;.

4.4.1. Komorki A2780

Przeprowadzone badania wykazaty, ze resweratrol nie wptywa na czesto$¢ apopotyczne;j
Smierci komorek A2780, niezaleznie od uzytego stezenia oraz czasu ekspozycji. Z kolei
3,3,4,4-THS zastosowany w stezeniu 100 uM indukowat apoptoz¢ po 48 i 72 godzinach
inkubacji, co przekladato si¢ na wzrost wielkosci frakcji komorek w fazie subG; o,
odpowiednio, 90 + 4% i 94 + 7%. Stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS nasilat apoptoze komorek po 48
godzinach inkubacji, przy st¢zeniach 50 i 100 uM (wzrost, odpowiednio, 0 80 + 6% i 141 +
12%) oraz po 72 godzinach inkubacji, przy stezeniu 100 uM (wzrost o0 140 + 11%) (Rycina
11).
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3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 11. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4',5,5'-HHS (HHS)
na wielkos¢ frakceji apoptotycznych komorek raka jajnika A2780 po 24 (A), 48 (B) i 72
(C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych w 8
powtorzeniach. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie w porownaniu z
komorkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkéow badanych (komorki kontrolne; K).
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w poroéwnaniu z komorkami
eksponowanymi na resweratrol.

komorki frakcji subG1 (%)

4.4.2. Komorki OVCAR-3

Komoérki OVCAR-3 cechowaly si¢ wyzszym wyjSciowym odsetkiem komorek
apoptotycznych niz hodowle A2780, a efekty wywierane przez stilbeny stwierdzano juz po
24 godzinach ekspozycji. W tym punkcie czasowym aktywnos$¢ proapoptotyczng wykazywat
resweratrol, ktory zwigkszatl odsetek komorek frakcji subG przy stgzeniach 50 i 100 uM o,
odpowiednio, 54 + 6% i 63 + 7%. Dzialanie na poziomie zblizonym do resweratrolu
wykazywat takze 3,3',4,4'-THS, ktory przy stg¢zeniu 50 pM zwigkszal odsetek komorek
frakcji subG; o 48 £ 9%, a przy stezeniu 100 uM 0 57 + 7%. Ostatni ze zwigzkow,
3,3,4,4'55'-HHS nie powodowal natomiast w tym punkcie czasowym istotnych zmian
wielkosci frakcji komorek apoptotycznych (Rycina 12A).

W wyniku ekspozycji komorek przedtuzonej do 48 godzin, dziatanie proapoptotyczne
wykazywat jedynie 3,3',4,4'-THS, ktoéry zastosowany w stezeniu 100 uM zwigkszat odsetek
komorek frakcji subG; 0 51 + 3% (Rycina 12B).

W ostatniej dobie eksperymentu, 3,3',4,4'-THS zastosowany w stezeniu 50 uM zwiekszat
odsetek komorek apoptotycznych o 52 + 4%, a uzyty w stezeniu 100 uM o 133 + 8%.
Zblizone do niego dziatanie wykazywat takze 3,3',4,4',5,5'-HHS, a efekty wywierane przez
oba syntetyczne analogi byly znaczaco silniejsze w porownaniu z resweratrolem (Rycina
12C).
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Rycina 12. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3'4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4',5,5'-HHS (HHS)
na wielkos¢ frakceji apoptotycznych komérek raka jajnika OVCAR-3 po 24 (A), 48 (B) i
72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodzg z eksperymentéw przeprowadzonych w 8
powtdrzeniach. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie w porOwnaniu z
komorkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkéw badanych (komorki kontrolne; K).
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w poroéwnaniu z komorkami
eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 13. Reprezentatywne histogramy uzyskane w trakcie analizy cytometrycznej,
ilustrujace wplyw resweratrolu (Res), 3,3'.4,4'-THS (THS) i 3,3'4,4'5,5"-HHS (HHS)
na wielkos$¢ frakcji subG; (bramkowanej jako M1) w hodowlach komérek raka jajnika
A2780 eksponowanych na badane zwiazki w stezeniu 100 uM przez 72 godziny. WyniKki
uzyskane dla danego zwiazku odnoszono w stosunku do komorek grupy kontrolnej (Kon),
tj. komorek nie poddawanych dzialaniu stilbenow.
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Rycina 14. Reprezentatywne histogramy uzyskane w trakcie analizy cytometrycznej,
ilustrujace wplyw resweratrolu (Res), 3,3'.4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4'5,5"-HHS (HHS)
na wielkos¢ frakcji subG; (bramkowanej jako M1) w hodowlach komoérek raka jajnika
OVCAR-3 eksponowanych na badane zwigzki w stezeniu 100 uM przez 72 godziny.
Wyniki uzyskane dla danego zwigzku odnoszono w stosunku do komorek grupy kontrolne;j

(Kon), tj. komorek nie poddawanych dziataniu stilbenow.
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3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.4.3. Komorki SKOV-3

Badania wptywu resweratrolu 1 jego syntetycznych pochodnych na apoptoz¢ komorek
raka jajnika linii SKOV-3 pokazaty, ze komorki te nie wykazujg zmian wiclkosci frakcji
komorek martwych (subGj;) w wyniku ekspozycji trwajacej 24 1 48 godzin (Rycina 15A i
B). Pierwsze oznaki wzrostu czgsto$ci wystgpowania apoptozy odnotowano dopiero w
trzeciej dobie eksperymentu, kiedy swoje dziatanie proapoptotyczne ujawnit kazdy ze
zwigzkéw badanych. Resweratrol nasilal apoptoze wytacznie przy stezeniu 100 uM, czego
odzwierciedleniem byt wzrost odsetka komorek frakeji subG; 0 63 £ 3%. Istotnie silniejsze
od resweratrolu dzialanie w tym punkcie czasowym wykazywaly jednak jego dwa analogi.
3,3,4,4'-THS uzyty w stezeniu 50 uM zwigkszal frakcje komoérek apoptotycznych o 130 +
12%, a zastosowany w stezeniu 100 uM, o 307 * 31%. Poréwnywalne w swej skali z
3,3,4,4-THS efekty proapoptotyczne wywieral w trzeciej dobie eksperymentu takze
3,3,4,4'55'-HHS, ktory przy stezeniu 50 uM zwigkszat frakcje komoérek apoptotycznych o
192 + 18%, a zastosowany w st¢zeniu 100 uM 0 284 + 11% (Rycina 15C).
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Rycina 15. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3'4,4",5,5'-HHS (HHS)
na wielko$¢ frakcji apoptotycznych komoérek raka jajnika SKOV-3 po 24 (A), 48 (B) i
72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodzg z eksperymentéw przeprowadzonych w 8
powtorzeniach. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie w porownaniu z
komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komorki kontrolne; K).
Symbolem # o0znaczono rdznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komodrkami
eksponowanymi na resweratrol.

komorki frakeji subG1 (%)
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 16. Reprezentatywne histogramy uzyskane w trakcie analizy cytometrycznej,
ilustrujace wplyw resweratrolu (Res), 3,3'4,4"-THS (THS) i 3,3',4,4'5,5"-HHS (HHS)
na wielkos¢ frakcji subG; (bramkowanej jako M1) w hodowlach komoérek raka jajnika
SKOV-3 eksponowanych na badane zwiazki w stezeniu 100 uM przez 72 godziny.
Wyniki uzyskane dla danego zwigzku odnoszono w stosunku do komorek grupy kontrolne;j
(Kon), tj. komorek nie poddawanych dziataniu stilbenow.
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4.5. Wplyw stilbenéw na proliferacje komorek raka jajnika
4.5.1. Komorki A2780

Badania przeprowadzone na komorkach raka jajnika A2780 wykazaty, ze po 24 godzinach
ekspozycji komodrek na resweratrol dochodzi do zahamowania ich proliferacji o 34 + 8%
przy stezeniu 50 uM i 0 53 £ 5% przy stezeniu 100 pM. Silniejsze niz resweratrol dziatanie
antyproliferacyjne wywierat jednak jego analog 3,3'4,4'-THS, ktory wykazywat efekty
istotne statystycznie juz przy stezeniu 10 uM, hamujac potencjal podziatowy komorek o 42
+ 8%. Przy wyzszych stezeniach, tj. 50 i 100 uM dzialanie tego zwiazku wzrosto jeszcze
bardziej, czego odzwierciedleniem byto zahamowanie proliferacji odpowiednio o 68 + 5% i
65 + 5%. Stilben 3,3',4,4',5,5-HHS takze hamowat proliferacje przy stezeniu 10 uM (o 54 £
9%), a efekt ten byt istotnie silniejszy w poroéwnaniu z resweratrolem. Z kolei przy wyzszych
stezeniach, zwiazek ten dziatal porownywalnie do resweratrolu, hamujac proliferacje o 54 +
7% przy stezeniu 50 uM i 0 46 + 6% przy stezeniu 100 uM (Rycina 17A).

W wyniku przedtuzenia ekspozycji komorek do 48 godzin, dzialanie antyproliferacyjne
resweratrolu nie uleglo wzmocnieniu i wystepowato w tym samym zakresie stezen. Zwigzek
uzyty w dawce 50 uM hamowat proliferacj¢ komorek o 36 = 4%, a przy stgzeniu 100 uM o
38 £ 10%. Wyraznemu ostabieniu natomiast ulegto dziatanie 3,3',4,4'-THS, ktory hamowat
proliferacje juz tylko przy stezeniach 50 i 100 uM, a efekty te byly mniejsze niz po
pierwszej dobie ekspozycji (hamowanie proliferacji o, odpowiednio, 42 = 7% i 40 + 5%).
Analogiczne ostabienie reakcji komoérek zaobserwowano w przypadku 3,3',4,4'.5,5'-HHS,
ktory wykazywat aktywno$¢ antyproliferacyjng tylko przy stezeniach 50 1 100 uM. Przy
zastosowaniu pierwszego z nich hamowat proliferacje komorek o 29 + 7%, a przy drugim
stezeniu o 37 + 10% (Rycina 17B).

Po 72 godzinach ekspozycji na zwigzki badane, wzmocnieniu ulegto antyproliferacyjne
dziatanie resweratrolu, ktory wykazywat aktywno$¢ juz przy stezeniu 10 uM (hamowanie o
45 + 8%). Przy kolejnych, wyzszych stezeniach, resweratrol hamowat proliferacj¢ komorek
0 82 + 2% (50 uM) i o 87 £ 2% (100 puM). Jednoczesnie, dalsze ostabienie efektu
antyproliferacyjnego dato si¢ zauwazy¢ w przypadku 3,3',4,4'-THS, ktory byt efektywny juz
tylko przy stezeniu 100 uM (hamowanie o 63 + 5%), a dzialanie to bylo juz istotnie stabsze
niz jego naturalnego prekursora. Zblizony efekt odnotowano dla 3,3'4,4',5,5'-HHS, ktoéry
dziatajac antyproliferacyjnie tylko w stgzeniu 100 uM hamowat proliferacje komorek o 22 +
9%, dziatajac zarazem istotnie stabiej niz 3,3',4,4'-THS (Rycina 17C).
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 17. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na proliferacje komoérek raka jajnika A2780 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godzinach
ekspozycji. Wyniki pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych na 8 odrgbnych
hodowlach komorek nowotworowych. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie
(P<0,05) w porownaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkow badanych
(komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono ro6znice istotne statystycznie w poréwnaniu
z komodrkami eksponowanymi na resweratrol.
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4.5.2. Komorki OVCAR-3

Badanie proliferacji komorek raka jajnika OVCAR-3 przeprowadzone po 24 godzinach
ekspozycji na stilbeny wykazato, ze zardwno resweratrol, jak i 3,3'4,4'-THS hamuja
efektywnos¢ podziatow komorkowych przy najwyzszym z uzytych stezen, tj. przy 100 uM,
odpowiednio 0 47 + 7% i 59 + 3%. Dziatanie 3,3',4,4'-THS bylo istotnie statystycznie
silniejsze w poréwnaniu z resweratrolem. W tym punkcie czasowym, 3,3'4,4',5,5'-HHS nie
wywieral dziatania antyproliferacyjnego w zadnym z zastosowanych stezen (Rycina 18A).

W wyniku przedtuzenia ekspozycji komorek na stilbeny do 48 godzin nastapito
wzmocnienie dziatania antyproliferacyjnego wszystkich trzech zwigzkow. W przypadku
resweratrolu, efekt nastapit juz przy stezeniu 50 uM i polegat na zahamowaniu proliferacji
komorek o 23 + 7%. Przy stezeniu 100 uM proliferacja obnizyta si¢ natomiast o 32 + 11%.
W przypadku 3,3',4,4'-THS, zwigzek ten dziatal antyproliferacyjnie przy kazdym z
zastosowanych stezen. Przy stezeniu 10 uM proliferacja komorek zostata zahamowana o 33
+ 8%, przy stezeniu 50 uM o 54 + 8%, a przy stezeniu 100 uM o 50 + 6%. W kazdym
przypadku efekt wywierany przez ten zwigzek byl istotnie statystycznie silniejszy w
porownaniu z resweratrolem. W tym punkcie czasowym, 3,3'4,4'55-HHS dziatal
antyproliferacyjnie przy stezeniach 50 i 100 uM (hamowanie, odpowiednio, o 45 + 8% i 52
+ 5%). W odniesieniu do wyzszego ze stezen, obserwowany efekt byt silniejszy niz
resweratrolu, a zarazem poréwnywalny z dziataniem 3,3',4,4'-THS (Rycina 18B).

Po 72 godzinach ekspozycji, podobnie jak w przypadku komorek A2780, dalszemu
wzmocnieniu uleglo dziatanie resweratrolu, ktéry przy stg¢zeniu 50 pM hamowat potencjat
podziatlowy komorek o 44 £+ 7%, a przy stezeniu 100 uM 0 42 + 9%. Z kolei 3,3',4,4'-THS
dzialal antyproliferacyjnie juz przy stezeniu 10 uM, kiedy to hamujac proliferacje komorek o
43 + 7% wywieral dziatanie istotnie silniejsze w pordwnaniu z resweratrolem. Przy
zastosowaniu stezen 50 i 100 uM zwiazek ten ograniczat proliferacje komérek OVACR-3 o
43 £ 4 % i 36 = 7%, a skala tego dziatania byta porownywalna z dziataniem resweratrolu.
Stilben 3,3',4,4'5,5-HHS wykazywat dziatanie antyproliferacyjne w catlym zakresie stezen,
przy czym w najnizszym z nich, hamujac proliferacje o 38 + 6% dzialat efektywniej od
resweratrolu. Przy zastosowaniu stgzen 50 i 100 uM, zwigzek ten wywieral dzialanie
poréwnywalne z 3,3',4,4'-THS, hamujac potencjal proliferacyjny komoérek nowotworowych

0, odpowiednio, 36 + 10% i 42 + 8% (Rycina 18C).
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 18. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3'4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na wielko$¢ proliferacje komoérek raka jajnika OVCAR-3 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 8
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne
statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono rdznice istotne statystycznie w
poroéwnaniu z komérkami eksponowanymi na resweratrol.
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4.5.3. Komorki SKOV-3

W odniesieniu do trzeciego z badanych typéw komorek raka jajnika, SKOV-3, nie
odnotowano zmian proliferacji komoérek eksponowanych na badane zwiazki w trakcie 24-
godzinnej inkubacji (Rycina 19A).

W wyniku ekspozycji przedtuzonej do 48 godzin, resweratrol wykazywal aktywnos$¢ przy
wszystkich trzech uzytych st¢zeniach, hamujac proliferacj¢ komoérek o 22 + 6% przy
stezeniu 10 uM, o 24 £ 7% przy stezeniu 50 uM oraz o 36 £ 4% przy st¢zeniu 100 uM. Z
kolei stilben 3,3'4,4'-THS wykazywal dziatanie silniejsze od resweratrolu przy kazdym z
zastosowanych stezen, hamujac proliferacj¢ komorek SKOV-3 o 34 + 4% przy st¢zeniu 10
UM, o 38 + 5% przy stezeniu 50 uM i o 44 + 4% przy stezeniu 100 pM. Jego dziatanie przy
uzyciu najwyzszego ze stezen bylo takze istotnie statystycznie silniejsze w poroOwnaniu z
3,3,4,4'55'-HHS. Efekty dziatania tego drugiego syntetycznego analogu byly w swej skali
zblizone do resweratrolu, co potwierdzilo zahamowanie proliferacji komoérek o 27 + 6% przy
stezeniu 10 uM, o 31 + 5% przy stezeniu 50 uM i 0 27 = 7% przy stezeniu 100 uM (Rycina
19B).

Po 72 godzinach ekspozycji efekty wywierane przez resweratrol okazaty si¢ by¢ bardzo
podobne do tych, odnotowanych w drugiej dobie eksperymentu. Ponownie najsilniejszy
efekt zaobserwowano w komorkach poddawanych dziataniu zwigzku w stezeniu 100 uM, w
ktorym to przypadku proliferacja komorek uleglta zahamowaniu o 34 + 4%. Stilben 3,3',4,4'-
THS zastosowany w najnizszym ze stezen, w przeciwienstwie do poprzedniego punktu
czasowego, hamowat proliferacj¢ komorek w sposob poréwnywalny do resweratrolu (o 19 +
7%). Jednoczesnie, zwiagzek ten zastosowany w stezeniach 50 1 100 pM wywierat dziatanie
silniejsze niz resweratrol, hamujgc proliferacje komorek SKOV-3 o 42 + 6% przy stezeniu
50 uM 1 0 52 + 2% przy stezeniu 100 uM. Przy najwyzszym ze stezen, 3,3'.4,4'-THS
wywieral silniejsze dziatanie antyproliferacyjne wzgledem komorek nowotworowych niz
3,3',4,4'5,5-HHS. Ten drugi analog hamowal proliferacje tylko przy st¢zeniach 50 i 100
uM, przy czym wywierane przez niego efekty byly zblizone do resweratrolu (hamowanie
proliferacji o 22 + 9% przy stezeniu 50 uM i o 36 = 6% przy stezeniu 100 uM) (Rycina
19C).
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 19. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3'4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na wielko$¢ proliferacje komoérek raka jajnika SKOV-3 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 8
odrebnych hodowlach komdrek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono rdznice istotne statystycznie w
porownaniu z komoérkami eksponowanymi na resweratrol.
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4.6. Wplyw stilbenéw na dystrybucje komorek raka jajnika w cyklu podzialowym
Celem potwierdzenia wynikéw oceny proliferacji komorek, uzyskanych metoda
fluorescencyjng przeprowadzono analogiczne do§wiadczenia, w przebiegu ktorych komorki
raka jajnika eksponowane na trzy stilbeny byly analizowane cytometrycznie, po uprzednim
ich wyznakowaniu PI. Nastepnie za pomocg oprogramowania ModFit LT™ okres§lano
dystrybucje komorek w poszczegdlnych fazach cyklu mitotycznego, zwracajgc szczegdlng
uwage na odsetek komoérek w fazie S, odzwierciedlajacy frakcje komorek aktywnie
replikujacych  swoje DNA. Takze analiz¢ statystyczng uzyskanych wynikow
przeprowadzono pod katem roéznic W wielkos$ci frakcji komorek w fazie S cyklu. Ze wzgledu
na tabelaryczne wyrazenie wynikéw analizy w formie procentow (%), w tekscie pracy

postuzono si¢ tylko fenomenologicznym opisem zaobserwowanych zmian.

4.6.1. Komorki A2780

Wyniki badan wplywu stilbendw na wielkos$ci frakcji komorek A2780 w fazie S po 24
godzinach ekspozycji okazaty si¢ korespondowa¢ z wynikami badan potencjatu
podzialowego komorek, uzyskanymi metoda fluorescencyjna. Stwierdzono, Ze resweratrol
obniza wielko$¢ frakcji komorek w fazie S przy zastosowaniu stezen 50 1 100 pM, natomiast
stilben 3,3'4,4-THS dzialta od niego efektywniej, obnizajac odsetek komorek
proliferujacych juz przy stezeniu 10 uM. Przy kazdym z zastosowanych stezen efekty
wywierane przez 3,3',4,4-THS byly istotnie silniejsze niz jego naturalnego prekursora.
Trzeci ze zwiazkow, 3,3'.4,4',5,5'-HHS obnizal frakcje komoérek w fazie S w kazdym z
uzytych stezen, jednak tylko przy stezeniu 10 uM wywieral efekt silniejszy od resweratrolu.
Jednoczesnie dzialanie to, podobnie jak w przypadku pomiaru proliferacji metoda
fluorescencyjna, byto stabsze od dziatania 3,3',4,4'-THS (P<0,05).

W wyniku przedtuzenia czasu ekspozycji do 48 godzin, metoda cytometryczna ujawnila
istotny statystycznie wplyw antyproliferacyjny resweratrolu, zachodzacy przy st¢zeniu 10
uM, ktory to efekt nie byt wczesniej dostrzegalny w badaniu fluorescencyjnym. Istotne
zmniejszenie odsetka komoérek w fazie S odnotowano takze przy kolejnych stezeniach
resweratrolu, jednak wywierane wowczas efekty byly bardzo poréwnywalne. To samo
mozna powiedzie¢ o wptywie 3,3'4,4-THS i 3,3'4,4'55-HHS, ktore to zwigzKi
zmniejszaly odsetek komorek replikujacych DNA w poréwnaniu z kontrola, a zarazem ich

efekty nie roznity si¢ ani migdzy sobg, ani w poré6wnaniu z resweratrolem.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

Po 72 godzinach inkubacji, zwigzkiem, ktory w najwyzszym stopniu ograniczal odsetek
komorek w fazie S cyklu byl resweratrol, ktory wykazywal aktywno$¢ w catym zakresie
stezen (w przeciwienstwie do obu swoich syntetycznych pochodnych), a zarazem efekty jego
dziatania sposrod trzech badanych zwiazkéw byly najsilniejsze. W tym punkcie czasowym
zaobserwowano zanik aktywnosci 3,3',4,4'-THS i 3,3',4,4',5,5'-HHS przy stezeniach 10 i 50
uM (Tabela 9).

Tabela 9. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4"-THS (THS) i 3,3",4,4',5,5"-HHS (HHS) na
dystrybucje komoérek raka jajnika A2780 w cyklu komérkowym. Badania
przerowadzono w duplikatach na 3 odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych.
Symbolem * oznaczono réznice istotne statystycznie (P<0,05) w pordwnaniu z komérkami
nie poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem #
oznaczono roznice istotne statystycznie w porownaniu z komorkami eksponowanymi na
resweratrol.

czas 24 godziny 48 godzin 72 godziny

Gl S G2/IM | G1 S G2/IM | G1 S G2/M

zwiazek | stezenie
%) | (0 | ) | () | ) (%) | () | %) (%)

K 62+7 | 3246 | 612 | 5749 | 31+6 | 12+1 | 68+1 | 24+2 | 8+2

10 60+8 | 33+6 = 7+2 | 751 | 1642 | 9+1 | 7243 | 19+1° | 9+1

Res 50 7542 | 20417 | 541 | 7542 | 14417 | 11+1 | 7043 | 12+1° | 1842

100 | 7641 | 16+1° | 8+2 | 74+1 | 14+17 | 1243 | 7247 | 12+2° | 16+4

10 70+4 | 20+17%| 1042 | 74+1 | 1441 | 12+1 | 6145 | 25437 | 1443

THS 50 73+2 | 14+27%| 1346 | 74+1 | 13+1° | 1343 | 63+2 | 26437 | 11+1

100 | 7047 |10+17* 1644 | 6145 | 18+3" | 2142 | 5846 | 18+2°" | 2442

10 7641 | 14+17%| 1044 | 61+7 | 19+3° | 20+4 | 58+2 | 35+8" | 7+7

HHS 50 73+2 | 16427 | 1142 | 6143 | 19+2° | 2044 | 60+3 | 33+77 | 7+4

100 | 60+15 | 20+2° | 18+4 | 7145 | 1643 | 13+3 | 6946 |16+37%| 6+1
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Rycina 20. Reprezentatywne histogramy uzyskane w trakcie analizy cytometrycznej,
ilustrujace wplyw resweratrolu (Res), 3,3'.4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4'5,5"-HHS (HHS)
na dystrybucje w cyklu mitotycznym komorek raka jajnika A2780, eksponowanych na
badane zwiazki w stezeniu 100 uM przez 72 godziny. Wyniki uzyskane dla danego
zwigzku odnoszono wzgledem komoérek grupy kontrolnej (Kon), tj. hodowli nie
poddawanych dziataniu stilben6w. Skala na osi rzednych zostata arbitralnie ustalona przez
program ModFit LT™. Pole obrazujace komodrki w fazie S zakreskowano i dodatkowo
wskazano strzatka.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.6.2. Komorki OVCAR-3

Po 24 godzinach ekspozycji, resweratrol obnizyt wielkos¢ frakcji komorek w fazie S tylko
przy stezeniu 100 uM. Stilben 3,3',4,4'-THS wykazywat aktywnos$¢ juz od stezenia 50 uM,
przy czym efekty wywierane przy tym stezeniu, jak i przy stezeniu 100 uM byly istotnie
wyzsze w poroOwnaniu z resweratrolem. Brakiem wplywu na wielko$¢ frakcji komorek w
fazie S po 24 godzinach ekspozycji cechowat si¢ natomiast 3,3',4,4',5,5'-HHS. Dla stezen 50
uM 1 100 uM uzyskane efekty byty istotnie statystycznie mniejsze w poréwnaniu z 3,3',4,4'-
THS (wartosci P, odpowiednio, < 0,05 i <0,04).

W wyniku ekspozycji komodrek trwajacej 48 godzin, resweratrol wykazywal aktywnos¢
antyproliferacyjng przy stezeniach 50 i 100 uM, jednak efekty wywierane przez 3,3'.4,4'-
THS byly znaczaco silniejsze przy kazdym z zastosowanych stezen, wliczajac W to wartos¢
10 uM. Stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS byt aktywny, podobnie jak resweratrol, przy stezeniach 50
i 100 uM, przy czym przy stgzeniu 100 pM wywierany efekt byt istotnie silniejszy w
porownaniu z resweratrolem. W tym punkcie czasowym, réznice miedzy dwoma analogami
zaobserwowano tylko w odniesieniu do st¢zenia 10 uM, kiedy to efekty zalezne od 3,3'.4,4'-
THS byty istotnie silniejsze (P<0,04).

72-godzinna ekspozycja komoéorek OVCAR-3 na stilbeny doprowadzita do poglebienia
antyproliferacyjnego efektu wywieranego przez resweratrol, a obecnego przy stezeniach 50 i
100 uM. Z kolei 3,3'4,4-THS cechowat si¢ zblizong aktywnoscig antyproliferacyjng przy
wszystkich trzech uzytych stezeniach, przy czym tylko przy stezeniu 10 uM wywierany
przez niego efekt byt istotnie silniejszy niz resweratrolu. Analogicznie rzecz si¢ miata w
przypadku stilbenu 3,3',4,4'5,5-HHS. Wplyw obu pochodnych resweratrolu na wielkos¢
frakcji komorek w fazie S cyklu, w tym punkcie czasowym i przy uzytych st¢zeniach byl
niemal identyczny (Tabela 10).
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Tabela 10. Wptyw resweratrolu (Res), 3,3",4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4",5,5'-HHS (HHS)
na dystrybucje komérek raka jajnika OVCAR-3 w cyklu komérkowym. Badania
przeprowadzono w duplikatach na 3 odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych.
Symbolem * oznaczono rdznice istotne statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komoérkami
nie poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komoérki kontrolne; K). Symbolem #
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréownaniu z komorkami eksponowanymi na

resweratrol.
czas 24 godziny 48 godzin 72 godziny

G1 S |G2aiM| G1 S |G2aM| G1 S | G2/M
oAl SIS oy e | 06 | ) 06 | 06 | | 06 (%)
K 4143 | 4142 | 1846 | 47+3 | 48+2 | 5+4 | 40+3 | 4145 | 19+4
10 | 38+4 | 4145 | 2143 | 47+1 | 4443 | 9+3 | 4642 | 43+5 | 9+3
Res 50 | 38+3 | 39+2 | 23+3 | 5043 | 38+1 | 1243 | 6242 | 32+1 | 6+1
100 | 35+3 | 35+1° | 30+4 | 4643 | 38+2" | 16+2 6145 3241 | 745
10 | 3642  43+3 | 2142 | 4743 38437 | 1545 | 5946 |33+2"| 8+1
THS 50 | 3543 |31+17"| 3442 | 5243 | 32417 | 16+4 | 58+3 | 34+1° | 8+1
100 | 39+2 | 25427 | 3646 | 52+2 |31+2"| 1743 | 54+6 | 3543 | 1143
10 | 3543 | 5044 | 1543 | 4143 | 462 | 13+1 | 49+4 35427 16+2
HHS 50 | 44+4 | 4041 | 1645 @ 44+2 | 3245 | 2443 | 5242 | 36+2° | 12+4
100 | 4644 | 4242 | 1242 | 52+1 | 32427 | 1647 | 563 | 31+2" | 13+2
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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Rycina 21. Reprezentatywne histogramy uzyskane w trakcie analizy cytometrycznej,
ilustrujace wplyw resweratrolu (Res), 3,3'.4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4'5,5-HHS (HHS)
na dystrybucje w cyklu mitotycznym komoérek raka jajnika OVCAR-3,
eksponowanych na badane zwiazki w stezeniu 100 uM przez 24 godziny. Wyniki
uzyskane dla danego zwigzku odnoszono wzgledem komorek grupy kontrolnej (Kon), tj.
hodowli nie poddawanych dziataniu stilbenow. Skala na osi rzgdnych zostata arbitralnie
ustalona przez program ModFit LT™, Pole obrazujace komorki w fazie S zakreskowano 1
dodatkowo wskazano strzatka.
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4.6.3. Komorki SKOV-3

Badanie wptywu stilbenéw na dystrybucj¢ komoérek raka jajnika SKOV-3 w cyklu
komoérkowym wykazato, ze po 24 godzinach ekspozycji, resweratrol zmniejsza frakcje
komorek w fazie S, przy uzytych stgzeniach 10 i 50 puM. Stilben 3,3'4,4'-THS dzialal
natomiast efektywnie przy stezeniach 50 i 100 uM, przy czym stosujac wyzsze ze stgzen
zaobserwowano efekt istotnie silniejszy w pordwnaniu z resweratrolem. Stilben 3,3',4,4',5,5'-
HHS cechowat si¢ aktywno$cig antyproliferacyjng w calym zakresie stosowanych stezen, a
jego efekty w stezeniu 10 uM byly silniejsze od tych, wykazywanych przez 3,3'4,4'-THS
(P<0,04).

W wyniku przedtuzenia ekspozycji komorek do 48 godzin zaobserwowano istotne
wzmocnienie sity dzialania resweratrolu, ktory swa aktywno$¢ wywieral przy kazdym z
zastosowanych stezen. Co wigcej, przy stezeniu 10 uM efekty dzialania resweratrolu byty
istotnie wyzsze niz obu jego syntetycznych pochodnych. Analizujac, z kolei, stezenie 100
uM, silniejszym dziataniem od resweratrolu charakteryzowat sie 3,3',4,4'-THS. Efekty
wywierane przez ten analog byly przy tym stezeniu takze istotnie wyzsze w poréwnaniu z
3,3,4,4'5,5-HHS (P<0,05).

W trzeciej dobie eksperymentu stwierdzono, ze resweratrol obniza odsetek komorek w
fazie S w stopniu poréwnywalnym z poprzednim punktem czasowym. Dziataniem
silniejszym od resweratrolu charakteryzowal si¢ natomiast stilben 3,3',4,4-THS uzyty w
stezeniu 100 uM. Przy tym stezeniu jego dzialanie bylo takze silniejsze w pordwnaniu z
3,3,4,4'55'-HHS (P<0,03). Ten ostatni zwigzek wykazywat aktywno$¢ przy stezeniach 50 i
100 uM, a stopien tej aktywnosci byt porownywalny z resweratrolem (Tabela 11).
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

Tabela 11. Wptyw resweratrolu (Res), 3,3",4,4'-THS (THS) i 3,3'4,4",5,5'-HHS (HHS)
na dystrybucje komérek raka jajnika SKOV-3 w cyklu komérkowym. Badania
przeprowadzono w duplikatach na 3 odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych.
Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komoérkami
nie poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem #
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na

resweratrol.
czas 24 godziny 48 godzin 72 godziny

G1 S |[GaM| G1 s |GaM| G1 S |Ga2im
Al SIS o o6 o8 o) o6 08 o) | (6)
K 55+6 | 40+4 | 5+2 | 5142 | 4443 | 542 | 5241 | 43+4 | 5+3
10 | 60+2 | 33+2° | 745 | 7743 | 13+2" | 10+2 | 75+1 1645 | 9+4
Res 50 | 5045 | 21437 | 29+4 | 74+2 | 1642 | 1045 | 77+3 | 15+2° | 8+3
100 | 43+2 | 3544 | 2242 | 7245 | 16+3" | 12+1 | 7843 | 12+2" | 103
10 | 42+2 | 3546 | 23+1 | 58+2 |30+£17"| 1245 | 65+2 | 22+1° | 12+4
THS 50 | 54+2 | 18+3" | 2846 | 71+1 | 18+2" | 11+2 | 71+3 1243 | 1742
100 | 56+3 21437 | 23+1 | 76+3 10417 14+1 | 78+2 | 7+17 | 15+4
10 | 5545 | 2643 | 1944 | 48+5  39+6" | 13+3 | 5043 | 38+6 & 12+4
HHS 50 | 53+2 | 20+1° | 27+1 | 7043 | 21+3" | 945 | 76+4 | 12+3" | 1246
100 | 55+6 | 22437 | 23+3 | 72+2 | 17+1" | 1141 | 78+1 | 1443 | 8+2
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Rycina 22. Reprezentatywne histogramy uzyskane w trakcie analizy cytometrycznej,
ilustrujace wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3'4,4'5,5'-HHS (HHS)
na dystrybucje w cyklu mitotycznym komorek raka jajnika SKOV-3, eksponowanych
na badane zwiazki w stezeniu 100 uM przez 48 godzin. Wyniki uzyskane dla danego
hodowli
poddawanych dzialaniu stilbendw. Skala na osi rzednych zostata arbitralnie ustalona przez
program ModFit LT™. Pole obrazujace komorki w fazie S zakreskowano i dodatkowo

zwigzku odnoszono wzglgdem komoérek grupy kontrolnej (Kon), fj.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

47. Wplyw stilbenéw na aktywno$é¢ p-galaktozydazy zwigzanej ze starzemiem w
hodowlach komorek raka jajnika

B-galaktozydaza zwigzana ze starzeniem (SA-B-Gal) jest najczesciej wykorzystywanym
markerem komorek starych w badaniach in vitro. W niniejszej rozprawie wykorzystano
ilosciowa oceng aktywnos$ci enzymu w catej populacji komérek nowotworowych, traktujac

ja jako miar¢ komorkowego starzenia si¢ hodowli.

4.7.1. Komorki A2780

Stwierdzono, ze komorki A2780 eksponowane przez 24 godziny na resweratrol nie
wykazuja zmian aktywnosci SA-B-Gal. Wzrost aktywnos$ci enzymu zaobserwowano
natomiast w komorkach poddawanych dziataniu 3,3',4,4'-THS, ktory w kazdym z uzytych
stezen wywierat efekt silniejszy od resweratrolu, zwigkszajac aktywnos$¢ SA-B-Gal o 100 +
40% (przy stezeniu 10 uM), o 72 + 30% (przy stezeniu 50 uM) i 0 75 £+ 35% (przy stezeniu
100 uM). 3.,3'4,4',5,5'-HHS, podobnie jak resweratrol, nie powodowat zmian aktywnosci
SA-B-Gal (Rycina 23A).

Wydluzenie czasu ekspozycji komoérek do 48 godzin spowodowalo ujawnienie si¢
pobudzajacego aktywnos¢ SA-B-Gal dziatania resweratrolu. Zwigzek ten w stezeniu 10 uM
zwigkszyl aktywno$¢ enzymu o 32 + 12%, przy stezeniu 50 uM o 111 £ 6%, a przy stezeniu
100 uM o 106 =+ 19%. Zblizone w swej skali efekty dziatania wywieraty w tym punkcie obie
syntetyczne pochodne resweratrolu, przy czym w zadnym z uzytych stezen nie wykazano
przewagi w sile dzialania jednego zwigzku nad drugim. Warto jednak zwroci¢ uwage, ze 48
godzina ekspozycji byta takze dla 3,3',4,4',5,5'-HHS punktem, w ktérym po raz pierwszy
wykazywat zdolnos$¢ indukcji komorkowego starzenia komorek A2780 (Rycina 23B).

Badania przeprowadzone w trzeciej dobie eksperymentu wykazaty dalszy wzrost
dzialania resweratrolu, ktory przy stezeniu 10 uM zwigkszal aktywnos¢ SA-B-Gal o 68 +
12%, przy stezeniu 50 uM o 118 + 22%, a przy stezeniu 100 uM o 205 + 33%. W tym
punkcie czasowym resweratrol byt zwigzkiem wykazujacym najwyzsza aktywnos$¢ sposrod
trzech badanych stilbenéw. Zaobserwowano takze, ze w przypadku dwoch syntetycznych
pochodnych, doszto do zaniku ich pobudzajgcego dziatania wzgledem aktywnosci SA-B-Gal
przy stezeniach 10 1 50 uM. Pobudzajace dzialanie odnotowano tylko dla najwyzszego ze
stezen, kiedy to 3,3',4,4'-THS zwigkszat aktywno$¢ enzymu o 125 + 10%, a 3,3'4,4',5,5'-
HHS 0 99 + 15% (Rycina 23C).
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Rycina 23. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na aktywnos$¢ SA-B-Gal w hodowlach komérek raka jajnika A2780 po 24 (A), 48 (B) i
72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 6
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne
statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono réznice istotne statystycznie w
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.7.2. Komorki OVCAR-3

Analogiczne badania aktywnosci SA-B-Gal na komorkach raka jajnika OVCAR-3
wykazaty, ze po 24 godzinach ekspozycji pobudzenie aktywnos$ci enzymu nastepuje tylko
pod wplywem resweratrolu w stezeniu 100 uM (wzrost o 44 + 22%) oraz 3,3'4,4'-THS w
tym samym st¢zeniu (wzrost o 41 £ 25%) (Rycina 24A).

W nastepstwie ekspozycji przedluzonej do 48 godzin, resweratrol powodowal wzrost
aktywnos$ci SA-B-Gal przy kazdym z uzytych stezen, tj. o 67 £ 11% przy stezeniu 10 uM, o
145 + 15% przy stezeniu 50 uM, i o 114 £ 18% przy stezeniu 100 uM. Zwigzkiem
dzialajacym jednak od niego efektywniej byt 3,3',4,4'-THS, ktory przy kazdym z uzytych
stezen wywieral efekty istotnie silniejsze od resweratrolu. Wykazano, ze przy stezeniu 10
UM zwiazek ten zwigkszat aktywnos$¢ SA-B-Gal o 106 = 20%, przy st¢zeniu 50 uM o 242 +
44%, a przy stezeniu 100 uM o 271 £ 29%. Trzeci ze zwiazkow, 3,3',4,4',5,5'-HHS wplywat
na aktywno$¢ SA-B-Gal przy stezeniu 50 uM (wzrost o 152 + 23%) i 100 uM (wzrost o 248
+ 31%), przy czym tylko wyzsze stezenie zwiazku dawato efekt istotnie statystycznie
silniejszy niz resweratrol. Z kolei efekty wywierane przez 3,3'4,4',5,5'-HHS przy st¢zeniu
50 uM byty znamiennie stabsze w pordwnaniu z 3,3',4,4'-THS (Rycina 24B).

Po 72 godzinach ekspozycji, dzialanie resweratrolu uleglo ostabieniu w poréwnaniu z
poprzednim punktem czasowym, czego dowodem byt m.in. zanik efektu wywieranego przez
ten zwigzek przy stezeniu 10 uM. Efektywnos$¢ dzialania resweratrolu odnotowano dla
stezen 50 1 100 uM, przy czym zarejestrowany stopien aktywacji SA-B-Gal byt
porownywalny z efektem obserwowanym w pierwsze] dobie eksperymentu. Takze
pobudzajacy aktywnos¢ SA-B-Gal wpltyw pochodnych resweratrolu ulegt ostabieniu w tym
punkcie czasowym, przy czym 3,3',4,4'-THS zwigkszal aktywno$¢ enzymu przy kazdym z
uzytych stezen (o 62 = 9% przy stezeniu 10 uM, o 73 £ 8% przy stezeniu 50 pM i 0 97 £
16% przy stezeniu 100 uM). Dodatkowo, przy kazdym st¢zeniu efekty wywierane przez
3,3,4,4'-THS byly statystycznie silniejsze od tych, charakteryzujacych resweratrol. Ostatni
ze zwiazkow, 3,3',4,4'5,5-HHS uzyty w stezeniu 10 uM pobudzat aktywnos¢ SA-B-Gal
silniej niz resweratrol (wzrost o 65 £ 12%), natomiast przy wyzszych stezeniach wywierane
przez niego efekty byly porownywalne z resweratrolem 1 istotnie stabsze od tych,

wywieranych przez 3,3',4,4'-THS (Rycina 24C).
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Rycina 24. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na aktywno$¢ SA-B-Gal w hodowlach komérek raka jajnika OVCAR-3 po 24 (A), 48
(B) i 72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentoéw przeprowadzonych
na 6 odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdznice
istotne statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komodrkami nie poddawanymi dziataniu
zwigzkow badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono réznice istotne
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statystycznie w poréwnaniu z komoérkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.7.3. Komorki SKOV-3

Po 24 godzinach ekspozycji komorek raka jajnika SKOV-3 stwierdzono, ze sposrod
trzech zwigzkéw badanych tylko 3,3'4,4'-THS zwicksza aktywno$¢ SA-B-Gal, o,
odpowiednio, 55 + 12% przy stezeniu 50 uM i 51 £ 7% przy stezeniu 100 uM (Rycina
25A).

Wynikiem przedtuzenia ekspozycji komorek na stilbeny do 48 godzin byto ujawnienie si¢
pobudzajacego aktywnos¢ SA-B-Gal wplywu resweratrolu, ktory indukowal enzym przy
kazdym z uzytych stezen (o 23 + 10% przy stezeniu 10 uM, o 84 + 25% przy stgzeniu 50
uM i 0 93 £ 13% przy stezeniu 100 uM). Z kolei 3,3'4,4'-THS zastosowany w stezeniu 10
uM wywierat dziatanie poréwnywalne do resweratrolu, natomiast przy wyzszych stezeniach
dziatat od niego znaczaco silniej, pobudzajac aktywno§¢ SA-B-Gal o 182 + 38% przy
stezeniu 50 uM i o 146 + 36% przy stezeniu 100 pM. Trzeci ze zwigzkow, 3,3',4,4',5,5'-
HHS, pobudzat aktywno$¢ SA-B-Gal przy stezeniach 50 i 100 uM, przy czym w obu
przypadkach efekty dziatania tego zwiazku byty zblizone do resweratrolu, a zarazem istotnie
nizsze w porownaniu z 3,3',4,4'-THS (Rycina 25B).

W ostatnim z analizowanych punktow czasowych, dziatanie resweratrolu uleglto
nieznacznemu ostabieniu, a efekty wywierane przez trzy stezenia tego zwiazku byly dos¢
zblizone do siebie (wzrost aktywnosci o 33 + 12% dla stezenia 10 uM, o 35 £ 9% dla
stezenia 50 uM i 0 49 + 10% dla stezenia 100 uM. Dziatanie 3,3',4,4'-THS po 72 godzinach
ekspozycji nie uleglto znaczacemu wzmocnieniu w poréwnaniu z poprzednim punktem
czasowym, przy czym najefektywniej dzialajagcym stezeniem byto 50 uM, ktore zwiekszato
aktywno$¢ SA-B-Gal w komodrkach o 206 + 33%. Efekty wywierane przez ten zwigzek w
stezeniach 50 1 100 uM byly jednoczesnie znaczaco wyzsze w pordéwnaniu z resweratrolem.
Stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS ponownie wptywal na wzrost aktywnosci SA-B-Gal w stezeniach
501 100 uM (odpowiednio o 67 + 15% 1 143 + 15%). Dzialanie tego zwiazku przy stezeniu
50 uM bylo poréwnywalne z resweratrolem, a zarazem znaczaco stabsze niz 3,3',4,4'-THS,
natomiast przy stezeniu 100 uM bylo ono silniejsze zarowno od resweratrolu, jak i1 od

drugiego testowanego analogu (Rycina 25C).
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Rycina 25. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3",4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4',5,5'-HHS (HHS)
na aktywno$¢ SA-B-Gal w hodowlach komorek raka jajnika SKOV-3 po 24 (A), 48 (B)
i 72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodzg z eksperymentéw przeprowadzonych na 6
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono rdznice istotne statystycznie w
poroéwnaniu z komérkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.8. Wplyw resweratrolu i jego pochodnych na produkcj¢ reaktywnych form tlenu
przez komorki raka jajnika
4.8.1. Komorki A2780

Badania wykazaly, ze 24-godzinna ekspozycja komoérek raka jajnika A2780 na
resweratrol nie wplywa na zmiane¢ produkcji RFT. Z kolei ekspozycja komorek na 3,3',4,4'-
THS spowodowata znaczacy wzrost generowania RFT, ktory odnotowano dla kazdego z
uzytych stezen zwigzku. Dla stezenia 10 uM odnotowano wzrost produkcji RFT o 59 + 15%,
dla stgzenia 50 uM o 21 + 7%, a dla stezenia 100 uM o 35 £+ 8% w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Drugi z syntetycznych analogow resweratrolu, 3,3',4,4',5,5'-HHS, podobnie jak
jego naturalny prekursor, nie wptywat na zmian¢ produkcji RFT w tym punkcie czasowym
eksperymentu (Rycina 26A).

W wyniku inkubacji komoérek ze zwigzkami badanymi przedluzonej do 48 godzin
stwierdzono pojawienie si¢ antyoksydacyjnego dziatania resweratrolu, ktory przy stezeniach
501 100 pM obnizyt generowanie RFT przez komorki, o, odpowiednio, 40 + 8% 1 29 + 5%.
Jednocze$nie, w wyniku dziatania 3,3',4,4'-THS dosztlo do nasilenia produkcji RFT,
szczegblnie przy stezeniach 50 i 100 pM, odpowiednio o 55 + 12% i 83 + 14%. Skala
wzrostu produkcji RFT pod wpltywem dzialania tego zwigzku w stezeniu 10 uM byla
porownywalna do wczesniejszego punktu czasowego. Po 48 godzinach ekspozycji, swoje
dziatanie prooksydacyjne takze ujawnit 3,3',4,4',5,5'-HHS, ktory wzmagat generowanie RFT
przy kazdym z uzytych stezen (o 24 + 6% przy 10 uM, o 53 £ 17% przy 50 uM 1 0 40 + 14%
przy 100 uM). Dla stezen 10 1 100 uM efekty wywierane przez ten zwigzek byly jednak
istotnie statystycznie nizsze w porownaniu z dziataniem 3,3',4,4'-THS (Rycina 26B).

Po 72 godzinach ekspozycji nastapilo utrwalenie si¢ antyoksydacyjnego dziatania
resweratrolu, uzytego w stezeniach 50 i 100 uM (obnizenie produkcji RFT odpowiednio, o
59 + 6% 1 56 £ 5% w poroOwnaniu z grupg kontrolng). Dalszemu wzmocnieniu uleglo
natomiast prooksydacyjne dzialanie 3,3'.4,4'-THS, ktory przy stezeniu 100 uM zwiekszat
produkcje RFT az o 165 + 22%. Podobny efekt odnotowano w stosunku do 3,3',4,4'5,5'-
HHS, ktéry przy kazdym z wuzytych stezen pobudzat produkcj¢ RFT w stopniu
porownywalnym z 3,3',4,4'-THS (Rycina 26C).
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Rycina 26. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4',5,5'-HHS (HHS)
na produkcje RFT przez komérki raka jajnika A2780 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 8
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono réznice istotne
statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komodrkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono réznice istotne statystycznie w
poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.8.2. Komorki OVCAR-3

Badania na komoérkach nowotworowych OVCAR-3 wykazaty, ze w wyniku 24-godzinnej
inkubacji tych komoérek w obecnosci resweratrolu o stezeniu 100 uM dochodzi do dochodzi
do wzrostu produkcji RFT 0 19 + 2%. Z kolei w odniesieniu do komoérek eksponowanych
przez ten sam czas na 3,3',4,4'-THS stwierdzono pobudzenie produkcji RFT przy kazdym z
zastosowanych stezen: przy stezeniu 10 uM o 18 £ 4%, przy stezeniu 50 uM o 19 £ 5%, a
przy stezeniu 100 uM o 44 + 4% w pordéwnaniu z grupa kontrolng. Dla kazdego ze st¢zen
efekty wywierane przez 3,3',4,4'-THS byly istotnie statystycznie silniejsze w porownaniu z
dzialaniem resweratrolu. Trzeci z badanych zwigzkow, 3,3',4,4',5,5'-HHS takze wykazywat
dzialanie prooksydacyjne, ktore w swym nasileniu bylo niemal identyczne z dzialaniem
3,3'4,4-THS, a zarazem, przy kazdym ze stg¢zen byto silniejsze niz resweratrolu (Rycina
27A).

W rezultacie eksperymentu przedtuzonego do 48 godzin doszto do wzmocnienia dziatania
resweratrolu, ktory wzbudzal produkcj¢ RFT przy stezeniu 50 uM (o 35 + 4%) oraz 100 uM
(o 66 £ 10%). Dziatanie prooksydacyjne wykazywal w tym punkcie czasowym takze
3,34,4'-THS, ktory przy stezeniach 10 1 50 uM wywierat efekty statystycznie silniejsze niz
resweratrol (wzrost produkcji RFT o, odpowiednio, 18 + 4% i 19 + 5%). W najwyzszym z
uzytych stezen zwigzek ten zwigkszatl generowanie RFT o 44 + 4%. W zakresie uzytych
stezen generowanie RFT takze zwigkszat 3,3'4,4',5,5'-HHS. Szczegolnie silne dziatanie tego
zwigzku zaobserwowano w odniesieniu do st¢zenia 100 uM, przy ktérym produkcja RFT
ulegla podwyzszeniu o 144 + 12% w poréwnaniu z grupa kontrolng. Wowczas, efekt
wywierany przez ten zwigzek byt znaczaco wiekszy niz dziatanie 3,3'4,4'-THS (Rycina
27B).

Po 72 godzinach ekspozycji resweratrol pobudzat generowanie RFT juz przy kazdym z
uzytych stezen, a stopien tego zjawiska byl niemal identyczny. Przyktadowo, dla stezenia 10
uM odnotowano wzrost produkcji RFT o 58 + 4%. Bardzo zblizone do resweratrolu
pobudzenie produkcji RFT wykazywat po trzech dobach ekspozycji takze 3,3'.4,4'-THS.
Podobne nasilenie generowania RFT przy stezeniu 10 puM stwierdzono takze dla
3,3,4,4'55'-HHS. Jednoczesnie, zwigzek ten uzyty w stezeniach 50 i 100 uM spowodowat
znaczacy wzrost produkcji RFT (odpowiednio o 126 + 8% 1 142 + 11%), dzialajac

kazdorazowo silniej w porownaniu z resweratrolem i 3,3',4,4'-THS (Rycina 27C).
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Rycina 27. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4',5,5'-HHS (HHS)
na produkcje RFT przez komérki raka jajnika OVCAR-3 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 8
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne
statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komdrkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono réznice istotne statystycznie w
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porownaniu z komoérkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.8.3. Komorki SKOV-3

W wyniku 24-godzinnej ekspozycji komoérek raka jajnika SKOV-3 na resweratrol nie
stwierdzono wptywu tego zwigzku na zmian¢ produkcji RFT. Z kolei stilben 3,3',4,4'-THS
spowodowat wzrost produkcji RFT przez komorki, o 47 + 12% przy stezeniu 10 uM, o 43 +
10% przy stezeniu 50 uM i 0 53 £ 9% przy stezeniu 100 uM. W tym punkcie czasowym
eksperymentu, stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS nie wpltywatl na zmiany produkcji RFT, podobnie
jak resweratrol (Rycina 28A).

W wyniku ekspozycji komoérek na stilbeny przedtuzonej do 48 godzin nastgpito
ujawnienie si¢ prooksydacyjnego dzialania resweratrolu, ktéry okazal si¢ pobudzaé
produkcje RFT przez komoérki o 21 + 3% przy stezeniu 10 uM, o 25 + 7% przy stezeniu 50
pM 1 o 44 + 8% przy stezeniu 100 puM. Istotnie silniejszym wplywem na poziom
generowanych RFT, przy kazym z uzytych stezen cechowat si¢ jednak 3,3'4,4'-THS, ktory
przy stezeniu 10 uM zwickszatl produkcje RFT o 72 + 8%, przy stezeniu 50 uM o 77 £ 10%,
a przy stezeniu 100 uM o 87 £ 13%. Dziatanie niemal identyczne jak resweratrol wykazywat
w tym punkcie czasowym 3,3',4,4'5,5'-HHS, ktorego wptyw na produkcje RFT byt przy
kazdym stezeniu stabszy w poréwnaniu z 3,3',4,4'-THS (Rycina 28B).

Po 72 godzinach ekspozycji resweratrol utrzymal swoje dzialanie prooksydacyjne przy
kazdym z uzytych stezen, a skala jego dziatania byla bardzo podobna do poprzedniego
punktu czasowego. 3,3',4,4'-THS pobudzat natomiast produkcje RFT silniej od resweratrolu,
za wyjatkiem st¢zenia 10 uM, kiedy to efekty dziatania obu zwigzkoéw byly podobne. Skalg
produkcji RFT zblizong do resweratrolu charakteryzowaty si¢ takze komorki eksponowane
przez trzy doby na stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS, ktérego dziatanie w odniesieniu do stgzen 50 i
100 uM byto znaczaco stabsze w poréwnaniu z efektami wywieranymi przez 3,3',4,4'-THS

(Rycina 28C).

107



Angelika Kuczmarska

A. 300 ] 10 um P<0.04
B2 50 uM |
__ 250{ M 100 M P<0,03
= |
= P<0,03
E 200 | ==
- H wit *
(3]
2 150/
v
3
8 100
o
50
00—
K Res THS HHS
P<0,05
B. 3007 [ 10 M | 1
B 50 uM ’ﬂ,%—‘
— 2501 W 100 uM
= P<0,05
— * #
— 200 e
o . e .
- .
S 150- _ . .
-
=
'§ 100
o
501
ol _
C K Res THS HHS
3001 ] 10 uMm
¥ 50 uM P<0,05
2501 M 100 uMm
= P<0.05
=
= 200 w#
o * *#
p .
2 150/ . ..
o .
3
8 100
o
50;
00—
K Res THS HHS

Rycina 28. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na produkcje RFT przez komérki raka jajnika SKOV-3 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 8
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono réznice istotne
statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono rdznice istotne statystycznie w
poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.9. Wplyw resweratrolu i jego pochodnych na adhezj¢ komorek raka jajnika

Badania adhezji komorek przeprowadzono metodg fluorescencyjng po ich uprzednim
wyznakowaniu kalceing-AM. Celem oddania realiow panujgcych in vivo, ocenie poddano
efektywnos¢ adhezji komorek raka jajnika do monowarstwy utworzonej przez LKMO.
Wplyw stilbenow na proces adhezji zostal wyrazony wzgledem grupy kontrolnej, tj.
komorek nie poddawanych dziataniu badanych zwigzkéw. Podstawowy, bezwzgledny
stopien adhezji testowanych linii komorek raka jajnika do LKMO, wyrazony w procentach,

zostat zbadany 1 opisany w trakcie realizacji wczesniejszych projektow [254].

4.9.1. Komorki A2780

Badania wykazaty, ze po 24 godzinach inkubacji resweratrol zmniejsza adhezje komorek
A2780 do LKMO przy kazdym z uzytych stezen. Dla stezenia 10 uM adhezja komorek byta
nizsza o 52 + 5%, dla stezenia 50 uM o 39 + 7%, a dla stg¢zenia 100 uM o 54 + 8%. Podobny
efekt wykazywatly oba syntetyczne stilbeny, a stopien zahamowania tego zjawiska byl w ich
przypadku bardzo zblizony do dziatania ich naturalnego prekursora (Rycina 29A).

W wyniku inkubacji komoérek przedtuzonej do 48 godzin poglebieniu uleglo dziatanie
resweratrolu, ktory hamowat wtasciwosci adhezyjne komoérek o 67 + 3% przy stezeniu 10
uM, o 75 £ 1% przy stezeniu 50 uM i o 57 = 3 % przy stezeniu 100 pM. Jednocze$nie
zaobserwowano odwrocenie efektu wywieranego przez obie jego syntetyczne pochodne. W
przypadku 3,3'4,4'-THS, zwiazek ten przy kazdym z uzytych stezen pobudzat adhezj¢
komorek nowotworowych, przy czym najwyzsze pobudzenie odnotowano przy stezeniu 100
UM (wzrost o 202 + 35%). Podobnie, pobudzenie adhezji zaobserwowano w odniesieniu do
3,3',4,4'5,5'-HHS, ktory przy stezeniu 10 pM wywierat efekt istotnie silniejszy niz 3,3',4,4'-
THS (wzrost 0 159 + 42%)), przy stezeniu 50 pM dziatat do niego podobnie, a przy stezeniu
100 uM efekty jego dziatania byty stabsze niz 3,3',4,4'-THS (Rycina 29B).

Po 72 godzinach ekspozycji komorek na resweratrol nadal obserwowano zahamowanie
adhezji do LKMO, przy czym najsilniejszy efekt stwierdzono przy stezeniu 100 puM.
3,3'4,4'-THS wykazywat dziatanie proadhezyjne, najsilniej wyrazone przy stezeniach 50 i
100 uM (wzrost, odpowiednio, o 104 + 17% 1 129 £+ 29%). 3,3',4,4',5,5'-HHS w stezeniu 10
uM pobudzat adhezje komoérek w stopniu podobnym do 3,3'.4,4'-THS, natomiast w
stezeniach 50 1 100 uM hamowatl wlasciwosci adhezyjne (o0 41 + 6% przy stezeniu 50 uM i o
56 + 3% przy stezeniu 100 uM) (Rycina 29C).
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Rycina 29. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3",4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4',5,5'-HHS (HHS)
na adhezje komorek raka jajnika A2780 do LKMO po 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godzinach
ekspozycji. Wyniki pochodzg z ecksperymentow przeprowadzonych na 8 odrebnych
hodowlach komorek nowotworowych, z wykorzystaniem LKMO od 3 réznych dawcow.
Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komorkami
nie poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komoérki kontrolne; K). Symbolem #
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréownaniu z komorkami eksponowanymi na
resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.9.2. Komorki OVCAR-3

Badania wptywu stilbenow na adhezje komorek raka jajnika OVCAR-3 do monowarstwy
mtodych LKMO wykazaty, ze po 24 godzinach ekspozycji kazdy z testowanych zwigzkoéw
pobudza przyleganie komorek nowotworowych do komorek prawidlowych. Resweratrol
uzyty w stezeniu 10 uM wzmagat ten proces o 75 £+ 11%, w st¢zeniu 50 uM 0 93 + 34%, aw
stezeniu 100 uM o 114 + 21%. Efekty wywierane przez 3,3'.4,4'-THS nie rdznity si¢
statystycznie od tych, charakteryzujacych resweratrol, za wyjatkiem najnizszego ze stezen,
przy zastosowaniu ktérego adhezja komorek nowotworowych nie ulegata zmianie. Z kolei
stilben 3,3'4,4'5,5-HHS pobudzat adhezj¢ przy kazdym z uzytych stezen, a wywierane
przez niego efekty byly takze poréwnywalne z resweratrolem. W odniesieniu do st¢zenia 10
uM, wplyw tego zwigzku na adhezje komorek nowotworowych (pobudzenie zjawiska o 104
+ 28%) byt istotnie wyzszy w porownaniu z 3,3',4,4'-THS (Rycina 30A).

Takze w wyniku ekspozycji komodrek na stilbeny przedtuzonej do 48 godzin
zaobserwowano pobudzenie adhezji komoérek nowotworowych pod wptywem kazdego ze
zwigzkdéw badanych, przy zastosowaniu kazdego ze stezen. Nie odnotowano natomiast
istotnych statystycznie réznic w skali dziatania zwigzkow, za wyjatkiem efektow dziatania
3,3'4,4-THS w stezeniu 50 uM, kiedy to zwigzek ten co prawda nadal pobudzal adhezje
komoérek nowotworowych, jednak wywierany przez niego efekt biologiczny byl istotnie
stabszy zar6wno w poréwnaniu z resweratrolem, jak i 3,3',4,4',5,5-HHS (Rycina 30B).

Duze zmiany we wptywie stilbenéw na adhezje komoérek raka jajnika linii OVCAR-3
odnotowano natomiast po 72 godzinach inkubacji komoérek. W tym punkcie czasowym
nastapito znaczace ostabenie wczesniejszego efektu proadhezyjnego wszystkich zwigzkow,
obserwowanego w pierwszej i drugiej dobie eksperymentu. W przypadku resweratrolu,
zwigzek ten uzyty w stezeniu 10 uM pobudzat adhezj¢ komorek o 45 + 21%, jednak juz przy
stezeniu 50 uM hamowatl ten proces o 45 + 9%, a przy stezeniu 100 uM o 50 = 8%. Stlbeny
3,3,4,4'-THS oraz 3,3',4,4'5,5-HHS w kazdym z uzytych stezen pobudzaty proces adhezji,
przy czym ich efekty dziatania byly bardzo zblizone do siebie. Wywierane przez te zwiazki
efekty byly takze wyraznie stabsze od tych, odnotowanych w drugiej dobie eksperymentu
(Rycina 30C).
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Rycina 30. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3'4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4',5,5'-HHS (HHS)
na adhezje komorek raka jajnika OVCAR-3 do LKMO po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 8
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych, z wykorzystaniem LKMO od 3 réznych
dawcow. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie (P<0,05) w porownaniu z
komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow badanych (komorki kontrolne; K).
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w poroéwnaniu z komorkami
eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.9.3. Komorki SKOV-3

W wyniku 24-godzinnej ekspozycji komorek raka jajnika SKOV-3 na resweratrol
wykazano, iz zwigzek ten pobudza adhezj¢ komoérek nowotworowych do LKMO. Przy
zastosowaniu stezenia 10 pM adhezja wzrosta o 88 + 26% w poroéwnaniu z grupa kontrolna,
przy stezeniu 50 pM wzrosta o 50 + 19%, a przy stezeniu 100 uM o 31 + 25%.
Jednocze$nie, analog resweratrolu 3,3',4,4-THS uzyty w stezeniu 10 uM okazal sie¢
hamowac¢ proces adhezji (o 53 + 5%), natomiast uzyty w stezeniach 50 1 100 uM wywieral
dzialanie pobudzajace (wzrost, odpowiednio, o 134 + 21% 1 139 + 37%). W przypadku
dwoch najwyzszych stezen, efekty dziatania tego zwigzku byly znaczaco wyzsze w
porownaniu z resweratrolem oraz porownywalne do efektow dziatania drugiej pochodne;, tj.
3,3,4,4'5,5-HHS. Stilben 3,3',4,4'5,5-HHS pobudzat adhezje komoérek nowotworowych
przy kazdym z uzytych stezen, a przy dawce 10 pM jego efekty dziatania byty
poréwnywalne z dziataniem resweratrolu (Rycina 31A).

Po dwoch dobach ekspozycji komoérek na zwigzki badane stwierdzono, ze resweratrol
utracil wezesniejsze dziatanie proadhezyjne, obserwowane uprzednio przy stezeniach 10 1 50
uM, natomiast uzyty w stezeniu 100 uM rozpoczat dziatanie antyadhezyjne, hamujac to
zjawisko o 59 + 10% w odniesieniu do grupy kontrolnej. Stilbeny 3,3'.4,4'-THS i
3,3,4,4'5,5'-HHS pobudzaly nadal adhezj¢ komorek SKOV-3 przy zastosowaniu stezenia 10
UM, natomiast przy wyzszych stezeniach nie wykazywaly zdolnosci istotnego statystycznie
modulowania tego zjawiska (efekt by¢ moze w pewnym stopniu zatarty przez relatywnie
wysokie wartosci SEM grup badanych). Efekty wywierane przez te zwigzki bytly
porownywalne (Rycina 31B).

W wyniku przedluzenia ekspozycji do 72 godzin, resweratrol wykazywal jeszcze
silniejsze dziatanie przeciwadhezyjne, hamujac ten element inwazyjnosci komorek
nowotworowych przy stezeniach 50 1 100 uM o, odpowiednio, 46 + 6% 1 48 + 4%. Stilben
3,3'44-THS uzyty w stezeniu 10 pM przestat wptywaé na adhezje komorek
nowotworowych, natomiast w stezeniach 50 i 100 uM ponownie stymulowat to zjawisko,
cho¢ skala jego dziatania byla wyraznie nizsza w poréwnaniu z pierwsza doba
eksperymentu. Z kolei 3,3',4,4',5,5-HHS pobudzat adhezj¢ przy kazdym z uzytych stezen,
jednak podobnie jak w przypadku drugiego analogu, jego dziatanie proadhezyjne ulegto

ostabieniu w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w pierwszej dobie (Rycina 31C).
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Rycina 31. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3'4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4',5,5"-HHS (HHS)
na adhezj¢e komorek raka jajnika SKOV-3 do LKMO po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 8
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych, z wykorzystaniem LKMO od 3 réznych
dawcow. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie (P<0,05) w porownaniu z
komorkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkéw badanych (komorki kontrolne; K).
Symbolem # oznaczono roéznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami
eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.10. Wplyw resweratrolu i jego pochodnych na ekspresje integryn o581
Calkowita ekspresje integryn a5B1, odgrywajacych kluczowa role w adhezji komoérek
raka jajnika do LKMO (a szczegdlnie zwigzanej z blong komoérkowg fibronektyny) [254],

oznaczono w lizatach komérkowych za pomocg metody ELISA.

4.10.1. Komérki A2780

W wyniku 24-godzinnej ekspozycji komorek raka jajnika A2780 na resweratrol
stwierdzono obnizenie st¢zenia integryn aSB1 o 16 + 1% (przy stezeniu 10 uM) i1 52 + 4%
(przy stezeniu 50 uM) w poréwnaniu z komdrkami grupy kontrolnej. W tym samym punkcie
czasowym, zaden z zastosowanych analogéw resweratrolu nie wptynat na zmiane ekspresji
ocenianych integryn (Rycina 32A).

W wyniku ekspozycji komoérek przedtuzonej do 48 godzin, resweratrol wywierat efekt
zblizony do tego, z wczesniejszego punktu czasowego, obnizajac stezenie badanych
integryn, odpowiednio, o 18 + 5% (przy stezeniu 10 uM) 1 32 = 7% (przy stezeniu 50 uM).
Jednoczesnie, 3,3'.4,4'-THS zwigkszyl stezenie integryn przy kazdej z uzytych dawek
zwigzku, odpowiednio o0 26 = 10% (dla 10 uM), 51 + 13% (dla 50 uM) 1 42 £+ 15% (dla 100
uM). Z kolei drugi z analogéw resweratrolu, stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS, okazat si¢ obniza¢
komorkowa zawartos$¢ integryn a5B1, przy czym efekt ten byl widoczny tylko przy stezeniu
zwigzku 10 uM, a odnotowana redukcja wynosita 19 + 8% (Rycina 32B).

W trzeciej dobie eksperymentu, resweratrol nadal obnizat ekspresj¢ integryn, jednak
efektywne byto juz tylko stezenie 10 uM (obnizenie o 22 + 4%). Stilben 3,3'4,4'-THS
zwigkszat z kolei produkcje integryn a5B1 jeszcze silniej niz w drugiej dobie ekspozycii,
przy czym efektywne okazaty si¢ stg¢zenia 50 1 100 uM (wzrost, odpowiednio, o 87 + 20% 1
82 + 8%). W przeciwienstwie do niego, trzeci z badanych zwigzkow, 3,3',4,4',5,5'-HHS, nie
wplywal w tym punkcie czasowym na komoérkowa zawarto$¢ badanych integryn (Rycina
32C).
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Rycina 32. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4"5,5'-HHS (HHS)
na stezenie integryn a5p1 w komérkach raka jajnika A2780 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 4
odrgbnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono réznice istotne
statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono rdznice istotne statystycznie w

poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.10.2. Komérki OVCAR-3

Ocena stezenia integryn integryn a5B1 w lizatach komorek OVCAR-3 poddawanych
dziataniu stilbenow wykazata, ze po 24 godzinach ekspozycji resweratrol obniza t¢ wartos¢
o 17 = 6% (dla stezenia 50 uM) i1 18 £ 6% (dla stezenia 100 uM) w poréwnaniu z grupa
kontrolng. W odmienny sposob dziataty natomiast dwie syntetyczne pochodne resweratrolu,
ktore w zgodny sposob podwyzszaty produkcje badanych integryn. W przypadku stilbenu
3,3,4,4-THS odnotowano wzrost o 25 + 11% (dla stezenia 50 uM) 1 o 46 £ 19% (dla
stezenia 100 uM). Stilben 3,3'4,4',5,5'-HHS zwigkszatl komorkowe stezenie integryn o 45 +
25% (dla stezenia 50 uM) i 0 109 + 51% (dla st¢zenia 100 uM) (Rycina 33A).

Po 48 godzinach ekspozycji stwierdzono, iz reweratrol uzyty w stezeniu 100 uM obnizyt
stezenie integryn aSPl w komodrkach o 35 + 10% w pordwnaniu z grupg kontrolna.
Syntetyczne analogi resweratrolu, podobnie jak w poprzednim punkcie czasowym
powodowaty wzrost produkcji badanych integryn, a wywierane przez nie efekty byty bardzo
zblizone. Przykladowo, stilben 3,3',4,4'-THS uzyty w stezeniu 10 uM podwyzszatl ekspresje
integryn o 71 £ 32%, uzyty w stezeniu 50 pM o0 99 + 47%, a uzyty w stezeniu 100 uM o 122
+ 30% (Rycina 33B).

W trzeciej dobie eksperymentu, resweratrol niespodziewanie zmienit kierunek dziatania,
czego odzwierciedleniem byt wzrost produkcji integryn a5p1 przez komorki OVCAR-3.
Pobudzajace dzialanie resweratrolu obecne bylo przy kazdym z uzytych stezen zwigzku, a
odnotowany wzrost wynosit 44 + 18% (dla stezenia 10 uM), 129 + 9% (dla stgzenia 50 uM)
1 102 £ 19% (dla stgzenia 100 uM). Cho¢ w tym punkcie czasowym stilben 3,3',4,4'-THS
réwniez zwigkszat stezenie integryn, to, paradoksalnie, przy stezeniu zwigzku wynoszacym
50 uM jego efekty dziatania byly istotnie nizsze w porownaniu z resweratrolem (wzrost o 66
+ 8%). W przypadku dwoch pozostatych stezen tego analogu, wzrost poziomu integryn nie
roznil si¢ statystycznie od efektu wywieranego przez resweratrol. Najsilniej jednak pod
katem ocenianego parametru dziatat stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS, ktory pobudzat wzrost
produkcji integryn a5p1 efektywniej niz resweratrol i 3,3',4,4'-THS. Przy stezeniu zwiazku
badanego 10 uM, stezenie integryn wzrosto o 113 £ 13%, przy stezeniu 50 pM o 185 + 6%,
a przy stezenu 100 uM o 186 + 5% (Rycina 33C).
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Rycina 33. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4",5,5'-HHS (HHS)
na stezenie integryn a5p1 w komérkach raka jajnika OVCAR-3 po 24 (A), 48 (B) i 72
(C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych na 4
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne
statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komoérkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono réznice istotne statystycznie w
poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.10.3. Komérki SKOV-3

Badania wykazaty, ze w wyniku 24-godzinnej ekspozycji komoérek SKOV-3 na
resweratrol w stezeniu 10 pM dochodzi do obnizenia produkcji integryn a5l o 11 = 1% w
porownaniu z grupg kontrolng. Z kolei stilben 3,3',4,4'-THS uzyty w st¢zeniach 10 uM i 100
uM zwiekszat produkcje badanych integryn o, odpowiednio, 70 + 10% i 104 £+ 25%. Trzeci
z badanych zwigzkow, 3,3',4,4',5,5'-HHS wykazywat dziatanie pobudzajace przy wszystkich
zastosowanych st¢zeniach, a wzrost wynosit 31 + 8%, 57 = 27% 1 157 + 34% dla,
odpowiednio, dawek 10, 501 100 uM (Rycina 34A).

W wyniku ekspozycji komorek przediuzonej do 48 godzin poglebil si¢ efekt dziatania
resweratrolu, ktory obnizyt produkcj¢ integryn przy kazdym z uzytych st¢zen, przy czym
najsilniejszy, a zarazem identyczny, spadek odnotowano dla stezen 10 1 100 uM (o 64 +
8%). W tym punkcie czasowym dwa syntetyczne stilbeny zwickszaty produkcje integryn,
jednak 3,3',4,4'-THS powodowat ten efekt tylko przy st¢zeniu 100 uM (wzrost o 55 = 8%),
natomiast 3,3',4,4',5,5'-HHS przy kazdym z uzytych stezen. W tym przypadku najwickszy
wzrost w stosunku do grupy komorek kontrolnych (wynoszacy 52 + 18%) stwierdzono dla
stezenia 100 uM (Rycina 34B).

W trzeciej dobie doswiadczenia resweratrol utrzymat swoja aktywnos$¢, obnizajac
komoérkowe stezenie integryn aS5Sf1 w sposdb bardzo zblizony do poprzedniego punktu
czasowego. Z kolei w przypadku stilbenu 3,3',4,4'-THS uzytego w st¢zeniu 10 uM
odnotowano obnizenie poziomu integryn o 60 = 10%, a efekt ten byl silniejszy statystycznie
w porownaniu z dzialaniem resweratrolu. Z kolei przy stezeniach wyzszych, tj. 50 1 100 uM
zwigzek ten stymulowal produkcje integryn, czyniac to najsilniej przy st¢zeniu najwyzszym
(wzrost 0 89 = 19%). Trzeci ze zwiazkow, 3,3',4,4'.5,5'-HHS zwigkszal produkcj¢ integryn
przy kazdym z uzytych stezen, przy czym dla st¢zen 50 i 100 uM odnotowane efekty byly
porownywalne z dziataniem 3,3',4,4'-THS (Rycina 34C).
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Rycina 34. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3'4,4",5,5'-HHS (HHS)
na stezenie integryn a5p1 w komdérkach raka jajnika SKOV-3 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C)
godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na 4
odrebnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne
statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komorkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkow
badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono réznice istotne statystycznie w
poréwnaniu z komoérkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.11. Wplyw resweratrolu i jego pochodnych na migracje¢ komorek raka jajnika
Zmiany migracji komoérek nowotworowych oceniono pod katem autokrynnego wptywu
chemotaktycznego czynnikow wydzielnych do $rodowiska (medium kondycjonowanego)

przez komorki raka jajnika poddawane dziataniu badanych zwiazkow.

4.11.1. Komérki A2780

Badania dowiodty, ze komorki raka jajnika A2780 eksponowane na resweratrol przez 24
godziny nie wykazuja zmian w efektywno$ci migracji w kierunku medium
kondycjonowanego. Jednoczesnie, migracja komorek poddawanych dziataniu 3,3',4,4'-THS
w stezeniach 10 1 50 uM byla wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolng o, odpowiednio, 15 +
6% 1 23 £+ 5%. Natomiast pod wplywem dziatania zwigzku w stezeniu 100 puM
zaobserwowano obnizenie migracji komorek o 11 + 3%. Stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS wywierat
dzialanie pobudzajace migracj¢ komorek przy kazdym z uzytych stezen, a skala tego efektu
byta porownywalna z dziataniem 3,3',4,4'-THS w stezeniu 50 uM (Rycina 35A).

W wyniku przedtuzenia ekspozycji komoérek do 48 godzin resweratrol uzyty w stezeniu
100 uM zahamowat migracj¢ komorek A2780 o 33 + 12% w poréwnaniu z grupg kontrolna.
Jednoczesnie doszto do spotggowania pobudzajacego migracje dziatania 3,3',4,4'-THS, ktory
przy stezeniu 50 uM pobudzit to zjawisko o 52 + 34%, a przy st¢zeniu 100 uM o 133 +
80%. Z kolei stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS, ktory w pierwszej dobie takze pobudzal migracje, po
dwoéch dobach ekspozycji wykazywat dziatanie hamujace ten proces. W stezeniu 50 uM
zwigzek ten zmniejszyt migracje komorek nowotworowych o 21 + 5%, natomiast w stezeniu
100 uM o 27 + 13%. Efekty wywierane przez 3,3',4,4',5,5'-HHS nie roznily si¢ statystycznie
od tych, wywolywanych przez resweratrol, natomiast rozpatrujgc stezenia 50 i 100 uM byly
one znamiennie stabsze od efektow dziatania 3,3',4,4'-THS (Rycina 35B).

Po 72 godzinach ekspozycji dziatanie antymigracyjne resweratrolu zaniklo, natomiast
dziatanie promigracyjne 3,3'4,4-THS utrzymato si¢, dodatkowo ujawniajac si¢ przy
stezeniu 10 uM. Pobudzenie migracji komoérek pod wptywem tego zwigzku byto znaczaco
silniejsze niz po dwoch dobach ekspozycji, szczegdlnie w odniesieniu do st¢zenia 50 uM
(wzrost migracji o 115 + 24%). Stilben 3,3'4,4'5,5'-HHS zachowal w tym punkcie
czasowym swoje dziatanie hamujace migracje, ktore objelo wszystkie stgzenia zwigzku.
Przy stezeniu 10 uM migracja zmniejszyla si¢ o 36 £ 18%, przy stezeniu 50 uM o 41 £ 18%,
a przy stezeniu 100 uM o 28 + 19% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 35C).
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Rycina 35. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na migracje komorek raka jajnika A2780 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godzinach
ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentow przeprowadzonych na 8 odrebnych
hodowlach komdérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne statystycznie
(P<0,05) w porownaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkow badanych
(komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu
z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.11.2. Komérki OVCAR-3

W wyniku 24-godzinnej ekspozycji komoérek raka jajnika OVCAR-3 na resweratrol nie
zaobserwowano zmian w efektywnosci migracji komoérek w kierunku medium
kondycjonowanego. Natomiast oba syntetyczne analogi resweratrolu, tj. 3,3',4,4'-THS |
3,3,4,4'55'-HHS wykazywaty dzialanie pobudzajace migracj¢, przy czym nie stwierdzono
istotnych r6znic miedzy efektami wywieranymi przez oba zwiazki. Przyktadowo, 3,3'4,4'-
THS uzyty w stezeniu 10 uM pobudzat migracje¢ komoérek nowotworowych o 40 = 15%, w
stezeniu 50 uM o 41 + 20%, a w stezeniu 100 uM o 57 + 16% w pordéwnaniu z grupa
kontrolng (Rycina 36A).

W rezultacie przedtuzenia ekspozycji komorek do 48 godzin zaobserwowane efekty byty
analogiczne do tych, opisujacych wczesniejszy punkt czasowy. Oznacza to, ze resweratrol
ponownie nie wykazywal zdolnosci modyfikowania migracji komoérek pod wplywem
chemotaktycznego dziatania medium kondycjonowanego, natomiast oba jego syntetyczne
analogi pobudzaly migracj¢ w catym zakresie stezen, w stopniu identycznym jak po 24
godzinach inkubacji. Takze i teraz nie odnotowano roznic w sile dziatania obu pochodnych
resweratrolu (Rycina 36B).

Badanie przedtuzone do 72 godzin ujawnito antymigracyjne dziatanie resweratrolu, ktory
uzyty w stezeniu 10 uM zahamowat ten proces o 20 + 12%, w stezeniu 50 uM o 24 + 5%, a
w stezeniu 100 uM o 28 £+ 17% w poréwnaniu z komérkami grupy kontrolnej. Jednoczesnie
zaobserwowano znaczgce wzmocnienie promujgcego migracj¢ dziatania obu syntetycznych
pochodnych resweratrolu, przy czym skala efektow wywieranych przez oba zwigzki nie
réznila si¢ migdzy sobg, za wyjatkiem stgzenia 10 uM, przy ktérym efekt wywierany przez
3,3,4,4'55'-HHS byt znaczaco silniejszy w poroOwnaniu z 3,3',4,4'-THS. W tym wlasnie
stezeniu stilben 3,3',4,4'.5,5'-HHS pobudzat migracje komoérek OVCAR-3 o 122 + 44%,
uzyty w stezeniu 50 uM o 133 + 45%, natomiast w stezeniu 100 uM pobudzat to zjawisko o
147 £ 86% w porownaniu z grupg kontrolng (Rycina 36C).
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Rycina 36. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3"4,4'5,5'-HHS (HHS)
na migracje komorek raka jajnika OVCAR-3 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godzinach
ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentow przeprowadzonych na 8 odrebnych
hodowlach komdérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne statystycznie
(P<0,05) w porownaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkow badanych
(komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu
z komorkami eksponowanymi na resweratrol.



Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.11.3. Komérki SKOV-3

W przeciwienstwie do dwoch poprzednich typow komorek raka jajnika, 24-godzinna
ekspozycja komorek SKOV-3 na badane stilbeny spowodowata znaczgce zahamowanie
migracji komorek w kierunku medium kondycjonowanego, ktory to efekt odnotowano dla
wszystkich  trzech zwigzkéw badanych. Skala zahamowania migracji komorek
nowotworowych pod wplywem trzech stilbenow byta bardzo podobna. W przypadku
resweratrolu, zwigzek uzyty w stezeniu 10 uM spowodowat obnizenie migracji komoérek o
57 £ 11%, w stezeniu 50 uM o 44 + 25%, a w stezeniu 100 uM o 51 = 13% w poréwnaniu z
grupa kontrolng. Dla poréwnaniu, stilben 3,3',4,4'-THS uzyty w st¢zeniu 10 uM hamowat
migracje o 31 £ 31%, w stezeniu 50 uM o 40 £ 11%, a w stezeniu 100 uM o 44 £+ 31%
(Rycina 37A).

Po ekspozycji komoérek trwajacej 48 godzin, antymigracyjne efekty wywierane przez
zwigzki badane utrzymaly si¢ w postaci praktycznie niezmienionej w poréwnaniu z
pierwszym punktem czasowym eksperymentu. Aktywno$¢ zadnego z syntetycznych
stilbenow nie rdéznita si¢ w sposéb znaczacy ani mig¢dzy sobg, ani w pordwnaniu z
resweratrolem (Rycina 37B).

W trzecim z punktéw czasowych, tj. po 72 godzinach eksperymentu stwierdzono, ze
wplyw stilbenow na zjawisko migracji komoérek nowotworowych nie ulegt zmianie.
Jednoczesnie uwage zwracat efekt wywotywany przez 3,3',4,4'-THS w stezeniu 10 uM,
kiedy to zwigzek ten obnizyl migracje komorek o 60 £ 7%, czynigc t0 w sposob istotnie
wyzszy W porOwnaniu z resweratrolem. Przy tym stgzeniu antymigracyjne dziatanie
3,3',4,4'-THS bylo takze istotnie silniejsze niz drugiego analogu, 3,3'4,4',5,5'-HHS (Rycina
37C).
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Rycina 37. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4'5,5'-HHS (HHS)
na migracje komorek raka jajnika SKOV-3 po 24 (A), 48 (B) i 72 (C) godzinach
ekspozycji. Wyniki pochodzg z ecksperymentow przeprowadzonych na 8 odrebnych
hodowlach komérek nowotworowych. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne statystycznie
(P<0,05) w porownaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkow badanych
(komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu
z komoérkami eksponowanymi na resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.12. Wplyw resweratrolu i jego pochodnych na wydzielanie kwasu hialuronowego
Kwas hialuronowy (HA) jest jednym z mediatorow migracji komorek raka jajnika,
zachodzace] w kierunku chemotaktycznego dzialania medium kondycjonowanego
wygenerowanego przez LKMO [100]. W niniejszych badaniach oceniono wptyw stilbenow
na stezenie HA w medium kondycjonowanm, wytworzonym przez komoérki nowotworowe,

ktore moglyby wykorzystywac ten czynnik do autokrynnej stymulacji procesu migracji.

4.12.1. Komérki A2780

Stwierdzono, ze 24-godzinna ekspozycja komorek A2780 na resweratrol nie powoduje
zmian w wydzielaniu HA do wygenerowanego przez nie medium kondycjonowanego. Z
kolei ekspozycja komorek na 3,3'.4,4'-THS spowodowata wzrost wydzielania HA przy
kazdym z uzytych st¢zen zwiazku, przy czym zdecydowanie najwyzszy wzrost odnotowano
dla stezen 50 uM (o 570 £ 46%) 1 100 uM (o 578 £ 48%). Drugi z syntetycznych analogéw
resweratrolu, 3,3',4,4',5,5'-HHS takze pobudzat wydzielanie HA do medium hodowlanego,
przy czym efekt odnotowany dla stezenia 10 uM (wzrost o 326 + 4%) byl istotnie
statystycznie wyzszy w porownaniu z dziataniem 3,3',4,4'-THS (Rycina 38A).

W nastepstwie ekspozycji komorek przedtuzonej do 48 godzin, resweratrol uzyty w
stezeniach 10 1 50 uM obnizat sekrecj¢ HA (odpowiednio o 49 + 7% 1 47 £ 1%), natomiast
w stezeniu 100 uM produkcje HA podwyzszat (o 158 + 39%). Stilben 3,3',4,4'-THS obnizat
wydzielanie HA przy stezeniu 10 uM (o 60 = 2%), natomiast przy stezeniach 50 1 100 uM
wydzielanie podwyzszal o, odpowiednio, 36 + 13% 1 262 + 23%. Z kolei stilben
3,3',4,4'5,5-HHS wptywat na wydzielanie HA tylko przy stezeniach 10 1 50 pM, i w obu
przypadkach bylo to dziatanie hamujace (odpowiednio o 53 + 8% i 74 + 12%) (Rycina
38B).

W trzeciej dobie ekspozycji, resweratrol ponownie wykazywat dzialanie pobudzajgce
sekrecj¢ HA przez komorki, a odnotowany efekt byl porowywalny dla wszystkich trzech
stezen zwigzku (przyktadowo, wzrost o 218 + 35% dla stezenia 50 uM). Stilben 3,3',4,4'-
THS pobudzatl wydzielanie HA tylko przy stezeniu 100 uM (o 164 + 44%), natomiast stilben
3,3,4,4'55'-HHS nasilal to zjawisko przy stezeniach 50 i 100 uM (wzrost o, odpowiednio,
59+ 7% 1218 = 114%) (Rycina 38C).
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Rycina 38. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4"5,5'-HHS (HHS)
na produkcje kwasu hialuronowego (HA) przez komorki raka jajnika A2780 po 24 (A),
48 (B) i 72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentéw
przeprowadzonych na 4 odrgbnych hodowlach komoérek nowotworowych. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komodrkami nie
poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komorki kontrolne; K). Symbolem #
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na
resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.12.2. Komérki OVCAR-3

Stwierdzono, ze ekspozycja komoérek raka jajnika OVCAR-3 na resweratrol w stezeniu
50 uM powoduje obnizenie sekrecji HA o 37 £ 19% po 24 godzinach ekspozycji. Z kolei
dwa syntetyczne analogi resweratrolu powoduja wzrost wydzielania HA do medium
kondycjonowanego, przy czym stilben 3,3',4,4'-THS czyni to przy stezeniach 10 uM i 50
uM (wzrost o, odpowiednio, 19 + 9% i 16 + 2%), natomiast stilben 3,3',4,4',5,5'-HHS tylko
przy stezeniu 50 uM (wzrost o 19 £ 5%) (Rycina 39A).

W wyniku ekspozycji komorek przedtuzonej do 48 godzin doszto do obnizenia produkcji
HA przez komdrki eksponowane na resweratrol, jednak efekt ten byt widoczny tylko przy
stezeniu 100 puM (obnizenie o 41 + 9%). Ekspozycja komoérek na 3,3'.4,4'-THS
spowodowata wzrost wydzielania HA do medium, a efekt ten zachodzit przy stezeniu 10 uM
(wzrost o 12 + 4%). Z kolei w odniesieniu do stilbenu 3,3'.4,4',5,5'-HHS zaobserwowano
wzrost sekrecji HA przy uzyciu stezenia 100 uM, a wzrost ten wynosit 24 + 12% w stosunku
do komorek grupy kontrolnej (Rycina 39B).

Trzecia doba ekspozycji komorek OVCAR-3 na badane zwiazki zaowocowala
nieznacznym obnizeniem sekrecji HA pod wptywem resweratrolu uzytego w stezeniu 100
UM (obnizenie o 24 + 14%) oraz bardzo silnym wzrostem jego wydzielania pod wplywem
dwoch syntetycznych stilbendw. W odniesieniu do 3,3'.4,4'-THS stwierdzono, ze zwigzek
ten w stezeniu 10 uM podwyzsza wydzielanie HA do medium o 42 + 10%, w st¢zeniu 50
uM o 134 £ 36%, a w stezeniu 100 uM o 150 + 36%, w porownaniu z grupa kontrolng.
Zaréwno w stezeniu 50 puM, jak i 100 uM efekty wywierane przez 3,3',4,4',5,5'-HHS byly
silniejsze niz dziatanie 3,3',4,4'-THS (Rycina 39C).
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Rycina 39. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4",5,5'-HHS (HHS)
na produkcje¢ kwasu hialuronowego (HA) przez komorki raka jajnika OVCAR-3 po 24
(A), 48 (B) i 72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentow
przeprowadzonych na 4 odrebnych hodowlach komorek nowotworowych. Symbolem *
oznaczono roéznice istotne statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komodrkami nie
poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komoérki kontrolne; K). Symbolem #
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na
resweratrol.
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.

4.12.3. Komérki SKOV-3

Badania przeprowadzone na komorkach raka jajnika linii SKOV-3 wykazaty, ze w
wyniku ekspozycji komorek na badane zwiazki trwajacej 24 godziny, wszystkie trzy stilbeny
zmniejszajg wydzielanie HA do medium kondycjonowanego. Resweratrol wykazywatl takie
dziatanie przy st¢zeniach 10 pM (obnizenie o 38 + 9%) i 50 uM (obnizenie o 21 + 14%). W
tych samych stezeniach swag aktywnos¢ ujawnit 3,3',4,4'-THS, ktory przy nizszym stezeniu
zahamowal wydzielanie HA o0 29 + 9%, a przy wyzszym st¢zeniu o 26 + 3%. Analogicznie
stytuacja miala si¢ w przypadku drugiego z analogéw, 3,3',4,4',5,5'-HHS, ktéry przy stezeniu
10 uM obnizatl wydzielanie HA o 22 + 12%, a przy stgzeniu 50 uM o 43 + 25% (Rycina
40A).

W wyniku ekspozycji przedtuzonej do 48 godzin, resweratrol hamowal wydzielanie HA
tylko przy stezeniu 10 uM (obnizenie o 52 £ 16%). W tym samym st¢zeniu aktywny byt
takze 3,3',4,4'-THS, ktéry obnizyt wydzielanie HA do $rodowiska hodowlanego o 33 +
15%). Trzeci z badanych zwigzkow, 3,3',4,4',5,5'-HHS dziatat hamujaco, w porownywalny
sposob, przy kazdym z uzytych stezen (obnizenie o 41 + 7% dla 10 uM, o 36 + 12 dla 50
uMio 32 + 12% dla 100 uM) (Rycina 40B).

Ocena stezenia HA w medium kondycjonowanym z hodowli komoérek SKOV-3,
poddawanych dziataniu badanych stilbenow wykazata, ze zwiagzki te nie wptywaly na

zmiang sekrecji HA po 72 godzinach ekspozycji (Rycina 40C).
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Rycina 40. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4"5,5'-HHS (HHS)
na produkcje¢ kwasu hialuronowego (HA) przez komorki raka jajnika SKOV-3 po 24
(A), 48 (B) i 72 (C) godzinach ekspozycji. Wyniki pochodza z eksperymentow
przeprowadzonych na 4 odrebnych hodowlach komorek nowotworowych. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie (P<0,05) w porownaniu z komoérkami nie
poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych (komoérki kontrolne; K). Symbolem #
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami eksponowanymi na
resweratrol.
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4.13. Wplyw resweratrolu i jego pochodnych na angiogeneze zalezna od LKMO

Celem tej grupy doswiadczen byta analiza dwoch wyktadnikow procesu angiogenezy, tj.
proliferacji i migracji komorek $rodbtonka naczyniowego (HUVEC) in vitro, w odpowiedzi
na czynniki rozpuszczalne, wydzielone do medium kondycjonowanego przez LKMO
poddawane dziataniu zwigzkéw badanych. Kontekst eksperymentalny tych badan
poszerzono o proces replikacyjnego starzenia si¢ LKMO.

Stezenia stilbenow uzyte w tych eksperymentach roznity si¢ od tych, stosowanych w
przypadku wczesniejszych doswiadczen na komoérkach nowotworowych. Jako pierwsze
wykorzystano st¢zenie 0,5 puM, przy ktérym — jak wykazaly wczesniejsze badania —
resweratrol opdznia tempo starzenia si¢ LKMO [189]. Drugim z uzytych st¢zen byto 10 uM,
ktére okazato si¢ by¢ najwyzszym nietoksycznym st¢zeniem resweratrolu oraz 3,3'.4,4',5,5'-
HHS w stosunku do LKMO [166;247]. Odmienny w tych badaniach byl takze czas
ekspozycji komoérek (LKMO) na stilbeny. Komorki okreslane jako "mlode" byly poddawane
dzialaniu tych zwiazkow przez 14 dni, natomiast komorki "stare" eksponowane byly na

stilbeny przez caty okres ich aktywno$ci proliferacyjnej, wynoszacy przecietnie 40 dni.

4.13.1. Proliferacja komorek srodblonka naczyniowego

Badania wykazaly, ze ekspozycja komorek §rodblonka naczyniowego HUVEC na media
wygenerowane przez mtode hodowle LKMO eksponowane na resweratrol w stezeniu 10 uM
powoduje obnizenie proliferacji komoérek o 17 + 6% w pordwnaniu z grupa kontrolng. Z
koleti w przypadku komorek poddawanych dziataniu medidow z hodowli LKMO
eksponowanych na analogi resweratrolu dochodzi do znaczacego pobudzenia proliferacji.
Stilben 3,3',4,4'-THS w stezeniu 10 uM powodowal, w sposob posredni (LKMO-zalezny),
wzrost aktywnosci podziatlowej komorek Srédblonkowych o 26 + 12%, natomiast
3,3,4,4'55'-HHS dziatat efektywnie przy obu uzytych stezeniach, pobudzajac proliferacje
komorek o 28 + 7% (przy stezeniu 0,5 uM) oraz o 88 £ 20% (przy stezeniu 10 uM). Co
wazne, efekty pobudzenia proliferacji wywierane przez 3,3',4,4',5,5'-HHS byly istotnie
statystycznie wyzsze od tych, wynikajacych z dzialania 3,3',4,4'-THS, przy obu uzytych
stezeniach (Rycina 40A).

Analiza tego parametru z wykorzystaniem medidow kondycjonowanych wygenerowanych
przez stare LKMO pokazata, ze resweratrol ponownie wywiera dziatanie antyproliferacyjne

wzgledem komoérek HUVEC (obnizenie aktywnos$ci podziatowej o 24 + 4%), przy czym
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czyni to przy nizszym z uzytych stezen (0,5 uM). Syntetyczne analogi resweratrolu,
podobnie jak w przypadku hodowli mtodych, pobudzaty zalezng od LKMO proliferacj¢
hodowli HUVEC w stopniu porownywalnym do efektu wywieranego przez media z hodowli
komoérek miodych. Wzmocnieniu uleglo dziatanie 3,3'4,4',5,5'-HHS zastosowanego w
stezeniu 0,5 uM, ktore w tym uktadzie doswiadczalnym hamowato proliferacje komorek w
stopniu porownywalnym z dzialaniem st¢zenia 10 uM. W odniesieniu do nizszego ze stezen
zwigzku, dziatanie 3,3',4,4',5,5'-HHS bylo znaczaco silniejsze w poréwnaniu z 3,3',4,4'-THS
(Rycina 40B).
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Rycina 40. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4',5,5'-HHS (HHS)
na zalezna od mlodych (A) i starych (B) LKMO proliferacj¢ komorek srodblonka
naczyniowego HUVEC. Wyniki pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych w
duplikatach, z wykorzystaniem mediéw pobranych z 9-12 hodowli LKMO, pochodzacych
od réznych dawcow. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie (P<0,05) w
porownaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkéw badanych (komorki
kontrolne; K). Symbolem # oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z
komorkami eksponowanymi na resweratrol.

134
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4.13.2. Migracja komorek srodblonka naczyniowego

Ocena migracji komorek srodbtonka naczyniowego HUVEC pod wpltywem medium
kondycjonowanego z hodowli mtodych LKMO eksponowanych na stilbeny wykazata, ze
jedynym zwigzkiem wplywajacym na ten parametr jest resweratrol, ktréry uzyty w stg¢zeniu
0,5 uM hamuje proces migracji o 30 + 3% (Rycina 41A).

Wyniki badania wykonanego z uzyciem mediow ze starych LKMO wykazaly, ze
resweratrol w st¢zeniu 0,5 uM hamuje migracje komérek HUVEC o 12 + 3%. Jednocze$nie
3,3'4,4-THS uzyty w stezeniu 10 uM nasilat ten proces o 64 + 6%, a 3,3'4,4'.5,'-HHS

zwigkszat migracj¢ o 65 + 16% w poréwnaniu z grupa kontrolng (Rycina 41B).
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Rycina 41. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3'4,4'-THS (THS) i 3,3',4,4',5,5'-HHS (HHS)
na zalezna od mlodych (A) i starych (B) LKMO migracj¢ komorek srodblonka
naczyniowego HUVEC. Wyniki pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych w
duplikatach, z wykorzystaniem mediéw pobranych z 9-12 hodowli LKMO, pochodzacych
od roznych dawcéw. Symbolem * oznaczono rdéznice istotne statystycznie (P<0,05) w
porownaniu z komoérkami nie poddawanymi dzialaniu zwigzkéw badanych (komorki
kontrolne; K). Symbolem # oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z
komorkami eksponowanymi na resweratrol.
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4.13.3. Identyfikacja mediatoréw dzialania resweratrolu

Celem okreslenia mediatorow, odpowiedzialnych za antyproliferacyjny 1 antymigracyjny
wptyw mediow kondycjonowanych, wygenerowanych przez LKMO poddawane dzialaniu
resweratrolu przeprowadzono badania interwencyjne z wykorzystaniem egzogennych
rekombinowanych form wybranych mediatorow angiogenezy, tj. VEGF, GRO-1/CXCL1,
IL-8/CXCL8 i MCP-1/CCL2. Czynniki te dodawano do probek medium kondycjonowanego
w stezeniu odpowiadajacym rdéznicy miedzy stezeniem danego czynnika w medium
kontrolnym oraz w medium pochodzacym z hodowli LKMO eksponowanej na resweratrol
(na podstawie wynikéw uzyskanych w rozprawie doktorskiej [247]). Do$wiadczenia te
wykazaly, ze tylko w przypadku dodania do medium egzogennej formy VEGF nastepuje
przywrécenie proliferacji komorek do warto$ci charakteryzujacych grupe kontrolna.
Prawidlowos¢ ta byla obecna w doswiadczeniach z wykorzystaniem mediow
kondycjonowanych zarowno z hodowli mtodych, jak i starych LKMO (Rycina 42A).

Oceniajac w analogiczny sposéb migracje komorek $rodblonkowych stwierdzono, ze
przywrdcenie migracji do poziomu cechujacego grupe kontrolng jest mozliwe tylko po
zastosowaniu egzogennej rekombinowanej formy 1L-8/CXCL8. Podobnie jak w przypadku
proliferacji, efekt ten wystepowatl zarowno w przypadku mediéow kondycjonowanych z

hodowli mtodych, jak i starych LKMO (Rycina 42B).

4.13.4. Identyfikacja mediatoréw dzialania analogow resweratrolu

W celu identyfikacji rozpuszczalnych mediator6w wzmozonej proliferacji 1 migracji
komoérek HUVEC pod wptywem syntetycznych stilbenow przeprowadzono doswiadczenia,
w ktorych oba procesy oceniono w obecno$ci medidow z dodatkiem specyficznych
przeciwciat neutralizujacych VEGF, GRO-1/CXCL1, IL-8/CXCL8 i MCP-1/CCL2. Badania
te wykazaty, ze do zahamowania proliferacji komorek dochodzi w wyniku wzbogacenia
medium z hodowli mtodych 1 starych LKMO eksponowanych na 3,3',4,4'-THS w st¢zeniu
10 uM w przeciwciata neutralizujagce VEGF i IL-8/CXCL8. W przypadku 3,3',4,4',5,5'-HHS
stwierdzono, ze w odniesieniu do mediow z mtodych i starych LKMO poddawanych
dziataniu zwigzku w stezeniu 0,5 puM, skuteczne jest zablokowanie VEGF, natomiast w
odniesieniu do stezenia 10 uM, zaréwno neutralizacja VEGF, jak i IL-8/CXCL8 (Tabela
12).
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Rycina 42. Wplyw egzogennych rekombinowanych form mediatorow angiogenezy na
proliferacje¢ (A) i migracje (B) komorek S$rodblonka naczyniowego HUVEC w
odpowiedzi na medium kondycjonowane (MK) z hodowli mlodych i starych LKMO
eksponowanych na resweratrol (Res). Wyniki pochodza 2z eksperymentéw
przeprowadzonych w duplikatach, z wykorzystaniem mediow pobranych z 9-12 hodowli
LKMO, pochodzacych od roznych dawcoéw. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie (P<0,05) w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi.
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Tabela 12. Wplyw przeciwcial neutralizujacych skierowanych przeciwko czynnikom
angiogennym na zalezng od LKMO proliferacje komoérek srédblonka naczyn. Wartosci
wyrazono jako % proliferacji komorek $rodbtonkowych traktowanych medium
kondycjonowanym z hodowli LKMO poddawanych dziataniu stilbenéw (i uznawanych jako
100%). W przypadku, gdy medium kondycjonowane nie wptywalo na proliferacje komorek
srédblonka naczyniowego, ocena wptywu przeciwcial neutralizujacych nie byta prowadzona
(n.d. - nie dotyczy). Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach
na 8 odrgbnych hodowlach komoérek srodblonka naczyniowego. Symbolem * oznaczono
istotne statystycznie (P<0,05) obnizenie proliferacji komorek $rodbtonkowych.

PROLIFERACJA

ST o ey mediulinKsz(;odych mediu IinKzl\(jl gtarych

0,5 uM 10 uM 0,5 uM 10 uM

3,3',4,4'-THS + anty-VEGF n.d. 62 £ 2% n.d. 54 + 9%
3,3,4,4'-THS + anty-GRO-1/CXCL1 n.d. 102 £ 11 n.d. 98 +5
3,3,4,4'-THS + anty-1L-8/CXCLS8 n.d. 82 + 6* n.d. 81 + 5%
3,3'4,4'-THS + anty-MCP-1/CCL2 n.d. 94+ 8 n.d. 1035
3,3',4,4'5,5'-HHS + anty-VEGF 84 £ 2% 58 £4%* 76 + 4* 65+ 5*
3,3,4,4'5,5-HHS + anty-GRO-1/CXCL1 92 £8 103+5 8911 93+6
3,3'4,4'5,5'-HHS + anty-1L-8/CXCL8 89+6 72+ 7% 8912 87 £ 3*
3,3'4,4'5,5-HHS + anty-MCP-1/CCL2 94 +6 89+ 6 92+5 90 + 10

W odniesieniu do zjawiska migracji badaniu poddano tylko komoérki sroédbtonkowe,
podlegajace  dziataniu mediow kondycjonowanych z hodowli starych LKMO,
eksponowanych na stilbeny w stezeniu 10 pM, gdyz tylko w tym ukladzie
ekesperymentalnym stwierdzono uprzednio wzrost efektywnos$ci migracji komorek. Badania
wykorzystujace przeciwciata neutralizujace wykazaty, ze w przypadku 3,3',4,4'-THS oraz
3,3'4,4'55'-HHS skuteczne zahamowanie migracji komérek HUVEC jest mozliwe tylko
poprzez unieczynnienie w medium kondycjonowanym IL-8/CXCLS8 (Tabela 13).
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Tabela 13. Wplyw przeciwcial neutralizujacych skierowanych przeciwko czynnikom
angiogennym na zalezng od LKMO migracje komorek Srédblonka naczyn. Wartosci
wyrazono jako 9% migracji komorek $réodbtonkowych traktowanych medium
kondycjonowanym z hodowli LKMO poddawanych dziataniu stilbendéw (i uznawanych jako
100%). W przypadku, gdy medium kondycjonowane nie wplywato na migracje¢ komoérek
srédblonka naczyniowego, ocena wptywu przeciwciatl neutralizujacych nie byta prowadzona
(n.d. - nie dotyczy). Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach
na 8 odrgbnych hodowlach komoérek $rédblonka naczyniowego. Symbolem * oznaczono
istotne statystycznie (P<0,05) obnizenie migracji komorek §rodbtonkowych.

MIGRACJA

e o ozl mediuIinKszcl)odych mediu[nKZh(; garych

0,5 uM 10 uM 0,5 uM 10 uM

3,3'4,4'-THS + anty-VEGF n.d. n.d. n.d. 93+9
3,3,4,4'-THS + anty-GRO-1/CXCL1 n.d. n.d. n.d. 106 £ 15
3,3",4,4'-THS + anty-IL-8/CXCL8 n.d. n.d. n.d. 46 + 7*
3,3',4,4'-THS + anty-MCP-1/CCL2 n.d. n.d. n.d. 101 +6

3,3,4,4'5,5'-HHS + anty-VEGF n.d. n.d. n.d. 85+8
3,3,4,4'5,5'-HHS + anty-GRO-1/CXCL1 n.d. n.d. n.d. 83+ 14
3,3,4,4'55'-HHS + anty-1L-8/CXCLS8 n.d. n.d. n.d. 65 + 6*

3,34,4'5,5'-HHS + anty-MCP-1/CCL2 n.d. n.d. n.d. 92 +7

4.14. Wplyw resweratrolu i jego pochodnych na produkcje¢ reaktywnych form tlenu
przez LKMO

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze mtode LKMO eksponowane
przez 4 godziny na resweratrol (punkt czasowy wyselekcjonowany na podstawie
wezesniejszych badan [189;247]) nie wykazywaly zmian w produkcji RFT. Z kolei stilben
3,3'4,4-THS wzmagatl generowanie RFT przez mtode LKMO o 99 + 9% przy stezeniu 0,5
uM i o 169 £ 13% przy stezeniu 10 uM. Efekty wywierane przez 3,3',4,4'5,5-HHS w
stezeniu 0,5 uM byty niemal identyczne z dziataniem 3,3',4,4'-THS, natomiast dziatanie tego
zwigzku w stezeniu 10 uM bylo istotnie silniejsze (wzrost o 246 + 11%) w pordwnaniu
3,3',4,4'-THS. Efekty wywierane przez obie pochodne resweratrolu, przy uzyciu obu stezen,

byty statystycznie silniejsze w poréwnaniu z resweratrolem (Rycina 43A).
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Analizujgc generowanie RFT przez komorki stare stwierdzono, ze resweratrol ponownie
nie wplywa na zmian¢ produkcji RFT. Z kolei jego oba syntetyczne analogi, okazaly si¢
pobudza¢ produkcje RFT przez komorki stare w stopniu poréwnywalnym do efektow
obserwowanych w odniesieniu do hodowli mtodych. Takze i w tym przypadku wykazano
efektywno$¢ dziatania obu pochodnych, przy czym zatarciu ulegly rdznice miedzy

dziataniem 3,3',4,4'-THS a 3,3',4,4',5,5'-HHS przy st¢zeniu 10 uM (Rycina 43B).
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Rycina 43. Wplyw resweratrolu (Res), 3,3',4,4'-THS (THS) i 3,3",4,4',5,5'-HHS (HHS)
na produkcje RFT prze mlode (A) i stare (B) LKMO. Wyniki pochodza z
eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach, z wykorzystaniem 6 hodowli LKMO,
pochodzacych od réznych dawcoéw. Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie
(P<0,05) w poréwnaniu z komoérkami nie poddawanymi dziataniu zwigzkéw badanych
(komorki kontrolne; K). Symbolem # oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu
z komorkami eksponowanymi na resweratrol.
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5. DYSKUSJA

5.1. Koncepcja i realizacja badan

Aktualne badania, ukierunkowane na identyfikacje nowych klas chemioterapeutykow,
skutecznych w hamowaniu progresji raka jajnika koncentrujg si¢ gtownie wokot mozliwosci
ograniczania procesu neowaskularyzacji guza i/lub modulowania $ciezek sygnatowych,
zaangazowanych w ten i inne elementy post¢pu choroby [119]. Z punktu widzenia
wspotczesnej wiedzy o roli mikrosrodowiska tkankowego w rozwoju nowotworow i
mozliwosci ich leczenia [255-257] mozna stwierdzi¢, ze nieco niedocenianym elementem
ekspansji komorek nowotworowych, w kontekScie wykorzystania terapeutycznego, jest
proces starzenia si¢ komorek prawidlowych [258;259]. Jak wykazaly badania
przeprowadzone na modelach komoérkowych 1 zwierzecych, komorki stare, ktore gromadza
si¢ w tkankach w miare¢ starzenia si¢ organizmu [260], moga aktywnie przyczynia¢ si¢ do
nasilenia rozwoju zmian nowotworowych [261;262]. W zwiazku z tym, zasadnym wydaje
si¢ pytanie, czy alternatywnym sposobem ograniczenia post¢pu choroby nowotworowej
moze by¢ stosowanie zwigzkéw chemicznych, znanych ze swego dzialania
przeciwstarzeniowego. Bezposrednia odpowiedz na to pytanie jest jednak trudna, co wynika
przede wszystkim z tego, iz pomimo duzego postepu wiedzy w zakresie molekularnych
mechanizmow starzenia, dotychczasowe sukcesy w zakresie opdznienia tempa tego procesu
pod wptywem okreslonych substancji chemicznych dotyczyly niemal wylacznie ukladéw
eksperymentalnych in vitro [246;263]. Wyjatkiem od tej reguly jest resweratrol, ktory procz
zwickszania mozliwej do osiagnigcia przez komorki liczby podziatow (tzw. limitu
Hayflicka) [189-191], okazat si¢ takze zwigkszac $rednig dlugos¢ zycia wielu organizmow
modelowych [180-182]. Co nie mniej istotne, zwigzek ten wykazuje takze kilka innych
dziataf, bedacych wysoce pozadanymi z punktu widzenia zmian zachodzacych w
starzejacym si¢ organizmie, tj. dziatanie kardioprotekcyjne [136], neuroprotekcyjne [151] i
przeciwzapalne [144]. Ostatnim, a zarazem kluczowym argumentem $wiadczacym o
potencjale terapeutycznym resweratrolu jest jego zdolno$¢ do ograniczania postgpu choroby
nowotworowej, na praktycznie kazdym z jej etapéw [158]. Pomimo tych waloréw,
wykorzystanie resweratrolu w praktyce jest ograniczane przez jego niska biodostepnosc i

szybki rozktad do mniej aktywnych metabolitow [196]. Ponadto, jak wykazaty niektore
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badania, wyrazny przeciwnowotworowy wplyw resweratrolu obserwowany in vitro niekiedy
nie idzie w parze z zahamowaniem progresji nowotworu w warunkach in vivo [264].

Fakty te, limitujace warto$¢ terapeutyczng resweratrolu, otworzyly droge do syntezy i
badan aktywnosci biologicznej roznego typu jego pochodnych [198;219-221;264]. Jak si¢
wkrétce okazalo, szereg wihasciwosci biologicznych tych zwigzkéw byt czestokro¢ duzo
silniej wyrazony w porownaniu z ich naturalnym prekursorem [198;224]. W odniesieniu
jednak do wiedzy, jaka na dzi$ dzien dysponujemy na temat resweratrolu, znajomos¢ cech
biologicznych i potencjatu terapeutycznego jego pochodnych jest bardzo fragmentaryczna.

Niniejsza rozprawa wpisuje si¢ w powyzszy nurt badan, gdyz jest probg kompleksowej
oceny dzialania dwoch syntetycznych, dodatkowo hydroksylowanych analogéw
resweratrolu, tj. 3,3',4,4-THS i 3,3',4,4',5,5-HHS, skierowanego przeciwko komorkom raka
jajnika w modelu in vitro. Punktem wyjs$cia do wykorzystania tych wtasnie zwigzkow byta
obserwacja, iz obecnos¢ dwoch grup hydroksylowych, odpowiednio w pozycji 4 1 4
pierScienia aromatycznego znaczaco zwigksza antyproliferacyjne dziatanie stilbenow [224].
W dostepnej literaturze mozna jednak odnalez¢ zaledwie kilka prac poswigconych tym
analogom, a konkretnie osiem publikacji dotyczacych aktywnosci 3,3'4,4',5,5'-HHS
[166;198;218-222;265] i dwie na temat 3,3'4,4-THS [166;266]. Zadna z tych prac nie
porusza jednak kwestii wykorzystania ktérego$ z tych zwigzkow przeciwko komodrkom raka
jajnika, co z jednej strony czyni niniejsze badania pionierskimi, a z drugiej znacznie utrudnia
interpretacje uzyskanych wynikow.

Pragnac sprosta¢ postawionym celom stworzono uklad eksperymentalny, obejmujacy
ocen¢ wptywu 3,3',4,4'-THS i 3,3'4,4'55-HHS na kluczowe wyktadniki inwazyjnosci
komoérek nowotworowych, wykorzystujac jako modele komorkowe trzy komercyjnie
dostepne linie komorek raka jajnika (A2780, OVCAR-3, SKOV-3), roznigce si¢ pod
wzgledem morfologii, dynamiki i charakteru wzrostu oraz reakcji na leki [229;231;232;236-
241]. Zastosowanie odrebnych typéw komorek rakowych pozwolito okresli¢, czy
uzyskiwane efekty biologiczne majg charakter uniwersalny, czy tez sg zwiagzane ze specyfika
danej linii komorkowej. Jest to istotne takze przez wzglad na doniesienia, méwiace o duzej
heterogenno$ci roznego typu komorek raka jajnika, m.in. pod katem ekspresji kluczowych
mediatorow, zaangazowanych w progresj¢ choroby [267].

Waznym elementem badan byto takze porownanie efektdéw wywieranych przez oba
syntetyczne stilbeny z dzialaniem resweratrolu. Aby doszczegdtowi¢ charakter reakcji

komorek nowotworowych na badane zwigzki przeprowadzono doswiadczenia typu
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"odpowiedz zalezna od dawki" (ang. dose-response) i "przebieg reakcji w funkcji czasu"
(ang. time-course), stosujagc w tym celu, odpowiednio, stezenia: 10, 50 i 100 uM oraz czasy
ekspozycji: 24, 48 i 72 godziny.

Wybor stezen zwigzkow zostal dokonany w sposob arbitralny, na podstawie obserwacji
krzywych przezywalnosci komoérek, w ten sposéb, aby stosowane dawki z jednej strony
gwarantowatly istotne obnizenie zywotnosci komorek w ustalonych interwatach czasowych,
a z drugiej strony, aby nie byla to cytotoksycznos¢ tak znamienna, by wykluczata mozliwos¢
i celowo$¢ monitorowania pozostatych wyktadnikow progresji komoérek rakowych. Bardzo
zblizone zakresy stezen stosowane byly z powodzeniem w badaniach nad aktywnoS$cia
analogow resweratrolu, w tym 3,3',4,4',5,5'-HHS przez innych badaczy [218;219].

Dotychczas prowadzone badania nad aktywnoscig stilbenow obejmowaty rdzne czasy
ekspozycji, poczawszy od 24 godzin [221], poprzez eksperymenty 72-godzinne [219],
konczac na ekspozycjach ponad tygodniowych [225]. Do$¢ czgsto wykorzystywana byta
takze ocena wlasciwosci komodrek poddawanych dziataniu stilbenow w trzech interwatach
dobowych, tj. po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji [218]. Te same punkty czasowe
wykorzystano w niniejszym projekcie, jednak glowna przestanka do ich wyboru byta
kinetyka rozktadu badanych zwigzkow w medium hodowlanym, okreslona na potrzeby tych
i wezesniejszych badan za pomoca metody HPLC [247]. W tym kontek$cie uwage zwraca
fakt, Ze resweratrol znaczaco przewyzsza swoje pochodne pod katem stabilnosci, co widac¢
wlasciwie w kazdym z badanych punktow czasowych. W przypadku dwoch syntetycznych
stilbenow, 72 godziny ekspozycji stanowily warto§¢ progowa, korespondujaca z niemalze
calkowita ich degradacja. Gdyby wynik ten traktowaé tylko w kategoriach reakcji
chemicznej, mozna by uzna¢ juz na tym etapie, ze przydatnos¢ terapeutyczna syntetycznych
stilbenéw jest nieporOwnywalnie mniejsza niz resweratrolu. Takie rozumowanie byloby
jednak zbyt uproszczone, o czym $wiadczg przeprowadzone W niniejszym projekcie badania
wplywu tych zwigzkoéw na roznorakie wyktadniki inwazyjnosci komorek nowotworowych.
Jak wykazaly bowiem przeprowadzone badania, analogi resweratrolu wielokrotnie
charakteryzowaty si¢ silniejszym dziataniem od swego prekursora, co moze sugerowac, ze
kluczowe z punktu widzenia farmakoterapii efekty biologiczne mogty zachodzi¢ pod ich

wplywem juz w pierwszych godzinach eksperymentu.
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5.2. Cytotoksycznos¢

Odnoszac si¢ bezposredno do wynikéw cytotoksycznosci badanych stilbenow, oceniane;j
na podstawie przebiegu krzywych przezywalno$ci komoérek nowotworowych i wyliczonych
warto$ci ICsp mozna stwierdzi¢, ze poddawane testom linie komodrek raka jajnika w
zasadniczy sposob roznig si¢ miedzy sobg wrazliwoscig na badane zwigzki, przy czym
najbardziej rzucajacym si¢ w oczy efektem byta wyrazna oporno$¢ na wszystkie trzy
stilbeny komorek liniit OVCAR-3. Wartos$ci ICsp uzyskane dla tej linii komorkowej w trzech
badanych punktach czasowych przekraczaly wszelkie, opisywane dotychczas, zakresy
uzywanych stezen stilbenow, co moze sugerowaé, ze W przypadku tej linii komorek
nowotworowych wilasciwszym (od bezposredniego niszczenia) punktem uchwytu dla
testowanych zwigzkéw moze by¢ modyfikacja okreslonych wyktadnikow inwazyjnosci
komorek, np. ich proliferacji, adhezji lub migracji.

Réznice w reakcji na dziatanie stilbenow pomig¢dzy badanymi liniami komoérek rakowych
beda watkiem przewijajacym si¢ praktycznie przy kazdym z ocenianych w tej rozprawie
parametrow. Juz w tym momencie warto zatem pokusi¢ si¢ o prob¢ wyjasnienia natury tych
r6znic. Prawdopodobng przyczyng zréznicowanego zachowania komodrek nowotworowych,
procz dos¢ oczywistych rozbieznosci 0 charakterze molekularnym, moze by¢ odmienny
charakter wzrostu kolonii. Przykladowo, komorki OVCAR-3 rosng przede wszystkim w
formie wielokomorkowych konglomeratdéw, a zjawisko to trwa praktycznie nieprzerwanie az
do chwili osiggnigcia przez hodowle fazy zlewnos$ci. Cecha ta odroznia je od komorek linii
A2780 i SKOV-3, ktore w wyktadniczej fazie wzrostu proliferuja bez tworzenia wigkszych
skupisk. W zwigzku z tym mozna wysnu¢ przypuszczenie, iz charakterystyczne grupowanie
si¢ komorek OVCAR-3 moze by¢ przyczyng ich mniejszej wrazliwosci na dziatanie
badanych zwigzkow, ktora to cecha wynika z wzajemnej ochrony poszczegolnych komorek,
ewentualnie altruistycznej Smierci komorek lezacych peryferyjnie [268]. Pewng analogig do
tego zjawiska jest wzrost mikroorganizmow w formie biofilmu, ktéry takze stanowi forme
ich zabezpieczenia przed niekorzystnymi warunkami $rodowiska zewnetrznego [269]. Nie
bez znaczenia dla zaistnienia pewnych roéznic miedzy badanymi liniami komorek raka
jajnika moze by¢ takze tempo ich wzrostu (najwyzsze dla komoérek A2780, najnizsze dla
OVCAR-3), ktore przektada si¢ bezposrednio na gestos¢ hodowli. Zrdéznicowana gestos¢
komorek jest, z kolei, cecha, ktora moze odpowiada¢ za wystgpienie okreslonych réznic w
ich zachowaniu, w tym wrazliwosci na dziatanie lekow [270], potencjale onkogennym [271]
lub poziomie produkcji RFT [272].
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Analiza wplywu poszczeg6lnych stilbendw na zywotno$¢ komorek raka jajnika wykazata,
ze zwigzkiem dziatajacym najskuteczniej, tj. wykazujacym najwyzszg cytotoksycznos¢ w
najnizszym zakresie st¢zen (na podstawie oceny warto$ci ICsp) byt 3,3',4,4'-THS. Efekt ten
byt ewidentny w przypadku komoérek A2780 i SKOV-3 w kazdym z badanych punktow
czasowych, a w przypadku komorek OVCAR-3 w dwodch pierwszych dobach ekspozycji.
Wykazana przewaga aktywnosci 3,3'.4,4'-THS nad resweratrolem nie jest zaskoczeniem,
gdyz moze ona wynika¢ z obecnosci drugiej grupy hydroksylowej w wysoce reaktywne;j
pozycji 4, wiazanej ze wzrostem sity dziatania stilbenow [161;198;224]. Duzo trudniej
natomiast odnie$¢ si¢ do przewagi tego zwiazku nad stilbenem 3,3',4,4'5,5'-HHS, ktory to
analog précz dodatkowego obsadzenia pozycji 4, posiada tez dodatkowy podstawnik
hydroksylowy w pozycji 5'. Na podstawie poréwnania struktury chemicznej obu zwigzkow
mozna wyciggnaé wniosek, ze to wlasnie obecnos¢ grupy funkcyjnej w pozycji 5' mogtoby,
paradoksalnie, ostabia¢ cytotoksyczne dzialanie tego zwigzku. Gdyby jednak ta konkluzja
byla stuszna (jej weryfikacja wymaga dalszych badan zalezno$ci miedzy strukturg a funkcja
tego zwigzku) stato by to w opozycji do wynikéw uzyskanych przez innych autorow [198].
W jeszcze innych badaniach, przeprowadzonych na komoérkach glejaka astrocytarnego,
stwierdzono, ze dodatkowe grupy hydroksylowe wprowadzane do pozycji 3' lub 5' nie
wplywaja na potencjat cytotoksyczny analogow resweratrolu [273], co moze sugerowaé, ze
nie tylko struktura chemiczna stilbenu decyduje o jego cytotoksyczno$ci, a pewne znaczenie
moze mie¢ takze specyfika poddawanych jego dziataniu komorek.

Odnoszac uzyskane dla 3,3'4,4',5,5'-HHS wartosci ICso do danych literaturowych (dla
drugiego analogu takowych brak) mozna stwierdzi¢, ze aktywnos¢ cytotoksyczna zwigzku w
stosunku do komorek raka jajnika wydaje si¢ by¢ mniejsza w pordwnaniu z innymi typami
komorek nowotworowych. Badania takie przeprowadzono m.in. na komoérkach raka piersi, w
przypadku ktorych uzyskane wartosci ICso miescily si¢ w zakresie 90 do 127 uM, czyli byty
nawet o rzad wielkos$ci nizsze w porOwnaniu warto§ciami wyliczonymi dla raka jajnika. Tej
réznicy nie umniejsza takze fakt, ze komorki raka piersi eksponowane byly na badany
stilben tylko przez 24 godziny [221]. Podobnie rzecz ma si¢ w przypadku komorek
czerniaka, dla ktorych wartosci ICso zawieraly si¢ miedzy 20 a 25 uM [218].
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5.3. Apoptoza

Bezposrednia cytotoksyczno$¢ stilbenéw wzgledem komorek nowotworowych jest
wypadkowa ich gwaltownej $mierci nekrotycznej i/lub indukcji szlakéw sygnatowych
prowadzacych do zaprogramowanej, niekiedy nieco oddalonej w czasie $mierci
apoptotycznej [274]. Przeprowadzone badania, wykorzystujace identyfikacje komorek
apoptotycznych na podstawie obecnosci oligonukleosomalnej fragmentacji DNA (tzw.
komorek frakcji subGy [275]) wykazaly, Zze udziat programowanej $Smierci komorek pod
wptywem wszystkich zwigzkéw badanych jest $cisle uzalezniony od typu ocenianych
komorek rakowych. Najmniejszy wplyw tego rodzaju $§mierci odnotowano dla komorek linii
SKOV-3, w przypadku ktorych w pierwszych dwoch dobach ekspozycji apoptoza nie
odgrywata nawet pomniejszej roli, natomiast w trzeciej dobie zaobserwowano nieznaczny
wzrost odsetka komorek apoptotycznych w wyniku dziatania resweratrolu (efekt rzedu 5%)
oraz 3,34,4-THS i 3,3,4,4'55-HHS (efekt siegajacy 10%). Co istotne, w przypadku
resweratrolu $mier¢ apoptotyczng wykryto tylko wskutek dzialania tego zwiazku w stgzeniu
100 uM, natomiast w przypadku obu jego analogdéw, efekt ten byl juz widoczny takze przy
stezeniu 50 pM. Rodznica ta moze by¢ oceniona na korzy$¢ syntetycznych stilbenow ze
wzgledu na potencjalng toksycznos¢ wysokich stezen zwigzkow w stosunku do komorek
prawidtowych. Efekt ten jest zgodny z wynikami wcze$niejszych badan na komodrkach
biataczki promielocytarnej HL-60, w przypadku ktorych 3,3'4,4'.5,5'-HHS wywotywat
apoptoz¢ przy nizszych stezeniach niz czynit to resweratrol [219]. Nieco inaczej pod
wzgledem indukcji apoptozy zachowaty si¢ komoérki A2780, ktére wykazywaly pewna
fluktuacje tego zjawiska w trzech dobach eksperymentu. Co ciekawe, w przypadku tych
komorek apoptozy w zadnym z punktow czasowych nie wywolywat resweratrol, natomiast
jego obie pochodne powodowaly apoptozg rzedu 5-10%, gléwnie przy najwyzszym Z
uzytych stezen. Najsilniejszg indukcje apoptozy (rzedu 10-20%) odnotowano w komorkach
OVCAR-3 eksponowanych przede wszystkim na syntetyczne stilbeny, a pojawienie si¢ tego
efektu wymagato trzech dni ekspozycji. Zaobserwowany w toku do$wiadczen brak zmian
czestosci apoptozy komorek pod wpltywem resweratrolu nie jest zjawiskiem catkowicie
nowym, gdyz podobny efekt opisano juz wczesniej w komoérkach raka piersi [223] oraz
komorkach glejaka astrocytarnego [276]. Autorzy drugiej z przytoczonych prac sugeruja, ze
wilasciwy mechanizm $mierci komorkowej, indukowanej pod wpltywem resweratrolu moze
w duzej mierze zaleze¢ od tempa i wydajno$ci wewnatrzkomorkowego metabolizmu tego

zwigzku. W komoérkach, w ktorych jest on szybko rozkladany (np. w raku
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watrobowokomoérkowym) nastgpuje indukcja $Smierci apoptotycznej, natomiast w tych, w
ktorych moze on si¢ kumulowa¢ w postaci niezmienionej, dochodzi przede wszystkim do ich
$mierci nekrotycznej [276]. Uwaga ta wydaje si¢ by¢ takze szczegolnie istotna w kontekscie
wyzszej wrazliwosci komorek OVCAR-3 na $mier¢ apoptotyczng, przy obserwowanej
wczesniej ich wyjatkowej opornos$ci na cytotoksyczne (by¢ moze zwigzane w ich przypadku
gléwnie z nekrozg) dzialanie stilbendéw. Jesli bytoby tak w istocie, indukcja apoptozy pod
wpltywem 3,3',4,4-THS i 3,3',4,4',5,5'-HHS mogtaby stanowi¢ wazny element postepowania
terapeutycznego, skierowanego przeciwko tego typu komorkom. Ma to takze dodatkowe
znaczenie praktyczne, gdyz w przeciwienstwie do nekrozy, ktora przebiega wraz z reakcja
zapalng (nalezy ja w tym przypadku utozsamiaé¢ z efektem ubocznym dzialania lekow),
apoptoza zachodzi bez komponenty zapalnej, ograniczajac traumatyzacje prawidtowej tkanki
[277]. Nalezy jednak w tym konteks$cie podkresli¢, ze odnotowana w niniejszych badaniach
apoptoza komorek raka jajnika, siegajaca w najlepszym wypadku okoto 20% (a zazwyczaj
zdecydowanie nizsza) nie ma tak imponujace;j skali, jak ta, odnotowana cho¢by w przypadku
komorek biataczki promielocytarnej, kiedy to 3,3'.4,4',5,5'-HHS, poczawszy juz od stezenia
25 uM, indukowal apoptoze¢ w niemalze calej populacji komoérek [219]. Jako gtowny
mechanizm, lezacy u podstaw tak wydajnej aktywnos$ci proapoptotycznej tego zwigzku
autorzy pracy sugerujag hamowanie przez niego aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej,
wynikiem czego jest obnizenie poziomu trojfosforanéw deoksyrybonukleotydow [219].
Cho¢ w niniejszym projekcie nie oceniano mechanizmow efektorowych apoptozy, mozna
jednak przypuszczaé, ze podobnie jak w przypadku innych typoéw komorek nowotworowych,
np. raka piersi, 3,3',4,4',5,5'-HHS indukuje apoptoze w mechanizmie angazujacym aktywacje
kaspaz, obnizenie potencjalu blony mitochondrialnej oraz wzrost aktywnosci biatka

supresorowego p53 [221].

5.4. Proliferacja i starzenie

Wywotanie $mierci komodrek nowotworowych, nekrotycznej i/lub apoptotycznej, jest
jednym z podstawowych zjawisk wykorzystywanych w klasycznej chemioterapii [278].
Innym, popularnym sposobem ograniczania progresji komoérek rakowych jest modulowanie
okreslonych procesow, zwigzanych z ich inwazyjnoscig, szczegoOlnie aktywnosci
proliferacyjnej [279]. W niniejszej rozprawie zbadano wplyw resweratrolu i jego

pochodnych na aktywnos$¢ podziatlowa komorek raka jajnika, wykorzystujac w tym celu
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metode fluorescencyjng, oparta o wyznakowanie komoérek sondg CFDA SE. Podstawowa
obserwacja ptynaca z przeprowadzonych badan bylto to, ze wszystkie trzy badane zwigzki
wykazuja dziatanie antyproliferacyjne wzglgdem komorek raka jajnika, przy czym — jak
mozna bylo si¢ tego spodziewaé na podstawie analizy wcze$niejszych parametrow —
odnotowywane efekty byly w pewnym stopniu zalezne od typu komoérek poddawanych
ekspozycji. W przypadku komoérek A2780 najefektywniejsze dziatanie wykazywat
resweratrol, ktory w trzeciej dobie eksperymentu hamowal proliferacje komorek przy
kazdym z uzytych stezen, a efekt ten byl zalezny od dawki. Dziatanie resweratrolu rosto
takze wraz z czasem ekspozycji. W przypadku dwoch pozostatych linii komoérkowych, tj.
OVCAR-3 i SKOV-3, najwyzsza aktywnos$¢ antyproliferacyjng wykazywat 3,3',4,4'-THS,
przy czym roznica w sile dzialania tego zwiazku i 3,3',4,4',5,5'-HHS byta raczej niewielka.
Potwierdzeniem antyproliferacyjnego dziatania stilbendw byta cytometryczna ocena odsetka
komorek w fazie S cyklu komorkowego (aktywnie replikujacych swoje DNA), ktorej wyniki
w pelni korespondowaty z danymi uzyskanymi metoda fluorescencyjng. Antyproliferacyjny
efekt syntetycznych analogow resweratrolu, szczegdlnie 3,3'4,4'.5,5'-HHS, wzgledem
komorek raka jajnika byt zgodny z obserwacjami innych autoréw, w tym badaniami
przeprowadzonymi na komoérkach raka jelita grubego [220]. Obnizenie odsetka komorek w
fazie S cyklu mitotycznego, obserwowane pod wpltywem syntetycznych analogow
resweratrolu potwierdzato natomiast wyniki badan przeprowadzonych na komodrkach raka
piersi, w przypadku ktérych taki sam efekt wywotal syntetyczny stilben posiadajacy
(podobnie jak badane zwiazki) dwie grupy hydroksylowe w pozycjach 4 i 4' [223].

Fakt zahamowania tempa proliferacji komorek nowotworowych pod wptywem badanych
zwigzkow zrodzit pytanie o mechanizm tego zjawiska. Odnoszac si¢ do tego problemu
podjeto probe zweryfikowania hipotezy mowigcej, ze ograniczenie aktywnosci podziatowe;j
moze by¢ zwigzane z indukcjg procesu starzenia, czyli stanu zwigzanego w trwalym
wyjéciem komorek z cyklu podziatowego [280]. Dodatkowa przestanka do podjecia tego
kierunku badan bylo stwierdzenie za pomocg metody cytometrycznej, iZ zmniejszeniu
frakcji komorek replikujacych DNA w fazie S cyklu towarzyszy zazwyczaj jednoczesny
wzrost odsetka komoérek w fazie Gj, bedacy zjawiskiem typowym dla komoérkowego
starzenia [281]. Nasilone gromadzenie si¢ komoérek w fazie G; cyklu opisano juz wczesniej
jako ceche¢ typowa dla syntetycznych stilbendw, posiadajacych dwie grupy hydroksylowe w
pozycjach 4 i 4', przy czym podobnie jak w niniejszych badaniach zjawisko to utozasamiano

z zatrzymaniem aktywnosci podziatowej komorek [224].
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Zainicjowanie procesu starzenia komorkowego, jako sposobu ograniczania proliferacji
komorek nowotworowych jest koncepcja relatywnie mtoda, gdyz jeszcze do niedawna
sadzono, ze starzenie si¢ jest zjawiskiem dotyczacym wylacznie komorek prawidtowych. W
ostatnich latach poglad na t¢ kwestie¢ zmienit si¢ jednak diametralnie, czego podstawa bylo
wykazanie wzrostu ekspresji  biochemicznych markerow starzenia w komorkach
nowotworowych, poddawanych dziataniu szeregu stosowanych rutynowo lekéw
chemioterapeutycznych [282-284]. Poniewaz efekt ten nie jest jeszcze dostatecznie poznany,
a dodatkowo nigdy nie byt analizowany w odniesieniu do dziatania stilbenow, w niniejszej
rozprawie oceniono wpltyw resweratrolu i jego analogow na aktywnos$¢ B-galaktozydazy
zwigzanej ze starzeniem (SA-B-Gal), tj. enzymu, bgdacego najpopularniejszym markerem
komorek starych [260]. W tym celu wykorzystano metode fluorescencyjna, ktora pozwala na
okreslenie zmian aktywnos$ci SA-B-Gal w calej populacji, zamiast w pojedynczych
komorkach [250]. Za takim wyborem metody przemawiala z jednej strony mozliwo$é
skwantyfikowania wynikéw, a z drugiej to, ze wczesniejsze badania $§mierci komorkowej i
proliferacji takze odbywatly si¢ na poziomie catych hodowli komérkowych. Przeprowadzone
badania pokazaty, ze antyproliferacyjny efekt stilbenéw moze by¢, rzeczywiscie, w duzej
mierze powodowany aktywacja programu starzenia w komodrkach nowotworowych.
Przyktadem tej wspolzaleznosci sg m.in. komorki raka jajnika A2780, w przypadku ktorych
zalezne od dawki obnizenie potencjalu proliferacyjnego pod wplywem resweratrolu,
odnotowane w trzeciej dobie eksperymentu, korespondowato z zaleznym od dawki
wzrostem aktywno$ci SA-B-Gal w tym samym punkcie czasowym. Te¢ samg prawidtowos¢
odnotowano dla komérek OVCAR-3 i SKOV-3, w przypadku ktorych najsilniejsze dziatanie
antyproliferacyjne, cechujace 3,3'4,4'-THS, zachodzito z jednoczesnym wzrostem
aktywnosci SA-B-Gal.

Za prawdopodobng przyczyn¢ indukcji starzenia komorek nowotworowych pod
wptywem 3,3',4,4'-THS i 3,3',4,4'5,5-HHS mozna uzna¢ aktywno$¢ RFT, ktorych dziataniu
przypisuje si¢ takze cytostatyczne i proapoptotyczne efekty dziatania analogéw resweratrolu
[198;221]. Jak wykazaly niniejsze badania, obie syntetyczne pochodne resweratrolu
zwigkszaty produkcje RFT przez komorki raka jajnika, przy czym w komorkach A2780
dzialanie obu zwigzkéw miato zblizong site, w przypadku komoérek OVCAR-3 silniejsza
indukcje RFT powodowat 3,3'4,4',5,5'-HHS, natomiast w przypadku komoérek SKOV-3,
silniej dziatajacym zwigzkiem byt 3,3',4,4'-THS. Nasilenie stresu oksydacyjnego pod
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wpltywem syntetycznych stilbenow jest prawdopodobnie zwigzane z ich budowg chemiczna,
a konkretnie obecnoscig dodatkowych grup hydroksylowych w pozycji orto-. Jak wykazaty
doswiadczenia na modelu mikroskomalnym, pochodne orto- maja zdolnos¢ formowania
cytotoksycznch semichinondéw, a przez to stymulowania dodatkowej konsumpcji tlenu.
Zachodzi to prawdopodobnie w cyklu oksydoredukcyjnym kosztem rownowaznikow
redukcyjnych, przenoszonych przez cytochrom b5, i prowadzi do formowania RFT [198].
Zwiazki te, a w szczegblnosci 3,3',4,4',5,5'-HHS moga takze wzmagaé stres oksydacyjny
poprzez hamowanie aktywno$ci czynnikow antyoksydacyjnych, w tym dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy i glutationu zredukowanego [221]. Co wazne, sam resweratrol jest,
przynajmniej teoretycznie, pozbawiony tych cech, co jednak wydaje si¢ potwierdzac tylko w
przypadku komorek A2780, w ktorych obnizyt on produkcje RFT, podobnie jak czynit to w
przypadku wielu innych typéw komoérek 1 modeli doswiadczalnych [285;286].
Niespodziewanie jednak, w przypadku linii OVCAR-3 i SKOV-3 takze resweratrol
zwiekszal produkcje RFT, cho¢ nie byla to skala zjawiska tak wysoka, jak w przypadku jego
syntetycznych orto-analogéw. Mozna w tym konteks$cie domniemywac, ze prooksydacyjny
wpltyw resweratrolu moze by¢ zjawiskiem komoérkowo-specyficznym, zblizonym w swej
naturze to opisanego wczesniej wzbudzenia RFT w komorkach §rodbtonka naczyniowego,
starzejacych sie w sposob przedwczesny pod wptywem tego zwigzku [287]. Nie sposob
poming¢ takze faktu, ze w przypadku niektérych typéw komorek nowotworowych, np.
komorek biataczkowych, resweratrol uzyty w stgezeniach do 50 uM w znaczacy sposob

nasilal generowanie RFT, co przektadalo si¢ w rezultacie na zahamowanie ich Zywotnosci

[288].

5.5. Adhezja

Cho¢ to indukcja komorkowej $mierci oraz zahamowanie proliferacji sg najczesciej
badanymi wykladnikami inwazyjnosci komoérek nowotworowych w kontekscie testowania
kandydatow na leki, kluczowym procesem dla progresji komoérek ztosliwych w nowej dla
nich lokalizacji jest proces adhezji [289;290]. W przypadku niniejszego projektu,
postanowiono oceni¢ wptyw stilbenow na adhezje komorek raka jajnika do monowarstwy
utworzonej przez LKMO. Taki uktad eksperymentalny stanowit swoistg imitacj¢ warunkdéw
zachodzacych w jamie otrzewnej podczas jej kolonizacji przez komorki nowotworowe.
Ocena tego parametru dostarczyla jednak bardzo niejednoznacznych wynikow, ktore w

duzym stopniu wydajg si¢ stawia¢ pod znakiem zapytania zasadno$¢ stosowania badanych
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analogdw resweratrolu w terapii przeciwnowotworowej. Sposrod trzech badanych
zwigzkow, tylko resweratrol wykazywal bowiem zdolno$¢ do ograniczania adhezji komoérek
nowotworowych do LKMO. Co prawda, efekt ten cechowat si¢ pewnymi fluktuacjami w
zalezno$ci od badanej linii komoérkowej, uzytego stezenia i dlugosci ekspozycji, to jednak
generalnie przewazato antyadhezyjne dzialanie tego zwiazku. W tym zakresie uzyskany
wynik jest zgodny z wczesniejszymi badaniami innych zespotow, ktore dowiodly podobnego
dziatania resweratrolu w stosunku do komorek raka piersi [291], raka ptuc [292] i
wilokniakomiesaka [293].

Z kolei analogi resweratrolu, praktycznie w kazdym z wykorzystanych uktadéw
eksperymentalnych, wykazywaty dziatanie promujace adhezje komoérek rakowych do
LKMO, co jest rzecz jasna efektem niepozadanym. Tylko w jednej sytuacji, tj. w stosunku
do komorek A2780, po 72 godzinach ekspozycji na 3,3',4,4',5,5'-HHS w stezeniach 50 i 100
UM odnotowano dos¢ istotne obnizenie ich wigzania si¢ do LKMO. Ten odosobniony
przypadek nie zmienia jednak faktu, ze w kontekscie catosci oceny zjawiska adhezji
komorek nowotworowych, oba syntetyczne stilbeny okazaty si¢ promowac ten element
postepu choroby. Jest wysoce prawdopodobne, ze sytuacja ta wynika z pobudzenia przez te
zwigzki — by¢ moze w mechanizmie zaleznym od RFT [254] — ekspresji jednego lub
wigkszej liczby mediatorow odpowiedzialnych za adhezje tego typu komorek
nowotworowych.

W tym kontekscie przeprowadzono ocen¢ wplywu stilbendw na ekspresje integryn aSp1,
tj. przezbtonowych receptorow, ktorych interakcja z biatkami ECM na powierzchni LKMO
jest zaangazowana w zjawisko adhezji [90;93]. Badania wykazaty, ze w przypadku komorek
A2780 i SKOV-3 oraz OVCAR-3 (lecz tylko w dwoch pierwszych punktach czasowych)
resweratrol wykazuje zdolno$¢ obnizania komodrkowej ekspresji integryn, co moze
thumaczy¢ jego hamujacy wptyw na zjawisko adhezji komoérek do LKMO. Z kolei dwa
syntetyczne analogi resweratrolu okazaty si¢ dziata¢ pobudzajaco na produkcje integryn,
przy czym 3,3',4,4-THS wykazywal ten efekt w kazdej z badanych linii komorkowych,
natomiast 3,3',4,4'5,5-HHS tylko w komorkach OVCAR-3 i SKOV-3. Pewne, cho¢ dos¢
subtelne roznice, ktoére odnotowano w reakcji poszczegdlnych linii komorkowych na
stilbeny, pod katem zmian produkcji integryn a5p1 (w kontekscie opisanych zmian adhezji)
moga wynika¢ z dwoch rzeczy, tj. z r6znej wyjSciowe] ekspresji integryn na odpowiednich

typach komorek rakowych [254], jak rowniez z tego, ze procz oddziatywan integryny-ECM,
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niebagatelne znaczenie dla adhezji komorek raka jajnika do LKMO maja tez oddziatywania

innych mediatorow, szczegdlnie czastek CD44 z kwasem hialuronowym [85;86].

5.6. Migracja

Innym, waznym elementem progresji komorek nowotworowych jest proces migracji,
rozumiany jako zdolnos¢ do penetrowania przez nie warstw biologicznych (np. innych
komorek lub elementow ECM), zazwyczaj pod wplywem wytworzonego gradientu
chemotatycznego [294]. W niniejszych badaniach oceniono wplyw stilbenow na migracjg
komorek raka jajnika przez Dblony poliweglanowe, pod wplywem medium
kondycjonowanego wygenerowanego przez te komorki. Innymi slowy, oceniono efekt
autokrynny, w ktorym komoérki nowotworowe moduluja swoje wlasne zdolno$ci migracyjne
poprzez rozpuszczalne czynniki wydzielone do srodowiska [103].

Doswiadczenia przeprowadzone w tym zakresie dowiodly bodajze najwigkszych roznic
migdzy poszczegdlnymi liniami komoérek rakowych pod katem ich reakcji na stilbeny,
sposrod wszystkich ocenianych do tej pory parametréw. Ponownie pokazaly one takze
czesto przeciwstawne efekty wywierane przez okreslone zwigzki. Jedyng linia komorkowa,
w stosunku do ktorej stilbeny, w zgodny 1 poréwnywalny sposob spowodowaty
zahamowanie migracji byty komorki SKOV-3. W komorkach OVCAR-3, antymigracyjnie
(lecz tylko po 72 godzinach ekspozycji) dziatal resweratrol, natomiast jego dwie syntetyczne
pochodne zdecydowanie pobudzaly t¢ ceche komorek nowotworowych. Z kolei w stosunku
do komorek A2780, resweratrol zasadniczo nie zmieniat ich wlasciwos$ci migracyjnych
(procz stezenia 100 uM po 48 godzinach ekspozycji), stilben 3,3',4,4'-THS nasilat migracje
w stopniu zaleznym od dawki w kazdym z ocenianych punktow czasowych, natomiast
stilben 3,3'4,4',5,5-HHS po poczatkowym pobudzeniu migracji, w drugiej i trzeciej dobie
eksperymentu wywieral coraz to wigksze dzialanie hamujace. Na podstawie tych badan
mozna wysnu¢ wniosek, ze sposrdd trzech badanych zwigzkow, najwigkszy potencjat do
hamowania migracji komorek raka jajnika (procz OVCAR-3) posiada 3,3',4,4',5,5'-HHS.
Ceche te dostrzezono juz wczesniej] w odniesieniu do komorek czerniaka linii M24met, w
przypadku ktorych zwigzek ten, uzyty w stezeniu 25 uM przez 48 godzin, hamowat migracje
in vitro w mechanizmie zaleznym od szlaku biatka p53 i paksyliny, i co wazne, wywierane
przez niego efekty byly silniejsze w poréwnaniu z resweratrolem [218]. Silniejsze od

resweratrolu dzialanie antymigracyjne wywieral takze syntetyczny 4,4'-dihydroxy-trans-
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stilben, ktéry podobnie jak badane w niniejszej rozprawie zwigzki posiadal w swej
strukturze dwie grupy hydroksylowe w pozycjach 4 i 4' [223].

W trakcie niniejszych badan podje¢to probe identyfikacji rozpuszczalnego mediatora, od
zmian produkcji ktérego mogly zaleze¢ uzyskane wcze$niej wyniki migracji komorek. W
tym konte$cie skoncentrowano si¢ na ocenie sekrecji do $rodowiska (medium
kondycjonowanego) przez komorki nowotworowe kwasu hialuronowego (HA), ktérego
rozpuszczalna forma, jak wykazaly wczesniejsze badania [100], moze promowac zjawisko
migracji. Ocena stezenia HA w medium z hodowli komorek nowotworowych wykazata, ze
tylko w przypadku linii SKOV-3 wszystkie trzy zwigzki badane w sposob zgodny hamowaty
wydzielanie HA, co bioragc pod uwage zaangazowanie tego zwigzku we wiasciwosci
migracyjne komorek moze wyjasnia¢ powod ograniczenia tego zjawiska w przypadku tej
linii komorek nowotworowych. Zmiany produkcji HA przez komodrki A2780 i OVCAR-3,
poddawane dziataniu stilbenow byly natomiast duzo bardziej zlozone. W komorkach
OVCAR-3 resweratrol okazat si¢ hamowa¢ wydzielanie HA, podczas gdy obie jego
pochodne (szczegdlnie 3,3',4,4'.5,5'-HHS) sekrecje HA do $rodowiska w gléwnej mierze
pobudzaty. I w tym przypadku jednak, cho¢ dwukierunkowe, zmiany st¢zenia HA w
medium kondycjonowanym korespondowaty ze zmianami migracji komoérek OVCAR-3,
ponownie sugerujac role HA jako mediatora tego zjawiska. Majac jednak na wzgledzie, iz w
przypadku komoérek OVCAR-3 syntetyczne stilbeny wywieraly efekt niepozadany,
pobudzajac zjawisko migracji (prawdopodobnie poprzez nasilenie produkcji HA), stanowito
to kolejny przyktad na szczeg6lng komorkowg-specyficznos¢ dziatania tych zwigzkow, takze
pod katem modulowania przez nie fenotypu sekrecyjnego komorek. Przyktadem jeszcze
innego rodzaju odpowiedzi, mianowicie silnej fluktuacji w wydzielaniu HA, w funkcji czasu
byta linia A2780, w przypadku ktorej wszystkie trzy badane zwiazki w pierwszej dobie
ekspozycji pobudzaly sekrecj¢ HA, w drugiej ja hamowaty (précz stezen 100 uM
dziatajacych pobudzajaco), a w trzeciej ponownie zgodnie nasilaty. W tym przypadku nie
sposob oprze¢ si¢ wrazeniu, ze zaobserwowane zmiany sekrecji HA do medium raczej nie
stanowig podstawy zmian migracji tego typu komoérek pod wptywem dziatania stilbendw,
sugerujgc petnienie kluczowej roli w regulacji tego procesu przez inne rozpuszczalne

mediatory, np. fibronektyng [97].
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5.7. Angiogeneza

Ostatnim z analizowanych w niniejszej rozprawie elementéw, zwigzanych z progresja
komorek nowotworowych, cho¢ nie dotyczacym bezposrednio ich zachowania, jest proces
angiogenezy. Proces ten rozumiany jest jako wzmozona produkcja nowych naczyn
krwionosnych lub zwigkszona przepuszczalno$¢ naczyn juz istniejacych, ktorych gldownym
elementem jest proliferacja i migracja oraz tworzenie struktur tubularnych przez komorki
srodbtonka naczyniowego [295;296]. Odpowiednie unaczynienie guza jest warunkiem
koniecznym do sprostania wysokiemu popytowi komorek transformowanych na tlen i
substancje odzywcze, co z kolei przektada si¢ na mozliwos¢ przekroczenia przez masg
guzowg krytycznej wartosci 1-2 mm i jej dalsza ekspansje [297].

Istotg tej czesSci projektu byla ocena wptywu badanych stilbenéw na proliferacje i
migracje komorek $rodblonka naczyniowego HUVEC. Stworzony uktad eksperymentalny
nie obejmowal jednak bezposredniego dziatania stilbenéw na komorki HUVEC, lecz
dotyczyt ich wplywu posredniego, odbywajacego si¢ poprzez modyfikacje wihasciwosci
wydzielniczych LKMO. Tego typu badania, wykorzystujace wptyw okreslonych mediow
kondycjonowanych na witasciwosci komorek srédblonkowych byl stosowany juz wczesdniej
[298;299], a gtowng przestanka do postuzenia si¢ ta metoda byta mozliwo$¢ oceny
wzajemnych oddzialywan pomigdzy réznymi typami komorek. Kontekst eksperymentalny
poszerzono dodatkowo o proces starzenia si¢ LKMO, gdyz jak wykazaly wczes$niejsze
badania, prowadzone zaréwno na LKMO [249], jak i na innych typach komorek
somatycznych [300], zjawisko to wigze si¢ ze zwigkszong sekrecja szeregu mediatorow
angiogenezy, co w odniesieniu do LKMO moze mie¢ duze znaczenie dla dynamiki
wewnatrzotrzewnowe]j progresji komorek rakowych. Nalezy wspomnie¢, ze omawiany
aspekt inwazyjnosci nowotworu jest kontynuacjg wczesniej prowadzonych badan, ktore
odbywaty si¢ z wykorzystaniem linii komorek $rodblonkowych HMEC-1 1 wykazaty
odmienny wptyw resweratrolu (hamujacy) i1 jego analogéw (pobudzajacy) na proliferacje tej
grupy komorek [247]. Jako potencjalng przyczyne zaobserwowanych zmian zasugerowano
(bez poglebionej analizy, w tym badan interwencyjnych) wplyw resweratrolu oraz jego
pochodnych na, odpowiednio, obnizenie 1 podwyzszenie produkcji przez LKMO gtéwnych
mediatoréw angiogenezy, tj. VEGF oraz CXCLS/IL-8 [247]. W ramach niniejszego projektu
wznowiono ten watek badawczy, czynigc to z trzech powodoéw. Pierwszym z nich byla
zmiana modelu komérkowego na pierwotne komérki linii HUVEC, co wynikato po czgsci z

faktu, ze komoérki HMEC-1 to nie do konca reprezentatywna linia unie$miertelniona [301], a
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po czgsci z tego, ze sg to komodrki pochodzace z mikrokrazenia. Nie bez znaczenia
pozostawato takze i to, ze rézne typy komorek srodblonka naczyniowego znane sg z duzej
heterogennosci pod wzgledem ich zachowania angiogennego [302;303]. Drugim powodem
podjecia tematu byla che¢¢ jednoczesnej oceny proliferacji i migracji komorek (wcze$niej
oceniono tylko proliferacj¢), a trzecim - przeprowadzenie testow interwencyjnych, celem
jednoznaczenego zidentyfikowania czynnikow odpowiedzialnych za zmiane aktywnosci
angiogennej komorek srodbtonkowych.

Badania przeprowadzone na komoérkach HUVEC wykazaty, ze resweratrol hamuje,
natomiast 3,3',4,4-THS i 3,3,4,4'55-HHS pobudzaja proliferacj¢ komorek, przy czym
szczegoOlnie silne dziatanie pobudzajace wykazywal drugi z wymienionych analogow.
Wiyniki te sg zgodne z wezesniejszymi badaniami na linii HMEC-1 [247], jednak majg w
sobie t¢ nowos¢, iz pokazuja zgodng reakcje na badane stilbeny komodrek §rodbtonkowych
mikro- i makronaczyn, ujawniajagc tym samym uniwersalng natur¢ tego zjawiska. W
odniesieniu do zjawiska migracji stwierdzono hamujace dziatanie resweratrolu w stosunku
do komorek $rodbtonkowych eksponowanych na medium kondycjonowane z mtodych
LKMO 1 brak wplywu na ten proces syntetycznych stilbendw. Z kolei analizujac efekt
wywierany przez media wygenerowane przez stare LKMO zaobserwowano utrzymanie si¢
antymigracyjnego wplywu resweratrolu oraz pobudzenie migracji komoérek w odpowiedzi na
jego syntetyczne analogi, co w tym drugim przypadku mozna przypisywac¢ wspomnianej
weczesniej nasilonej sekrecji mediatorow angiogenezy przez stare LKMO [249].

Poszukujac mediatora odpowiedzialnego za hamujace proliferacje 1 migracj¢ komorek
HUVEC dziatanie resweratrolu uzyto rekombinowanych form kluczowych czynnikéw
angiogennych, w tym VEGF, GRO-1/CXCL1, IL-8/CXCL8 i MCP-1/CCL2, i stwierdzono,
ze ograniczanie przez resweratrol proliferacji komoérek $rodbtonkowych jest zwigzane z
hamowaniem przez niego sekrecji VEGF, natomiast jego dziatanie antymigracyjne jest
zwigzane z hamowaniem wydzielania chemokiny IL-8/CXCLS8. Obserwacje dotyczace
mediatorow antyangiogennego dziatania resweratrolu sg zgodne z wczesniejszymi danymi
literaturowymi, wskazujacymi, ze zwigzek ten hamuje produkcje VEGF i IL-8/CXCLS8 przez
r6éznego typu komorki, w tym fibroblasty [304], komorki mesni gtadkich [305] i komorki
nabtonkowe [165]. Uzyskane wyniki potwierdzajg takze obserwacje uzyskane w hodowli
mieszanej 3D komorek czerniaka z komorkami $rodbtonka naczyniowego, gdzie wykazano,

ze antyangiogenne dzialanie resweratrolu moze by¢ wynikiem obnizonej produkcji VEGF
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przez komoérki nowotworowe [167]. Jeszcze inne badania dowiodty, ze neutralizacja VEGF
zwigksza antyngiogenne dziatanie resweratrolu wzgledem komorek HUVEC [163]. Pod
katem mechanistycznym, dziatanie resweratrolu moze by¢ zwigzane z aktywacja kinazy 33
syntazy glikogenu (GSK3p), prowadzacg do zahamowania szlaku sygnatowego [-kateniny,
zaangazowanego w produkcje VEGF [292].

W odregbnej grupie doswiadczen podjeto probe identyfikacji mediatorow pobudzajacego
proliferacj¢ i migracje¢ komorek srodblonkowych dziatania analogow resweratrolu. Tym
razem zastosowano strategi¢ interwencyjng, opierajaca si¢ o zahamowanie efektu poprzez
wykorzystanie specyficznych przeciwciat neutralizujacych. Badania te wykazaty, ze
mediatorami nasilonej proliferacji komorek $rodbtonkowych pod wptywem syntetycznych
stilbenow sa VEGF i IL-8/CXCL8, natomiast mediatorem zwigkszonej migracji jest IL-
8/CXCL8. Sprawcza rola pobudzenia sekrecji mediatorow angiogenezy, produkowanych
przez LKMO jest zgodna w wczeséniejszymi badaniami na komérkach HUVEC i HMEC-1,
ktorych ekspozycja na egzogenny VEGF nasilita ich proliferacj¢ [299;303], natomiast
neutralizacja IL-8/CXCLS8 zahamowala migracj¢ wywotang przez medium kondycjonowane
pochodzenia nowotworowego [298].

W niniejszych badaniach podjeto probe okreslenia przyczyny zwigkszonej produkcji
VEGF i IL-8/CXCL8 przez LKMO pod wptywem syntetycznych analogéw resweratrolu,
koncentrujac uwage na produkcji RFT przez komorki. Jak wykazaly wcze$niejsze badania
[306;307], RFT moga pobudzaé¢ produkcj¢ VEGF i IL-8/CXCLS, ktory to efekt odnotowano
takze w przypadku LKMO [308]. Przeprowadzone badania wydaja si¢ potwierdzaé
zasadnos$¢ powyzszego scenariusza, gdyz stwierdzono, ze 3,3',4,4'-THS i 3,3',4,4'5,5'-HHS
zwigkszaja generowanie RFT przez mlode 1 stare LKMO, przy czym w odniesieniu do

komorek mtodych silniejszy efekt odnotowano w odniesieniu do 3,3',4,4',5,5'-HHS.

5.8. Podsumowanie

Reasumujac przeprowadzone badania mozna stwierdzi¢, ze stilbeny, zarowno resweratrol,
jak 1 jego dwa syntetyczne analogi sg zwigzkami mogacymi ogranicza¢ okreslone elementy
progresji komorek raka jajnika in vitro. Szczegotowa analiza uzyskanych wynikow dowiodta
jednak, ze w tak zaprojektowanym modelu doswiadczalnym wiele poruszonych kwestii
wymaga dalszego doprecyzowania i/lub rewizji. Pierwszym z tych aspektow jest zauwazalna
wspotzaleznos¢ miedzy struktura chemiczng zwigzkow (dotyczy to gtownie pochodnych

resweratrolu) a ich aktywnos$cig biologiczng, ktéra na podstawie analizy uzyskanych
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wynikoOw nie zawsze znajduje odpowiednie uzasadnienie w wiedzy chemicznej, jaka na te
chwile dysponujemy. Dotyczy to przede wszystkim znaczenia liczby i umiejscowienia
dodatkowych grup hydroksylowych, ktéore ewidentnie wptywaja na sitl¢ wywieranych
efektow biologicznych. Odrgbng kwestig jest trwato$¢ chemiczna zwigzkow, ktora jak
wskazano juz wcze$niej, nie zawsze idzie w parze z ich aktywnoscig biologiczna. Ma to
szczegblne znaczenie dla syntetycznych stilbenow, ktore mimo zdecydowanie mniejszej
trwato$ci niz resweratrol, wielokrotnie wywieraty silniejsze od niego efekty biologiczne.
Kluczowe w tym kontek$cie wydaja si¢ by¢ zidentyfikowanie i ocena aktywnos$ci
metabolitow testowanych analogéw resweratrolu, ktorych dziataniu mozna, przynajmniej
teoretycznie, przypisa¢ czes¢ odnotowanych efektow. Widac to najlepiej w trzeciej dobie
ekspozycji, kiedy to zawartos¢ 3,3',4,4-THS i 3,3',4,4'5,5-HHS w medium hodowlanym
oscylowata w granicach 1% warto$ci wyjSciowe;.

Intrygujacym zjawiskiem jest takze ujawniona przeciwstawno$¢ niektorych efektow
biologicznych, zachodzacych pod wptywem resweratrolu i jego pochodnych. I w tym
przypadku kluczowymi wydaja si¢ by¢ dalsze, poglebione badania strukturanych i
czynno$ciowych roznic migdzy naturalnym stilbenem i jego zmodyfikowanymi,
syntetycznymi analogami. Pomimo przekonujacych wynikow szeregu przeprowadzonych
testow, przydatno$¢ terapeutyczna resweratrolu i jego pochodnych powinna by¢
zweryfikowana takze w oparciu o model zwierzgcy, ktory jest w stanie wskaza¢ ich realng
warto$¢ chemioterapeutyczng w ztozonym uktadzie biologicznym in vivo. Jest to szczegdlnie
wazne ze wzgledu na fakt, ze analogi resweratrolu okazaty si¢ ogranicza¢ tylko okreslone
wyktadniki progresji komorek raka jajnika (np. proliferacj¢), promujac jednoczesnie inne jej
sktadowe (np. adhezj¢ 1 migracje). Jednoczesnie dato si¢ zauwazy¢, ze wilasciwie tylko
resweratrol, cho¢ wcale nie cechowatl si¢ w kazdym z ocenianych przypadkow najwieksza
sifa dziatania, a niekiedy zachowywal si¢ w sposob neutralny (nie wplywal na dany
parametr), byl zwigzkiem dziatajagcym niemal kazdorazowo w sposob pozadany, tj. hamujac
progresje komoérek nowotworowych. Postugujac si¢ takim kryterium oceny terapeutycznej
przydatnosci zwigzkow, bedacych kandydatami na leki, mozna wysnu¢ tezg, ze badane w
niniejszej rozprawie pochodne resweratrolu nie spetniaja poktadanych w nich oczekiwan.
Trudno bowiem sobie wyobrazi¢ $wiadome stosowanie zwigzku, ktory cho¢ w minimalnym
stopniu moze nasila¢ postgp choroby. Z drugiej strony, jesli podejs¢ do tego problemu w

sposOb mniej purystyczny, mozna przyjac, ze przeprowadzone badania sg dobrym punktem
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wyjscia do dalszych poszukiwan 1 analiz kolejnych syntetycznych, dodatkowo
hydroksylowanych pochodnych resweratrolu, powstatych na strukturalnej bazie ocenianych
tutaj zwigzkéw. Pochodne te powinny jednak gwarantowa¢ zachowanie korzystnych
terapeutycznie efektow 3,3',4,4-THS i 3,3',4,4',5,5'-HHS, przy jednoczesnym wykluczeniu

rozpoznanych w niniejszej rozprawie efektow niepozadanych.
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6. WNIOSKI

1. Pomimo, iz 3,3',4,4'-tetrahydroksy-trans-stiloen i 3,3',4,4'5,5'-heksahydroksy-trans-
stilben cechuja si¢ wysoka cytotoksycznoscig w stosunku do komorek raka jajnika, jak
rowniez w jednolity sposéb indukuja ich apoptoze i hamuja proliferacje, odnotowany
jednoczesnie ich pobudzajacy wplyw na wlasciwosci adhezyjne 1 migracyjne komoérek
nowotworowych wyklucza mozliwo$¢ wykorzystania tych analogow resweratrolu w
chemioterapii tego typu nowotworu.

2. Czynnikiem limitujacym terapeutyczne wykorzystanie 3,3'4,4'-tetrahydroksy-trans-
stilbenu i 3,3',4,4'5,5'-heksahydroksy-trans-stilbenu w chorobie nowotworowej jajnika,
szczegblnie w kontekscie ich stosowania dootrzewnowego, jest takze pobudzajacy wplyw
tych zwigzkow na zalezng od komodrek mezotelialnych proliferacj¢ i migracje komorek
srédblonka naczyniowego.

3. Sposrdd badanych stilbenéw tylko resweratrol w jednolity sposob hamowat wszystkie
wyktadniki progresji komodrek nowotworowych, co wskazuje, ze sposrod trzech ocenianych
zwigzkow tylko on moze by¢ rozpatrywany w kontekscie wykorzystywania w chemioterapii
raka jajnika.

4. Efekty biologiczne wywierane przez resweratrol, 3,3',4,4'-tetrahydroksy-trans-stilben i
3,3',4,4' 5,5'-heksahydroksy-trans-stilben nie maja charakteru uniwersalnego, gdyz reakcja
komorek raka jajnika na te zwigzki jest w duzej mierze uzalezniona od uzytej do badan linii
komorkowe;.

5. Uzyskanie dla 3,3',4,4'-tetrahydroksy-trans-stilbenu i 3,3',4,4',5,5'-heksahydroksy-trans-
stilbenu pozadanych efektow biologicznych w postaci indukcji $mierci komorek
nowotworowych i zahamowania ich proliferacji uzasadnia dalsze badania nad zalezno$ciami
miedzy strukturg 1 aktywnos$cig syntetycznych pochodnych resweratrolu, ktérych celem
powinno by¢ ustalenie struktury odpowiedzialnej za efekty pozadane oraz dalsza
modyfikacja tych zwigzkéw, celem wyeliminowania przyczyn wystgpowania efektow
niekorzystnych z punktu widzenia terapeutycznego.
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Cze¢$¢ wynikow badan ujetych w niniejszej rozprawie doktorskiej zostala opublikowana w
pracy: "Resveratrol and its synthetic derivatives exert opposite effects on mesothelial cell-
dependent angiogenesis via modulating secretion of VEGF and IL-8/CXCL8", autorstwa:
Mikuta-Pietrasik J., Kuczmarska A., Kucinska M., Murias M., Wierzchowski M.,
Winckiewicz M., Staniszewski R., Breborowicz A., Ksigzek K., opublikowanej w periodyku
Angiogenesis (2012, 15(3):361-76).

Ponadto, wyniki tych badan zostaty zaprezentowane w formie prezentacji zatytulowane;:
"Antagonistic effects of resveratrol and its synthetic analogues on mesothelial cell-
dependent angiogenic behaviour of endothelial cells in vitro", ktéra zostala predstawiona w
formie plakatu podczas 47 Kongresu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktory odbyt
si¢ w Poznaniu w dniach 11-14 wrze$nia 2012 roku. Doniesienie to zostalo opublikowane w
czasopismie Acta Biochimica Polonica (autorzy: Kuczmarska A., Mikuta-Pietrasik J.,
Ksigzek K. Vol. 59, 3, p. 12., 2012).
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OSWIADCZENIE

Niniejszym os$wiadczam, iz jestem autorem pracy pt.: ,,Wplyw syntetycznych pochodnych
resweratrolu, 3,3’,4,4’-tetrahydroksy-trans-stilbenu i 3,3°,4,4°,5,5’-heksahydroksy-
trans-stilbenu, na wykladniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w modelu in vitro”.
Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu osob
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materialoéw
zrodtowych, stanowi ona prace oryginalng nie narusza praw autorskich oraz dobr
osobistych 0sob trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam roéwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i1 informacji, ktore
zostaty uzyskane w sposéb niedozwolony prawem oraz nie byta dotychczas przedmiotem
zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem tytutu doktora nauk medycznych, 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 nadto upowazniam Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pracy w zakresie
wprowadzania jej do pamigci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udostgpniania w
formie elektronicznej oraz drukowanej.

Imig¢ i nazwisko Angelika Kuczmarska

Data, podpis.......ccccovvevveiieiieiie e
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Wplyw syntetycznych pochodnych resweratrolu, 3,3°,4,4 -tetrahydroksy-trans-stilbenu i
3,3,4,4°,5,5 -heksahydroksy-trans-stilbenu, na wyktadniki inwazyjnosci komorek raka jajnika w
modelu in vitro.
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