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Streszczenie

Wprowadzenie: Zywno$¢ zawiera potencjalnie mutagenne substancje, takie jak PhIP,
heterocykliczna amina aromatyczna powstajaca podczas obrébki cieplnej migsa, jak
réwniez substancje mogace dziata¢é w sposdb ochronny poprzez m.in. modulowanie
odpowiedzi antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej, jak np. kurkumina, ktora jest obecna
w kurkumie i mieszance curry.

Materiat i metody: W przedstawionych badaniach analizowano role PhIP i kurkuminy
na uszkodzenia DNA w limfocytach izolowanych z krwi pacjentow z rakiem jelita gru-
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bego. Limfocyty 0sob z rakiem jelita grubego (10 pacjentow) oraz zdrowych (kontrola,
6 0sob) traktowano PhIP i/lub kurkuming, nastgpnie poziom uszkodzen DNA porow-
nano metoda kometows.

Wyniki: Wstepne wyniki sugeruja, ze limfocyty chorych na nowotwor jelita grubego
maja wigksze podstawowe uszkodzenia DNA niz te od osob zdrowych. Uszkodzenia
wywotywane PhIP sg liniowo zalezne od zastosowanej dawki i mogag by¢ zredukowane
w obecnos$ci kurkuminy (zwlaszcza w stezeniu do 5 pM).

Whioski: Dane wskazuja, ze kurkumina moze wywiera¢ dziatanie ochronne przed uszko-
dzeniami DNA indukowanymi mutagenem obecnym w Zywnosci.

Stowa kluczowe: kurkumina, uszkodzenia DNA, PhIP, rak jelita grubego, chemoprewencja

Wprowadzenie

Nowotwor jelita grubego

We wspolczesnym §wiecie choroby nowotworowe sg jedng z najczgstszych przy-
czyn zgonow nie tylko w krajach rozwinigtych, ale rowniez rozwijajacych si¢ [1].
Szacunkowo jedynie 5-10% nowotworow wynika z dziedziczonych wad gene-
tycznych [2]. Wigkszy udzial w rozwoju nowotworéw maja: dieta (15-35%), pa-
lenie tytoniu (25-30%) oraz spozycie alkoholu (1-6%) [3], ktére sa czynnikami
modyfikowalnymi.

Przyktadem nowotworu, w ktorym wplyw diety na etiologi¢ jest szcze-
golnie istotny, jest rak jelita grubego, nowotwor rozwijajacy si¢ w okreznicy lub
odbytnicy. Przyczyna tej zaleznosci jest obecno$¢ powtarzalnego, bezposrednie-
go narazenia komorek jelita na toksyczne substancje pochodzace z pozywienia.
Szacuje si¢, ze w przypadku tej choroby okoto 70% przypadkow mozna by unik-
ng¢ dzigki modyfikacjom diety [4]. Zaobserwowano zwigkszong mutagenno$¢
stolca o0sob, ktore stosuja diete bogata w ttuszcze nasycone i uboga w btonnik
w poréwnaniu do wegetarian [5]. W USA choroba ta jest trzecim najcz¢sciej dia-
gnozowanym nowotworem oraz trzecim powodujacym najwigksza smiertelnosé
[6]. Dane epidemiologiczne w Polsce wskazuja, ze sytuacja jest jeszcze gorsza,
poniewaz rak jelita grubego wystepuje na drugim miejscu pod wzgledem zgonoéw
spowodowanych nowotworem [7]. Wiele przeprowadzonych badan wskazuje, ze
ogoblne wysokie spozycie migsa, zwlaszcza czerwonego, a takze przetworow mig-
snych zwigksza ryzyko raka okr¢znicy i odbytnicy [8—10]. Na podstawie analizy
dostepnych danych, w 2007 r. World Cancer Research Fund zalecit spozywanie
nie wigcej niz 300 g nieprzetworzonego, czerwonego migsa (wotowiny, wieprzo-
winy, koziego, jagni¢ciny) tygodniowo [4]. World Health Organisation klasyfiku-
je za$ spozycie duzej ilosci migsa jako ,,prawdopodobng” przyczyne zwickszenia
zapadalnos$ci na chorob¢ nowotworowg jelita grubego. Podobnie w Polsce za-
lecenia Instytutu Zywnosci i Zywienia w Warszawie zachecajg do ograniczenia
spozycia migsa (zwlaszcza czerwonego) i przetworzonych produktéw migsnych
do 0,5 kg tygodniowo [11].
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Badania wskazuja, ze zalezno$¢ pomiedzy spozyciem migsa a ryzykiem
rozwoju nowotworu jelita grubego moze by¢ zwigzana z samym procesem jego
przygotowania, poniewaz wyzsze ryzyko raka jelita grubego obserwuje si¢
u 0sob, ktore spozywaja migso poddane obrobce cieplnej w wysokiej tempera-
turze przez dluzszy czas [12]. Sugeruje to role substancji powstajacych m.in.
podczas grillowania lub smazenia, takich jak HCA — heterocykliczne aminy aro-
matyczne, do ktorych nalezy PhIP (2-amino-1-metylo-6 fenyloimidazo[4,5-b]
pirydyna) (Ryc. 1) [13].
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Rycina 1. Struktura PhIP

Podczas traktowania migsa, produktow migsnych oraz ryb wysoka tem-
peratura, pomiedzy cukrami, kreatyng oraz aminokwasami dochodzi do reakcji,
w wyniku ktérej powstaje PhIP i inne HCA [14]. Ilo$¢ powstalego PhIP zalezy od
typu zywnosci, a takze sposobu, temperatury i czasu obrobki [15]. Ilos¢ powsta-
jacych HCA szacuje si¢ na 10,89 ng na 1 g mi¢sa poddanego obrdbce termiczne;j
w temperaturze 195°C [16]. W znacznie mniejszych ilosciach HCA wystepuja
takze w zanieczyszczeniach $rodowiska i dymie tytoniowym [17]. Istnieje wie-
le doniesien o wplywie obecnego w diecie PhIP na zwigkszenie czestosci wy-
stepowania ludzkiego gruczolaka jelita grubego [18], raka nerki [19], odbytnicy
[20] oraz przetyku [21]. PhIP w formie natywnej, dostarczanej wraz z pozywie-
niem, nie wywiera efektu kancerogennego. Jednak metabolizm tej substancji,
jakiemu ulega ona w ludzkim organizmie, wptywa na zwickszenie jej toksyczno-
Sci. Pierwsza reakcja biotransformacji PhIP jest hydroksylacja przeprowadzana
przez enzymy z rodziny cytochromu P450 (CYP450) [22]. W przypadku PhIP
metabolizm zachodzi gléwnie w wyniku dziatalnosci CYP1A2 w watrobie oraz
CYP1A1/CYPIB1 w innych tkankach. Powstaje N-hydroksypochodna, ktéra
moze ulega¢ dalszym przemianom, prowadzacym do detoksykacji, lub — wprost
przeciwnie — do aktywacji. Sprzezenie z glukuronianem za pomocg enzymow
z grupy UGT (UDP-glukuronylotransferaz) lub redukcja pod wptywem NADPH-
-reduktazy skutkuje detoksykacja, natomiast reakcja enzyméw z grup SULT
(sulfotransferaz) oraz NAT (N-acetylotransferaz) prowadzi do powstania odpo-
wiednio N-sulfonyloksy-PhIP oraz N-acetoksy-PhIP, ktore sa zwigzkami bardzo
reaktywnymi, toksycznymi, tworzacymi addukty z DNA, ktére nieusuni¢te moga
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prowadzi¢ do upo$ledzenia procesu replikacji, mutacji punktowych i aberracji
chromosomowych [22].

Mozna prébowac ograniczy¢ ilo§¢ spozywanego PhIP poprzez zmiane na-
wykow kulinarnych, trudno jest jednak wyeliminowac go catkowicie. Na szczg-
$cie dieta moze obfitowac¢ réwniez w zwiazki o przeciwnym, dobroczynnym
dziataniu, okreslane jako nutraceutyki. Sg to substancje, ktore moga wykazywacé
dzialanie lecznicze lub zapobiegajace rozwojowi choroby. Do nutraceutykow za-
liczamy obecnie wiele substancji, takich jak indole z roslin krzyzowych, karote-
noidy marchewki, polifenole czarnej i zielonej herbaty, resweratrol z czerwonego
wina czy kurkumina [23].

Kurkumina

Kurkumina ((1E,6E)-1,7-bis(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)hepta-1,6-dien-3,5-
dion) jest znana od wiekow i szeroko stosowana w diecie azjatyckiej, gtéwnie
jako sktadnik przyprawy — kurkumy (m.in. w niezwykle popularnej w kuchni
hinduskiej mieszance: curry). Chemicznie jest dwuferulometanem, nalezacym do
grupy hydrofobowych polifenoli z grupy kurkuminoidow [24] (Ryc. 2).
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Rycina 2. Struktura kurkuminy

Kurkumina zostata wyizolowana z klaczy ostryzu dtugiego — kurkumy
(Curcuma longa), ktérym nadaje charakterystyczny zotty odcien [25]. Do Europy
kurkuma zostata przywieziona w XIII wieku przez Marco Polo, za§ w tradycyjne;j
medycynie azjatyckiej jest stosowana jako srodek bedacy panaceum na wiele
dolegliwosci. Ktacza ostryzu zawieraja 3—5% kurkuminoidow, olejki eteryczne
(m.in.: germakron, elmenon, zingiberen, turmeron, kurlon) oraz ok. 5% zywic.
Kurkumina jest gléwnym pod wzgledem ilo$ciowym oraz znaczenia biologicz-
nego kurkumoidem wystepujagcym w ostryzu [27], oprocz niej obecne sg row-
niez: cyklokurkumina, demetoksykurkumina, bisdemetoksykurkumina. Pierwszy
artykut naukowy dotyczacy wlasciwosci farmakologicznych kurkuminy zostat
opublikowany w 1815 r. [28]. W wielu publikacjach pojawiaja si¢ sugestie, ze jej
stata obecnos¢ w diecie mogtaby by¢ skuteczna i podnosi¢ zdolnosci naprawcze
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DNA, jak zaobserwowano u grupy Hinduséw po suplementacji kurkuming [29].
Obecnie jest powszechnie uzywana jako dodatek do zywnosci, srodek koloryzu-
jacy oznaczany symbolem E100 (do barwienia produktéw spozywczych, takich
jak margaryna, musztarda, makarony, napoje bezalkoholowe) [26].

Kurkumina znana jest ze swoich wlasciwosci przeciwnowotworowych
[30], przeciwzapalnych [27], antyoksydacyjnych [31,32], proapoptotycznych
[33], antyprogresyjnych zwigzanych z przerzutowaniem czy angiogeneza nowo-
tworow [34]. Komoérkowym celem aktywnosci kurkuminy jest wiele $Sciezek sy-
gnalizacyjnych, ktore potencjalnie mogg stanowi¢ mechanizm jej protekcyjnych
wlasciwosci [35].

Niestety, mimo korzystnych efektow dziatania kurkuminy, problem stano-
wi jej niska biodostgpno$¢ w organizmie cztowieka, spowodowana szybkim me-
tabolizmem. Stezenia uzywane w badaniach in vitro sg wielokrotnie wigksze niz
te, ktore sg osiggalne w warunkach fizjologicznych. Biodostepnos¢ kurkuminy
jest niska z powodu stabej absorpcji przez komorki jelita i szybkiego metaboli-
zmu zachodzacego w watrobie [31]. Najwyzsze osiagnigte w surowicy stezenie
wynosito 2 uM, przy suplementacji 8000 mg kurkuminy na dobg [36]. Jako ze
z kurkuming wigze si¢ obecnie duze nadzieje, przeprowadza si¢ proby zwigksze-
nia jej biodostgpnosci. Najprostszym ze sposobow jest podawanie kurkuminy
razem z piperyng, skladnikiem aktywnym pieprzu. Badania wykazaty, ze w ten
sposob mozna zwickszy¢ stezenie kurkuminy we krwi nawet 30-krotnie [37].
Rownoczesnie pracuje si¢ nad nowoczesnymi i bardziej wydajnymi systemami
dostarczania kurkuminy do organizmu, takimi jak nanoczasteczki, liposomy czy
mikroemulsje [38].

Material i metody

Celem przedstawianych badan byto okreslenie wplywu kurkuminy oraz muta-
genu zawartego w zywnosci (PhIP), stosowanych osobno lub rownoczesnie, na
uszkodzenia DNA w limfocytach pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem
jelita grubego, dla ktorych kontrolg stanowity limfocyty zdrowych osob.

Izolacja limfocytow

Krew zylna zostata pobrana od pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem je-
lita grubego w Klinice Chirurgii Endoskopowej, Metabolicznej i Nowotworow
Tkanek Migkkich Wydziatu Lekarskiego UJ. Na przeprowadzenie doswiadczen
uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej nr KBET/135/B/2013. Krew bedaca
zrodtem limfocytow kontrolnych pochodzita ze stacji krwiodawstwa w Krako-
wie. Pobrang krew wirowano [12 min, 1500 rpm (350 g), 4°C] w celu uzyskania
osocza, po czym krew rozcienczong w stosunku 1:1 z PBS wirowano w gradien-
cie gestosci [Histopaque 1077, 35 min, 1600 rpm (400 g), temp. pokojowa]. Na-
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stepnie warstwa limfocytarna zostata dwukrotnie odwirowana w PBS bez Ca?*
i Mg?* [10 min, 1500 rpm (350 g), 4°C]. Limfocyty zostaty nast¢pnie zamrozone
w -80°C w pozywce RPMI zawierajacej 50% FBS (ptodowej surowicy bydlecej)
+ 10% DMSO. Doswiadczenia przeprowadzono w ciagu 2 tygodni od zamroze-
nia komorek.

Inkubacja komorek

Po rozmrozeniu limfocyty zawieszono w pozywce RPMI z dodatkiem 20% FBS.
Nastepnie inkubowano je z PhIP w zakresie stgzen 0—-100 uM i/lub kurkuming
w zakresie stezen 0-50 uM przez 1 godzing w 37°C, w atmosferze 95% wilgot-
nosci i 5% CO.,.

Badanie zywotnosci komorek

W celu zbadania wptywu PhIP i kurkuminy przeprowadzono réznicowe barwie-
nie fluorescencyjne, w ktorym komorki zywe barwig si¢ na kolor zielony, nato-
miast komorki martwe — na kolor pomaranczowy. Komorki wysiewano w ilosci
2 x 10* komorek na studzienke w ptytkach 96-dotkowych i inkubowano przez 1
godzing z PhIP w zakresie stgzen: 0—100 uM, kurkuming w zakresie stezen 0—50
UM oraz réwnoczesnie z 100 uM PhIP i kurkuming w zakresie stezen 25-100
uM. Nastgpnie komorki odwirowano, zawieszono w 30 pl PBS, po czym miesza-
no w stosunku 1:1 z mieszaning dioctanu fluoresceiny w acetonie (FDA, 5 mg/
ml), bromku etydyny w PBS (EtBr, 200 pg/ml) i PBS bez Mg** i Ca?*, po czym
natozono na szkietka mikroskopowe.

Analizowano co najmniej 100 losowo wybranych komoérek na szkietku przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Olympus IX50). Procedure powtorzono
w trzech niezaleznych eksperymentach.

Badanie uszkodzenn DNA — test kometowy
Test kometowy polega na elektroforezie pojedynczych komoérek w zelu agarozo-
wym i stuzy do wykrywania uszkodzen DNA na poziomie pojedynczej komorki.
Po zastosowaniu alkalicznej lizy (pH>13) dochodzi do usunigcia blon komorko-
wych, a DNA pozostaje obecny w komodrkach w postaci nukleoidu. Jesli doszto
do przerwania cigglosci kwasu nukleinowego, DNA ulega rozwinigciu w wytwo-
rzonym polu elektrycznym z uksztattowaniem charakterystycznego wizerunku
komety [39].

Po inkubacji komoérek z odeczynnikami, limfocyty wirowano przez 5 min
przy 1200 rpm (220 g) w 4°C i zawieszono w 30 pl PBS, do ktérego dodano 225
ul rozpuszczonej 0,5% agarozy LMPA (o niskiej temperaturze topnienia) w PBS
bez Ca* i Mg*". Tak przygotowang zawiesing komorek naktadano na szkietka
podstawowe pokryte 0,5% agaroza NMPA (o normalnej temperaturze topnienia),
a nastgpnie umieszczano w buforze do lizy (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH=10) na co najmniej 16 godzin w 4°C.
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Elektroforez¢ przeprowadzono przy nastgpujacych parametrach: 23 V, 300 mA,
w 4°C i ciemnosci przez 30 minut. Preparaty zostaly przeptukane trzykrotnie
w buforze neutralizujacym i utrwalone w metanolu (5 min). W celu wizualizacji
DNA i pomiaru uszkodzen preparaty barwiono jodkiem propidyny (2,5 pg/ml
w Tris, pH=7,5). Pomiaréw dokonywano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyj-
nego Olympus [X50 wyposazonego w zielony filtr oraz kamerg cyfrowa (i. CAM-
-hrM; sensor SONY ICX), umozliwiajacg analiz¢ uszkodzen DNA w programie
Comet Assay 2.6 (Comet Plus, Theta System GmbH, Germany). Preparaty przy-
gotowano w dwoch powtdrzeniach, a z kazdego analizowano 100 komorek. Pro-
gram wyliczat parametry okreslajace stopien uszkodzenia komorek, z ktérych do
dalszej analizy postuzono si¢ % DNA zawartym w ,,ogonie komety”.

Analiza statystyczna
Analizy statystycznej wynikoéw testu kometowego dokonano w programie Stati-
stica 12.0 (StatSoft Polska), uzywajac testu ANOVA popartego analizg post-hoc
Tukeya (HSD). Wyniki przedstawiono w postaci srednich grupowych, stupki bteg-
dow oznaczajg 1,96-SE (btedu standardowego). Roznice przy p<0,05 przyjeto za
statystycznie istotne.

Wyniki

Charakterystyka badanej grupy

Limfocyty izolowano z krwi pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem jelita
grubego (10 dawcow), o roznym stadium choroby. Tabela 1 podsumowuje infor-
macje uzyskane na temat dawcow. Zrodtem limfocytow stanowiacych kontrolg
byli Honorowi Dawcy Krwi (6 0séb), czyli osoby zdrowe. Te dwie badane grupy
okreslone zostaty odpowiednio jako ,,pacjenci RJG” oraz ,,zdrowi dawcy”.

Wplyw PhIP oraz kurkuminy na Zywotnosc limfocytow

Wykazano, ze zarowno PhIP jak i kurkumina, stosowane niezaleznie, a takze
rownoczesnie, przez 1 godzing nie wptywaja w sposob istotny statystycznie na
zywotno$¢ limfocytéw obu grup badawczych (test £-Studenta). Dane nie zostaty
przedstawione graficznie ze wzgledu na jednakowy charakter wynikow — zywot-
nos$¢ na poziomie 98-99%.

Wplyw PhIP oraz kurkuminy na uszkodzenia DNA limfocytow

W limfocytach pacjentéw RJG zaobserwowano znaczaco wyzszy poziom endo-
gennych uszkodzen DNA w poréwnaniu do limfocytow zdrowych dawcow (od-
powiednio 14,26% vs. 10,39%). Wyniki przedstawiono na rycinie 3.
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Tabela 1. Podsumowanie danych na temat pacjentow z nowotworem jelita

grubego
Inf j Morfolo-
" ormac.]e . orto ,(; * Leki Dodatkowe
L Wiek 0 chorobie gia krwi przyjmowane dane
i (typ nowotworu, Ht [%l rzez pacjenta 0 pacjencie
stopien zaawansowania*®) Hb [g/dl] P paq paq
1 72 Rak okreznicy Ht-28,0 insulina, Cukrzycat. 2,
(esica), B2 Hb-9,5 atorvastatyna, nadci$nienie,
benserazy- ChNS***,
dlevodopa, ch. Parkinsona
indapamid
2 61 Rak okreznicy Ht-28,0 losartan potasu, Nadci$nienie,
(zstepnica), B2 Hb-8,1 atenolol ChNS
3 83 Rak okreznicy Ht-23,8 indapamid, Nadci$nienie, hiper-
(poprzecznica), Bl Hb-7,8 lisinopril cholesterolemia
4 78 Rak okreznicy (esica), Ht-33 peryndopryl, Nadci$nienie,
B1 Hb-12,5 indapamid za¢ma
5 62 Rak odbytnicy, Ht-29,3 peryndopryl, Nadci$nienie
Bl Hb-10,2 indapamid,
6 53 Rak okreznicy (esica), Ht-35,6 ramipryl Nadcisnienie
Al Hb-14,1
7 69 Rak okre¢znicy (katnica), Ht-34,5 ramipryl Nadcis$nienie
Al Hb-12,3
8 75 Rak okreznicy (esica), Ht-33,7 glimepiryd, Cukrzyca t. 2,
C2 Hb-12,9 chlortalidon, nadci$nienie,
fumaran ChNS
bisoprololu, di-
chlorowodorek
betahistyny
9 62 Rak okreznicy (katnica), Ht-34,5 ramipryl Nadcisnienie
Al Hb-12,3
10 71 Rak okreznicy (esica), B2 Ht-34,1 brak brak
Hb-13,6

* Stopien zaawansowania nowotworu wg klasyfikacji Astlera-Collera: A1 — rak nacieka btong $luzowa, bez
zajecia weztow chionnych; A2 — rak nacieka btong sluzowa i podsluzowa, bez zajgcia weztéw chtonnych; B1 —
rak nacieka mig§niowke wlasciwa, bez zajecia weztéw chtonnych; B2 — rak nacieka cata grubosé $ciany jelita,
bez zajgcia weztdw chtonnych; C1 —rak nacieka migsniowke wiasciwa, z zajeciem weztow chtonnych; C2 —rak

nacieka cata grubo$¢ $ciany jelita, z zajgciem weztow chtonnych;

** Ht — hematokryt, Hb — zawarto$¢ hemoglobiny w krwi petnej;

*** ChNS — choroba niedokrwienna serca.



WPLYW KURKUMINY NA USZKODZENIA DNA... 31

18,0
*k%

16,0

14,0

——

12,0

——

10,0
8,0

6,0

Uszkodzenia DNA [%]

4,0

2,0

0,0
zdrowi dawcy pacjenci RIG

Stupki btedéw odpowiadaja 1,96:SE; *** oznacza istotnos¢ statystyczng (p<0,001).

Rycina 3. Poréwnanie uszkodzen DNA limfocytow nietraktowanych
odczynnikami u zdrowych dawcéw (N=6) i pacjentow RJG (N=10)

W celu zbadania wplywu PhIP na uszkodzenia DNA limfocytéw obu grup
badawczych traktowano je PhIP w zakresie stezen 0—100 uM przez 1 godzing.
Po tym czasie uszkodzenia oceniono metodg kometowa. Wyniki przedstawiono
na rycinie 4.
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Stupki blgdow odpowiadaja 1,96:SE; *** oznacza istotno$¢ statystyczna (p<0,001) w stosunku do stgzenia
0 uM PhIP.

Rycina 4. Wptyw PhIP na uszkodzenia DNA limfocytéw zdrowych dawcéw oraz
pacjentow RJIG
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Wykazano, ze po godzinnej inkubacji z PhIP wzrasta poziom uszkodzen
DNA w limfocytach dawcow z obu grup. Zaobserwowano liniowy wzrost uszko-
dzen zalezny od zastosowanego stezenia (od 10,39% do 17,42% w limfocytach
zdrowych dawcow; oraz od 14,26% do 24,71% u pacjentow RJIG). Uszkodzenia
DNA limfocytow pacjentow RJG pozostaja wicksze dla kazdego zastosowanego
stezenia.

Aby oceni¢ wptyw kurkuminy na uszkodzenia DNA indukowane przez
PhIP limfocyty obu grup badawczych potraktowano rownoczesnie 100 uM PhIP
oraz kurkuming w zakresie stezen 1-50 uM przez 1 godzing. Po tym czasie uszko-
dzenia oceniono metodg kometowa. Wyniki przedstawiono na rycinie 5 (zdrowi
dawcy) oraz rycinie 6 (pacjenci z rakiem jelita grubego).

Inkubacja limfocytow jednocze$nie z PhIP oraz kurkuming wplywa na re-
dukcj¢ uszkodzen DNA indukowanych PhIP w obu grupach badawczych. Reduk-
cja uszkodzen wykazuje istotnosc statystyczng w kazdym zastosowanym stezeniu
dla pacjentéw RJG, a dla dawcow zdrowych — w kazdym stezeniu procz najwyz-
szego (50 uM). Najbardziej efektywne dziatanie ochronne wykazuje kurkumina
w niskich stgzeniach (1 pM oraz 5 uM) w obu grupach dawcow. Najwydajniejsza
protekcja zachodzi przy rownoczesnym zastosowaniu PhIP w stezeniu 100 uM
oraz kurkuminy w stezeniu 5 uM. Nastepuje zmniegjszenie uszkodzen powodo-
wanych PhIP z 17,41% do 10,13% oraz z 24,71% do 13,26% — odpowiednio dla
dawcow zdrowych oraz pacjentow RJIG.
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Stupki btedow odpowiadaja 1,96-SE; *** oznacza istotnos¢ statystycznag (p<0,001) w stosunku do PhIP w steze-
niu 100 uM; * oznacza istotno$¢ statystycznag (p<0,05) w stosunku do PhIP w stezeniu 100 pM.

Rycina 5. Wplyw PhIP oraz kurkuminy na uszkodzenia DNA w limfocytach
zdrowych dawcow. K — kontrola, 100 PhIP — 100 uM PhIP, C —
kurkumina, 1 — 1 pM, 5 -5 uM, 10 — 10 uM, 50 — 50 uM
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Stupki btedéw odpowiadajg 1,96 SE; *** oznacza istotno$¢ statystyczna (p<0,001) w stosunku do PhIP w ste-

zeniu 100 pM.

Rycina 6. Wptyw PhIP oraz kurkuminy na uszkodzenia DNA w limfocytach
pacjentow RJG. K — kontrola, 100 PhIP— 100 uM PhIP, C —
kurkumina, 1 — 1 pM, 5 -5 uM, 10 — 10uM, 50 — 50 uM

Dyskusja

W przeprowadzonych eksperymentach zastosowano potencjalnie grozny dla
ludzkiego zdrowia PhIP oraz przypuszczalnie korzystna kurkumine. Oba zwiazki
po godzinnej inkubacji nie wptywaly w sposdb znaczacy na zywotnos¢ anali-
zowanych komorek — limfocytow. Indukcja uszkodzen DNA (wyrazanych jako
% DNA w ogonie komety) (Ryc. 3) po inkubacji limfocytéw z PhIP potwierdza
klasyfikowanie tej substancji przez IARC jako potencjalnego kancerogenu [40].
Roéwnoczesnie, uszkodzenia rosng liniowo w zalezno$ci od zastosowanego ste-
zenia (Ryc. 4). Podkresla to zagrozenie dla ludzkiego zdrowia wynikajace ze sto-
sowania diety obfitujacej w smazone, czerwone mi¢so, zwlaszcza wieprzowing,
ktoéra jest najobfitszym zrédtem HCA [16]. Pod wptywem PhIP w komodrkach
dochodzi do powstawania adduktéw purynowych, ktére w wyniku zachodzacych
procesow naprawy DNA powoduja wystepowanie przejsciowych peknie¢ kwa-
su nukleinowego, wykrywanych metoda kometowa [41]. Sugerowany jest takze
mechanizm uszkodzen zwigzany z generowaniem reaktywnych form tlenu [42].
Doswiadczenia wykazaly ochronny wptyw kurkuminy na uszkodzenia
indukowane mutagenem obecnym w zywnosci (PhIP) (Ryc. 5 i 6). Podobne
doswiadczenia przeprowadzone dla innych polifenoli (w tym kwercetyny oraz
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rutyny) réwniez wykazujg ich skuteczno$¢, co wskazuje na zasadno$¢ stosowa-
nia tego typu substancji roslinnych w chemoprewencji [43]. Ponadto kurkumina
redukuje uszkodzenia indukowane przez PhIP zaréwno w limfocytach pacjen-
tow RJG, jak i w komorkach zdrowych dawcow. Nalezy zauwazy¢ jednak, ze
uszkodzenia DNA w obrebie kazdej grupy redukowane sa do poziomu limfocy-
tow nietraktowanych PhIP (probek kontrolnych), ktory wyzszy jest u dawcow ze
zdiagnozowanym rakiem jelita grubego (Ryc. 3).

Dotychczasowe doswiadczenia analizujace potencjalnie chemoprewen-
cyjny wptyw kurkuminy na rozw6j nowotworu jelita grubego byly przepro-
wadzone migdzy innymi w warunkach in vifro oraz w modelach zwierzecych.
Badania na liniach komérkowych nowotworu jelita grubego wykazuja miedzy
innymi, ze kurkumina indukuje w nich uszkodzenia DNA, zatrzymuje cykl
komoérkowy, hamuje proliferacj¢, redukuje migracj¢ oraz indukuje apoptoze
[44-47]. W przypadku pierwotnych komorek nowotworowych izolowanych od
pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem jelita grubego, kurkumina réwniez po-
wstrzymuje ich namnazanie si¢ oraz wywotuje zaprogramowang smier¢ [48].
W licznych eksperymentach na zwierzecych nowotworach okr¢znicy wywoly-
wanych kancerogenami zaobserwowano hamowanie rozwoju guzow pod wply-
wem kurkuminy [49].

Innym waznym aspektem zwigzanym z wyborem nowotworu jelita gru-
bego jako modelu badawczego jest fakt, ze kurkumina w przewodzie pokarmo-
wym moze dziata¢ bezposrednio, bez koniecznosci absorpcji, przez co osiggalne
stezenia moga by¢ wyzsze niz dostepne w surowicy. Ma to znaczenie zwlaszcza
w chemoprewencji rozwoju raka okreznicy oraz odbytnicy. Poprzez swoje wia-
Sciwosci, w tym wykazany w niniejszej pracy efekt ochronny przed uszkodzenia-
mi DNA indukowanymi przez mutagen obecny w zywnosci, dodatek kurkumi-
ny do diety moglby mie¢ hamujacy wptyw na proces rozwoju nowotworu jelita
grubego, a takze innych nowotwordow, szczegodlnie dietozaleznych. Co wazne,
kurkumina moze wykazywac dziatanie ochronne na kazdym stopniu rozwoju
choroby nowotworowej. Hamuje inicjacje poprzez usuwanie wolnych rodnikow,
wplywa na metabolizm ksenobiotykdw czy pobudza mechanizmy naprawcze
[50]. Kurkumina moze ingerowa¢ rowniez w dalsze etapy rozwoju nowotworu.
Etapy promocji oraz progresji sa hamowane takze poprzez redukcje stanu zapal-
nego, promowanie réznicowania komorek, hamowanie ich proliferacji, wplyw
na $ciezki sygnalizacyjne (np. zmniejszenie wrazliwosci na czynniki wzrostu),
indukcje apoptozy i wptyw na mikro§rodowisko nowotworu [50].

W przeprowadzonych badaniach zastosowano stezenia kurkuminy, jakie
moga by¢ osiggalne w organizmie ludzkim (stezenie 1 pM, ktore wykazuje
protekcyjny efekt, jest mozliwe do osiagnigcia w wyniku wzbogacenia diety
kurkumg).

Uzyskane wyniki potwierdzaja takze stuszno$¢ pomystu stosowania meto-
dy kometowej do analizy uszkodzen DNA jako biomarkera choroby nowotwo-
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rowej jelita grubego. Podobnie jak w przypadku raka piersi [51], w przeprowa-
dzonych eksperymentach zaobserwowano zwigkszone podstawowe uszkodzenia
DNA limfocytow pacjentoéw RJG w porownaniu do limfocytéw dawcow kon-
trolnych (Ryc. 3). Odnotowano takze zwigkszone uszkodzenia po zastosowaniu
substancji mutagennej (PhIP) (Ryc. 4). Stato si¢ to przyczyna sugestii, iz analiza
uszkodzen DNA w tych limfocytach mogtaby by¢ stosowana jako nieskompli-
kowane badanie przesiewowe, zwlaszcza w potaczeniu z analizg wrazliwosci
tych komorek na substancje kancerogenne. Oczywiscie, uszkodzenia DNA nie
sa w tym wypadku specyficznym markerem typu nowotworu, ale ich wykrywa-
nie testem kometowym mogloby by¢ przydatng metodg diagnostyczng sugeru-
jaca zagrozenie rozwojem tej choroby. Ma to znaczenie tym wigksze, ze analiza
morfologiczna krwi jest rutynowym badaniem kontrolnym i wlaczenie do tego
procesu oceny uszkodzen DNA metoda kometowa takze nie powinno stanowic
trudnosci. Jednakze aby moc wysnuwaé pewne wnioski na ten temat, nalezato-
by rozszerzy¢ badania na wigkszg liczbe pacjentow z nowotworem jelita grube-
go oraz zdrowych dawcow — badana grupa miala bowiem niskg liczebnos¢ ze
wzgledu na pilotazowy charakter eksperymentu. To mogto by¢ takze przyczyna
braku zalezno$ci pomigdzy stadium rozwoju nowotworu a poziomem wykrytych
uszkodzen DNA.

Wazng informacjg uzyskang w przeprowadzonych doswiadczeniach byta
rowniez ocena wptywu zastosowanego polifenolu na uszkodzenia DNA zdro-
wych komorek pacjentow z rakiem jelita grubego. Zdiagnozowanie nowotwo-
ru czesto prowadzi do zmian w diecie niekonsultowanych z lekarzem prowa-
dzacym, co moze stanowi¢ potencjalne zagrozenie. Takze pewne innowacyjne
strategie lecznicze moga wykorzystywaé substancje wykazujace dzialanie
antyoksydacyjne i przeciwzapalne jako zwigzki wspomagajace chemoterapig,
chociazby poprzez zmniejszenie stanu zapalnego czy uwrazliwienie komoérek
na cytostatyk [52]. Kurkumina istotnie zwicksza uszkodzenia DNA limfocy-
tow chorych dawcow, jednakze dopiero w stezeniu 50 pM. Tak wysokie dawki
nie sg osiggalne w organizmie cztowieka, nawet w wyniku suplementacji czy
wstrzykniecia dozylnego.

Istotng kwestig jest takze wptyw catoksztattu diety zawierajacej kurkumi-
n¢ na stan zdrowia czlowieka. Wiadomo, ze substancje obecne w pozywieniu
moga wptywaé na siebie wzajemnie, chociazby na procesy absorpcji czy biodo-
stepnosci. Bardzo interesujace sg wyniki badan analizujacych wptyw kombino-
wanej dawki kurkuminy (480 mg) oraz kwercetyny (20 mg) trzy razy dziennie
na rozwoj polipdw w rodzinnej polipowatos$ci gruczolakowatej (familial adeno-
matous polyposis, FAP) [53]. U wszystkich analizowanych pacjentéw doszto do
redukcji liczby i rozmiaréw polipow o 60%. Wiadomo, ze FAP jest zespotem
silnie predysponujacym do rozwoju nowotwordw jelita grubego — u 0s6b niele-
czonych zyciowe ryzyko rozwoju tej choroby wynosi 100%. Wspomniano juz
takze o korzystnym wptywie piperyny na zwigkszenie stezenia kurkuminy w or-
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ganizmie cztowieka [37]. By¢ moze spozywanie mieszanki przyprawowej curry
moze mie¢ bardziej dobroczynny efekt niz stosowanie samej kurkuminy, z racji
na obecnos¢ w tej przyprawie nie tylko kurkumy, ale takze pieprzu zawierajacego
piperyne.

Podsumowujgc uzyskane wyniki pod katem przydatnosci kurkuminy jako
srodka chemoprewencyjnego — pozostaje mie¢ nadzieje, ze ten tatwo dostepny
i tani §rodek w przysztosci bedzie mogt by¢ zastosowany jako bezpieczny zwia-
zek zapobiegajacy rozwojowi i progresji nowotworu, bez wywierania negatyw-
nego efektu na komoérki prawidlowe, co jest obecnie gtdwnym problemem che-
moterapii.

Whioski

Na podstawie badan epidemiologicznych szacuje sie¢, ze okoto 1/3 wszystkich
zachorowan na nowotwory wywolana jest przez sktadniki diety. Zwigzek taki
obserwuje si¢ pomigdzy spozywaniem potraw miesnych a zapadalno$cia na
nowotwory, zwlaszcza uktadu pokarmowego. Wérod sktadnikow diety, ktorym
przypisuje si¢ dzialanie mutagenne, nalezy wymieni¢ heterocykliczne aminy aro-
matyczne (takie jak np. PhIP), ktére powstaja w migsie i rybach poddanych dzia-
faniu wysokich temperatur podczas smazenia, pieczenia czy grillowania.

Do zwigzkéw o potencjalnym dziataniu chemoprewencyjnym zalicza-
ne sa zwiazki niskoczasteczkowe o charakterze polifenolowym, wystepujace
w owocach i warzywach. Wykazuja one wiele efektow biologicznych — dziataja
jako antyutleniacze, reduktory stanu zapalnego i zmiatacze wolnych rodnikow.
Wplywaja roéwniez na metabolizm ksenobiotykow i pobudzanie mechanizmow
naprawczych. Co wiecej, moga ingerowa¢ we wszystkie etapy rozwoju nowo-
tworu. Jedna z takich substancji jest m.in. kurkumina.

W opisanych badaniach wykazano, ze limfocyty pacjentow z nowotwo-
rem jelita grubego maja znaczaco wigkszy podstawowy poziom uszkodzen DNA
niz limfocyty od zdrowych dawcow. Moze to sugerowac stuszno$¢ zastosowania
uzytej metody — testu kometowego — do analizy uszkodzen DNA jako biomarkera
narazenia na rozwo6j nowotworu jelita grubego. Ponadto, inkubacja limfocytow
z PhIP znaczaco zwieksza uszkodzenia DNA w sposob liniowo zalezny od ste-
zenia zarowno w przypadku zdrowych dawcow, jak i pacjentéw z nowotworem
jelita grubego. Potwierdza to stlusznos¢ okreslania PhIP jako potencjalnego kan-
cerogenu. Uszkodzenia DNA indukowane poprzez PhIP moga by¢ zmniejszone
przy réwnoczesnej inkubacji z kurkuming; szczegolnie niskie stgzenia kurkumi-
ny (do 5 uM) wykazuja silne dzialanie ochronne. Jest to informacja tym bar-
dziej wartosciowa, iz tak niskie stezenia moga by¢ osiagalne po przyjeciu wraz
z pokarmem typowych dawek spozywczych kurkumy. Po dalszych badaniach
potwierdzajacych bezpieczenstwo stosowania kurkuminy, moglaby ona by¢ za-
lecana jako srodek chemoprewencyjny.
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Influence of curcumin on DNA damage induced with food mutagen
(heterocyclic aromatic amine) in lymphocytes isolated
from colorectal cancer patients

Abstract

Introduction: Food contains substances that are potentially mutagens such as PhIP, het-
erocyclic aromatic amine, produced during heat treatment of meat, as well as substances
that may act in protective manner, inter alia by modulating the antioxidant and anti-in-
flammatory response, such as curcumin, which is present in turmeric and curry.

Material and methods: This study investigated the effect of PhIP and curcumin on DNA
damage in lymphocytes isolated from the blood of colorectal cancer patients. Lympho-
cytes from individuals diagnosed with colorectal cancer (N=10) and healthy individuals
(control, N=6) were treated with PhIP or/and curcumin, followed by analysis of DNA
damage using single cell gel electrophoresis (comet assay).

Results: Preliminary results suggest that lymphocytes of patients with colorectal cancer
have a greater baseline DNA damage than those from healthy individuals. PhIP-induced
DNA damage is dose-dependent and can be reduced in the presence of curcumin, espe-
cially at low concentration (up to 5 uM).

Conclusions: The data show that curcumin may exert a protective effect against DNA
damage induced by mutagens present in food.

Key words: curcumin, DNA damage, PhIP, colorectal cancer, chemoprevention



