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Streszczenie
Wprowadzenie: Składnik zielonej herbaty – galusan epigallokatechiny (EGCG) – zna-
ny jest ze swoich właściwości chemoprewencyjnych i chemoterapeutycznych. Wykazuje 
silne właściwości antyoksydacyjne i przeciwzapalne, a w stosunku do komórek nowo-
tworowych – działanie antyproliferacyjne lub proapoptotyczne. Etopozyd jest jednym 
z najczęściej stosowanych leków przeciwnowotworowych, wywołującym jednak wiele 
skutków ubocznych. 
Materiały i metody: W eksperymentach in vitro badano potencjalną rolę EGCG w terapii 
skojarzonej z etopozydem w leczeniu przewlekłej białaczki szpikowej. Komórki ustalo-
nej linii białaczkowej K562 poddano działaniu etopozydu i/lub EGCG w celu określenia 
wpływu EGCG na przeżywalność komórek, poziom uszkodzeń DNA oraz częstość pro-
cesu apoptozy. Poziom uszkodzeń DNA mierzono przy pomocy elektroforezy pojedyn-
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czych komórek w żelu agarozowym (test kometowy), natomiast apoptozę oceniano pod 
mikroskopem fl uorescencyjnym z użyciem barwnika Hoechst 33342.
Wyniki: Uzyskane wyniki badań wskazują, że EGCG w stężeniu 50 i 100 μM uwrażliwia 
komórki białaczkowe na cytotoksyczne działanie etopozydu, zwiększając poziom uszko-
dzeń DNA i częstość apoptozy.
Wnioski: Dane wskazują, że galusan epigallokatechiny może się okazać skutecznym poli-
fenolem w terapii skojarzonej z etopozydem w leczeniu przewlekłej białaczki szpikowej. 

Słowa kluczowe: apoptoza, EGCG, etopozyd, przewlekła białaczka szpikowa, uszkodze-
nia DNA

Wprowadzenie

Galusan epigallokatechiny
Galusan epigallokatechiny (EGCG, ang. (-)-epigallocatechin-3-gallate) nale-
ży do grupy fl awonoidów określanych mianem katechin. Występuje on w na-
poju otrzymywanym z liści krzewów herbacianych Camellia sinensis, czyli 
w herbacie – drugim po wodzie najczęściej spożywanym płynem na świecie. 
Z wszystkich rodzajów herbat odmiana zielona została najlepiej poznana i prze-
badana pod względem swoich właściwości chemoprewencyjnych oraz chemote-
rapeutycznych [1]. Pozytywny wpływ zielonej herbaty na zdrowie jest związany 
głównie z obecnością związków polifenolowych, m.in. fl awonoidów. W liściach 
herbaty około 36% suchej masy stanowią fl awonoidy, spośród których aż 80% 
to katechiny, takie jak: galusan epigallokatechiny (EGCG, ang. (-)-epigalloca-
techin-3-gallate), galusan epikatechiny (ECG, ang. (-)-epicatechin-3-gallate), 
epigallokatechina (EGC, ang. (-)-epigallocatechin) oraz epikatechina (EC, ang. 
(-)-epicatechin). Sugeruje się, że to właśnie galusan epigallokatechiny odpo-
wiada za lecznicze właściwości zielonej herbaty. Badania in vivo dowodzą, że 
najwyższa aktywność antyoksydacyjna we krwi jest obserwowana po 30–50 mi-
nutach od wypicia herbaty. Galusan epigallokatechiny jest około 100 razy bar-
dziej skuteczny od witaminy C i 25 razy bardziej efektywny niż witamina E pod 
względem ochrony komórek i DNA przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Poli-
fenol ten działa przeciwutleniająco dwa razy silniej od resweratrolu występują-
cego w czerwonym winie [2].

Właściwości profi laktyczne i ochronne EGCG są znane w medycynie od 
lat. Galusan epigallokatechiny zmniejsza uszkodzenia skóry o podłożu zapalnym, 
spowodowane promieniowaniem UV [3,4]. Podczas gdy komórki odpornościo-
we indukują procesy zapalne wskutek wzmożonej produkcji reaktywnych form 
tlenu (RFT), to EGCG działa przeciwzapalnie, gdyż hamuje produkcję wolnych 
rodników [3,4]. 

Jak wykazują liczne badania, podawanie EGCG może stać się również 
atrakcyjnym sposobem na zwiększenie skuteczności leczenia [1,5] oraz reduk-
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cję częstotliwości występowania chorób układu krążenia i nowotworów [6]. 
Polifenole obecne w zielonej herbacie, szczególnie EGCG, mogą uczestniczyć 
w blokowaniu syntezy związków toksycznych, np. nitrozoamin, powstających 
wskutek spożywania wędzonych potraw mięsnych, wychwytywaniu wolnych 
rodników lub ograniczeniu ich aktywacji, inhibicji peroksydacji związków lipi-
dowych, wzmożeniu aktywności enzymów unieszkodliwiających działanie wol-
nych rodników, jak np. peroksydaza glutationowa i katalaza [1,7].

Jednym z najważniejszych mechanizmów odpowiedzialnych za antypro-
liferacyjne właściwości fl awonoidów jest zatrzymanie cyklu komórkowego, 
wskutek blokowania replikacji DNA. Galusan epigallokatechiny – podobnie jak 
epigallokatechina, mirycetyna i kwercetyna – zatrzymuje działanie topoizomera-
zy II, gdy tworzy ona kompleks enzym-DNA [8]. Może to wówczas prowadzić 
do powstania aberracji chromosomowej i indukcji apoptozy [9].

Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez Bandele’a i Osheroff a oko-
ło ~25 μM/mL ekstraktu zielonej herbaty zawiera ~20–30 μM EGCG, który silnie 
wpływa aktywność topoizomerazy II oraz przecinanie łańcuchów polinukleoty-
dowych DNA. Po wypiciu około trzech fi liżanek zielonej herbaty stężenie EGCG 
w ludzkim osoczu oraz próbkach śliny osiąga odpowiednio 4 μM i 48 μM [6]. 

Większa część galusanu epigallokatechiny, zanim zostanie wchłonięta z je-
lita, ulega przemianom pod wpływem esterazy katecholowej bakterii jelitowych. 
Metabolity, głównie glukuroniany i siarczany, mają niezmienioną strukturę ugru-
powań odpowiedzialnych za aktywność przeciwutleniającą tych związków i wy-
kazują właściwości antyoksydacyjne podobne do właściwości niezmienionych 
fl awonoidów [10]. 

Etopozyd 
Etopozyd, półsyntetyczna pochodna podofi lotoksyny, jest stosowany jako środek 
przeciwmitotyczny. Mechanizm działania etopozydu opiera się na inhibicji topo-
izomerazy II, przez co indukuje pęknięcia jedno- i dwuniciowe DNA. Etopozyd 
pobudza również wewnątrzkomórkowe powstawanie wolnych rodników oraz 
hamuje wbudowywanie tymidyny do DNA. Należy do leków fazowo-specyfi cz-
nych o najsilniejszym działaniu w fazach S i G2 cyklu komórkowego [11].

Obecnie etopozyd jest jednym z najczęściej stosowanych leków przeciw-
nowotworowych [12]. Jest lekiem pierwszego rzutu w leczeniu białaczek, raka 
drobnokomórkowego płuc, raka jądra, ziarnicy złośliwej, chłoniaków nieziarni-
czych oraz mięsaka Kaposiego [11–14]. Lek ten jest również stosowany w przy-
gotowaniu chorych do przeszczepu szpiku kostnego [13]. W terapii może być 
stosowany samodzielnie lub w leczeniu skojarzonym z innymi cytostatykami 
lub radioterapią. Leczenie skojarzone w przypadku etopozydu ma na celu wyeli-
minowanie komórek, które wykształciły oporność na lek [11,13]. Etopozyd, jak 
wszystkie leki stosowane w terapii nowotworów, powoduje wiele działań niepo-
żądanych. Najczęściej występują: zapalenie wokół miejsca wlewu, dolegliwości 
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żołądkowo-jelitowe (utrata apetytu, nudności i wymioty), utrata włosów. U wielu 
chorych poddanych terapii etopozydem odnotowuje się przejściowy spadek licz-
by krwinek, co prowadzi do typowych działań ubocznych, tj. zwiększonego ry-
zyka infekcji z powodu spadku liczby krwinek białych, objawy niedokrwistości 
(spadek liczby erytrocytów) oraz objawy skazy krwotocznej małopłytkowej [15].

Przeciwutleniacze w chemioterapii
W terapii onkologicznej bardzo poważnym problemem są działania uboczne 
wywoływane przez leki przeciwnowotworowe. Nadzieją na ich złagodzenie jest 
terapia skojarzona. Do związków uwzględnianych w tego rodzaju terapii należą 
antyutleniacze, ponieważ wiele leków stosowanych w chemioterapii powoduje 
wzrost produkcji reaktywnych form tlenu oraz spadek poziomu przeciwutlenia-
czy w związku z indukowaniem stresu oksydacyjnego [16-20].

Stres oksydacyjny może być wywołany wieloma czynnikami. W bada-
niach in vitro wykazano, że neutrofi le chorych poddanych chemioterapii pro-
dukują więcej nadtlenku wodoru i anionów ponadtlenkowych w porównaniu 
z neutrofi lami izolowanymi od osób zdrowych [17]. Intensywna chemioterapia 
z udziałem cytostatyku, jakim jest etopozyd, poprzedzająca przeszczep szpiku 
kostnego, powoduje gwałtowny spadek poziomu przeciwutleniaczy w organi-
zmie oraz wzrost ryzyka uszkodzeń struktur komórkowych i DNA przez RFT. 
Sytuacja taka ma miejsce w szczególności, gdy w komórkach dochodzi do niedo-
boru witaminy C – podstawowego zmiatacza wolnych rodników [16,21]. Jeżeli 
uszkodzenia materiału genetycznego nie zostaną naprawione, mogą prowadzić 
do transformacji nowotworowej [22], w tym rozwoju białaczek lekozależnych 
[23]. Jednak najczęstszym zdarzeniem jest kierowanie komórek na drogę apop-
tozy [24].

Podczas leczenia etopozydem dochodzi do silnej mielosupresji. Cytotok-
syczne działanie leków blokuje powstawanie, podział i dojrzewanie rozwijają-
cych się komórek krwi, czego konsekwencją jest niedobór erytrocytów (anemia) 
i leukocytów, a w szczególności neutrofi li (neutropenia), monocytów (monocy-
topenia) oraz płytek krwi (trombocytopenia) [25]. Mielosupresja wywołana eto-
pozydem wydaje się być związana nie tylko z jego predyspozycją do hamowa-
nia topoizomerazy II, ale również z wysoką aktywnością peroksydaz takich jak 
mieloperoksydaza w komórkach szpiku kostnego. Aktywność mieloperoksydazy 
w zróżnicowanych komórkach granulocytów powoduje utlenianie etopozydu 
i generowanie rodników fenoksylowych [24,26]. 

W związku z tym usuwanie reaktywnych form tlenu przez przeciwutle-
niacze mogłoby ograniczyć neutropenię poprzez działanie ochronne na neutro-
fi le, których czas życia zależny jest od RFT. Stosowanie związków o działaniu 
przeciwutleniającym wymaga jednak dużej ostrożności, ponieważ wytwarzanie 
RFT w czasie metabolizmu wielu leków przeciwnowotworowych jest jednym 
z najważniejszych elementów ich cytotoksycznej aktywności. Dlatego stosowa-
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nie przeciwutleniaczy jako terapii wspomagającej budzi obawy. Jednak w sytu-
acji, gdy reaktywne formy tlenu są wytwarzane jako skutek uboczny metaboli-
zmu leków, wprowadzenie terapii antyoksydacyjnej budzi nadzieję jako strategia 
ochrony komórek prawidłowych [18, 26–28].

Materiały i metody

Celem badań było określenie wpływu fl awonoidu występującego w zielonej 
herbacie: galusanu epigallokatechiny oraz cytostatyku, jakim jest etopozyd, na 
żywotność komórek, ilość uszkodzeń DNA i proces apoptozy w komórkach bia-
łaczkowych K562. W przeprowadzonych badaniach posłużono się linią komór-
kową K562 dostarczoną przez European Collection of Cell Cultures (ECACC). 
Komórki pochodziły od 53-letniej kobiety rasy kaukaskiej chorującej na prze-
wlekłą białaczkę szpikową (CML, ang. chronic myelogenous leukemia).

Hodowla komórek K-562
Komórki K-562 hodowano w zawiesinie o gęstości 5 x 105/ml w pożywce RPMI 
1640 z dodatkiem 10% płodowej surowicy cielęcej (FBS, fetal bovine serum) 
oraz antybiotyków: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 μg/ml). Hodow-
le prowadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierającej 5% CO2 o wil-
gotności 95%, zmieniając płyn hodowlany co 48 godzin. Wszystkie eksperymen-
ty wykonywano w fazie logarytmicznego wzrostu komórek.

Ocena żywotności komórek
W celu zbadania wpływu EGCG (Merck, Niemcy) i/lub etopozydu (Merck, Niem-
cy) na żywotność komórek przeprowadzono różnicowe barwienie fl uorescencyj-
ne, w którym pod wpływem dwuoctanu fl uoresceiny komórki żywe barwią się na 
kolor zielony, a bromek etydyny wybarwia komórki martwe na pomarańczowo, 
co zaprezentowano na rycinie 1. Komórki K562 o gęstości 5x105/ml inkubowano 
przez 1, 4, 24 oraz 48 godzin z galusanem epigallokatechiny w stężeniach od 0 
do 100 μM i/lub z 0,5 μM etopozydem, dodanym na ostatnią godzinę inkubacji. 
Następnie komórki odwirowano, zawieszono w 30 μl PBS po czym połączono 
w proporcji 1:1 z mieszaniną dwuoctanu fl uoresceiny o stężeniu 5 mg/ml w ace-
tonie, bromku etydyny o stężeniu 200 μg/ml w PBS i PBS bez Ca2+ i Mg2+. Pre-
paraty analizowano w mikroskopii fl uorescencyjnej (Olympus IX50, Olympus, 
Japonia) z użyciem niebieskiego fi ltra, licząc 500 losowo wybranych komórek 
w każdym preparacie. Zliczano wyniki z trzech niezależnych eksperymentów. 

Badanie uszkodzeń DNA na poziomie pojedynczej komórki – test kometowy
Metoda elektroforezy pojedynczych komórek w żelu agarozowym, czyli test 
kometowy (ang. comet assay) służy do oceny uszkodzeń DNA jądrowego na 
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Rycina 1. Obraz z mikroskopu fl uorescencyjnego (powiększenie x 100) 
przedstawiający komórki żywe – świecące na zielono oraz komórki 
martwe – świecące na czerwono

Rycina 2. Obraz z mikroskopu fl uorescencyjnego (powiększenie x 400). 
Strzałka wskazuje komórkę apoptotyczną z widocznymi ciałkami 
apoptotycznymi
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poziomie pojedynczej komórki. Nieuszkodzone DNA jądrowe po zastosowaniu 
alkalicznej lizy nie jest podatne na migrację w polu elektrycznym. Natomiast 
jeśli doszło do uszkodzenia DNA, w czasie elektroforezy pęknięte fragmenty 
migrują, a w preparatach pod mikroskopem fl uorescencyjnym widoczny jest cha-
rakterystyczny obraz przypominający kometę. Intensywność fl uorescencji ogo-
na komety odzwierciedla ilość uszkodzeń DNA w jądrze, która jest wyrażana 
jako % uszkodzeń DNA w pojedynczej komórce.

W przeprowadzonych doświadczeniach komórki K562 o gęstości 
5 x 105/ml inkubowano przez 1, 4 oraz 24 godziny z galusanem epigallokatechiny 
w stężeniach: 0, 10, 50 i 100 μM i/lub 0,5 μM etopozydem. Następnie komórki 
odwirowano w PBS w warunkach: 4°C, 5 min., 230 x g (1200 rpm) i zawie-
szono w 50 μl PBS bez Ca2+ i Mg2+. Do zawiesiny komórek dodawano agarozę 
o obniżonej temperaturze topnienia (LMPA, ang. Low Melting Point Agarose). 
Na wcześniej przygotowane szkiełka podstawowe pokryte agarozą o normalnej 
temperaturze topnienia (NMPA, ang. Normal Melting Point Agarose) nakładano 
po 85 μl zawiesiny komórek i przykrywano szkiełkiem nakrywkowym. Po za-
stygnięciu agarozy i zdjęciu szkiełek nakrywkowych preparaty zanurzano w al-
kalicznym buforze lizującym (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% 
DMSO, 1% Triton X-100, pH=10) i pozostawiano w ciemności, w temperaturze 
4°C, na co najmniej 16 godzin. Po zakończeniu lizy preparaty dwukrotnie płukano 
buforem neutralizującym (0,4 M Tris pH=7.5) oraz układano na 40 minut w apa-
racie do elektroforezy, zawierającym silnie alkaliczny bufor (300 mM NaOH, 
1mM EDTA, pH>13). Po tym czasie prowadzono elektroforezę przez 30 minut 
przy napięciu 0,74 V/cm i natężeniu 300 mA. Następnie preparaty płukano trzy-
krotnie buforem neutralizującym (0,4 M Tris, pH=7.5) oraz zanurzano na 5 mi-
nut w zimnym metanolu. Bezpośrednio przed analizą szkiełka inkubowano przez 
5 minut w wodzie destylowanej oraz barwiono jodkiem propidyny (2,5 μg/ml). 
Pomiarów dokonano przy użyciu mikroskopu fl uorescencyjnego Olympus IX 50 
z wykorzystaniem zielonego fi ltra oraz kamery CCD. Analiza uszkodzeń DNA 
została przeprowadzona w programie Comet Assay 2.6 (Theta System GmbH, 
Niemcy) określającym stopień uszkodzenia komórek. Wszystkie eksperymenty 
wykonano w trzech, niezależnych powtórzeniach, zaś z każdego preparatu ana-
lizowano po 100 komórek. W dalszej analizie posłużono się % DNA zawartym 
w „ogonie komety”.

Oznaczenie komórek apoptotycznych z użyciem barwnika Hoechst 33342 
w mikroskopii fl uorescencyjnej
Apoptoza, czyli programowana śmierć komórki, jest wysoce zorganizowanym, 
kontrolowanym genetycznie procesem fi zjologicznym prowadzącym do elimi-
nacji komórek. Apoptoza służy utrzymaniu stałej liczby komórek w tkankach 
i narządach oraz pomaga usuwać zbyteczne lub uszkodzone komórki. Jest to 
kluczowy proces w eliminacji komórek nowotworowych. Na poziomie morfolo-
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gicznym komórki apoptotyczne wyraźnie różnią się od zdrowych: widoczna jest 
kondensacja chromatyny, fragmentacja DNA na odcinki wielkości około 180 par 
zasad lub ich wielokrotności oraz formowanie ciałek apoptotycznych – struktur 
zawierających organelle i fragmenty chromosomów otoczonych błoną komórko-
wą. Za pomocą barwienia fl uorescencyjnego możliwe jest odróżnienie komórek 
prawidłowych od tych, które weszły w apoptozę, ponieważ w ich przypadku za-
miast jądra komórkowego w obrazie z mikroskopu fl uorescencyjnego widoczne 
są jasno świecące ciałka apoptotyczne zaprezentowane na rycinie 2.

Komórki w zawiesinie o gęstości 5 x 105/ml wysiewano na 24-dołkową 
płytkę i dodawano galusan epigallokatechiny w stężeniu z zakresu 0–100 μM 
i/lub etopozyd w stężeniu 0,5 μM. Płytki pozostawiano do inkubacji w cieplarce 
w 37ºC i 5% CO2 na 1, 24 lub 48 godzin. Następnie komórki dwukrotnie odwi-
rowano w PBS w warunkach: 230 x g (1200 rpm), 5 minut, 4ºC i dodano 100 μl 
barwnika (1μg/ml Hoechst 33342 w 3,7% paraformaldehydzie w PBS). Analizę 
wykonano w mikroskopie fl uorescencyjnym, licząc za pomocą licznika hema-
tologicznego procentowy udział komórek apoptotycznych w 500 przypadkowo 
napotkanych komórkach. Jako apoptotyczne przyjmowano komórki, w których 
widoczne były ciałka apoptotyczne oraz wykazywały intensywną, niebieską fl u-
orescencję.

Analiza statystyczna
Analizy statystycznej wyników testu kometowego dokonano w programie Stati-
stica 12,0 (StatSoft Polska), używając testu ANOVA popartego analizą post-hoc 
Tukeya (HSD). Wyniki przedstawiono w postaci średnich grupowych, słupki błę-
dów oznaczają 1,96SE (błędu standardowego). Różnice przy p < 0,05 przyjęto za 
istotne statystycznie. W przypadku oceny istotności wyników pomiaru żywotno-
ści oraz apoptozy zastosowano test t-studenta.

Wyniki

Wpływ EGCG i/lub etopozydu na żywotność komórek K562
Wykazano, że wraz ze wzrostem stężenia EGCG zmniejsza się odsetek komórek 
żywych. Równoczesna inkubacja komórek K562 z etopozydem i EGCG powo-
duje istotne statystycznie zmniejszenie odsetka komórek żywych, ale tylko dla 
wyższych stężeń tego polifenolu, tj. 50 i 100 μM EGCG. Nie wykazano istotnych 
statystycznie różnic pomiędzy czasem inkubacji wynoszącym 1 lub 4 godziny 
dla wszystkich badanych stężeń i związków. Wyniki przedstawiono na rycinie 3.

Aby sprawdzić, czy wcześniejsza inkubacja komórek K562 z EGCG 
uwrażliwia je na działanie etopozydu, komórki traktowano przez 23 lub 47 go-
dzin z EGCG, a następnie na jedną (ostatnią) godzinę dodawano etopozyd w stę-
żeniu 0,5 μM. Wyniki przedstawiono na rycinie 4. Wykazano, że wraz z wydłuże-
niem czasu inkubacji do 24 i 48 godzin zmniejsza się odsetek komórek żywych, 
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Rycina 3. Wpływ galusanu epigallokatechiny (EGCG) w zakresie stężeń 
0–100 μM i/lub 0,5 μM etopozydu (E) na żywotność komórek K562 
po 1 i 4 godzinach inkubacji z badanymi związkami. K-kontrola; 
1–100 EGCG – 1–100 μM EGCG; 0,5E – 0,5 μM E. * – istotność 
statystyczna (p<0,05) w stosunku do kontroli; ** – istotność 
statystyczna (p<0,05) w stosunku do 0,5 μM etopozydu

traktowanych EGCG w sposób zależny od zastosowanej dawki. Wcześniejsza 
inkubacja komórek K562 uwrażliwia je na działanie etopozydu. Zaobserwowa-
ny wzrost odsetka komórek martwych po 24 i 48 godzinach inkubacji z EGCG 
i jednogodzinnej równoczesnej inkubacji z 0,5 μM etopozydem wynika raczej 
z silnego działania galusanu niż etopozydu. Jednocześnie może to świadczyć 
o tym, że wcześniejsza i długotrwała (do 48 godzin) ekspozycja komórek K562 
na działanie niskich dawek EGCG (tj. 1 i 10 μM) nie zmniejsza skuteczności 
cytostatycznego działania tego leku.

Wpływ EGCG na uszkodzenia DNA w komórkach K562
Galusan epigallokatechiny w stężeniach 50 i 100 μM powoduje istotny staty-
stycznie wzrost poziomu uszkodzeń DNA w komórkach linii K562, ale tylko po 
jednogodzinnej inkubacji z tym polifenolem. Efektu tego nie wykazano wydłu-
żając czas inkubacji z EGCG do 24 godzin. Ponadto zaobserwowano, że wyższy 
poziom uszkodzeń występuje po jednogodzinnej inkubacji komórek z EGCG niż 
po 24-godzinnej inkubacji, co może wskazywać, że zainicjowane przez EGCG 
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Rycina 4. Wpływ galusanu epigallokatechiny (EGCG) w zakresie stężeń 0–100 
μM na żywotność komórek K562 po 24 i 48 godzinach inkubacji 
oraz 23 i 47 godzinach inkubacji z EGCG w zakresie stężeń 0–100 
μM i równoczesnej jednogodzinnej inkubacji z 0,5 μM etopozydem. 
K-kontrola; 1–100 EGCG – 1–100 μM EGCG; 0,5E 1h – 0,5 μM 
E; 1–100 EGCG + 0,5 E 1h – 1–100 μM EGCG 23 lub 47 h i 0,5 
μM E 1h (ostatnia godzina inkubacji). * – istotność statystyczna 
(p<0,05) w stosunku do kontroli; ** – istotność statystyczna (p<0,05) 
w stosunku do 0,5 μM etopozydu.

uszkodzenia są po pewnym czasie (w tym wypadku 24 godziny) naprawiane 
przez komórki K562. Wyniki przedstawiono na rycinie 5.

W dalszej kolejności sprawdzono, czy równoczesna inkubacja komórek 
K562 z EGCG w zakresie stężeń 0–100 μM i etopozydem w stężeniu 0,5 μM 
przez okres jednej godziny wpływa na poziom indukowanych uszkodzeń DNA. 
Wyniki przedstawiono na rycinie 5. Etopozyd w stężeniu 0,5 μM przez okres 
jednej godziny powoduje istotny statystycznie wzrost poziomu uszkodzeń DNA. 
Równoczesna inkubacja komórek K562 z 0,5 μM etopozydem i EGCG w stęże-
niach 1 i 10 μM nie powoduje istotnych statystycznie zmian w poziomie uszko-
dzeń DNA. Co ważne, te zakresy stężeń nie zmniejszają też poziomu uszkodzeń 
DNA wywołanych cytostatykiem. Natomiast jednoczesna inkubacja z 0,5 μM 
etopozydem oraz z 50 lub 100 μM EGCG powoduje istotny statystycznie wzrost 
poziomu uszkodzeń DNA w stosunku do działania samego etopozydu.
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Rycina 5. Wpływ galusanu epigallokatechiny i/lub etopozydu na uszkodzenia 
DNA w komórkach linii K562 po 1- i 24-godzinnej inkubacji. Komórki 
K562 inkubowano z EGCG w stężeniu 1–100 μM (1–100 EGCG) przez 
1 lub 24 godziny bez lub w obecności 0,5 μM etopozydu dodawanego 
na jedną (ostatnią) godzinę inkubacji (1–100 EGCG + 0,5 E). Wyniki 
reprezentują średnie wartości z trzech doświadczeń. Na wykresie 
oznaczono różnice istotne statystycznie (p<0,05) względem próby 
kontrolnej (K) (*) oraz etopozydu (0,5μM) (0.5E)(**)

Następnie sprawdzono, czy wcześniejsza inkubacja komórek K562 z galu-
sanem epigallokatechiny uwrażliwia je na działanie cytostatyku, jakim jest etopo-
zyd. Wykazano, że ekspozycja komórek K562 na 23-godzinne działanie EGCG 
nie uwrażliwia tych komórek na późniejsze jednogodzinne działanie etopozy-
du – nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie uszkodzeń DNA. 
Co ważne, polifenol ten nie zmniejsza/obniża działania cytostatyku, co odzwier-
ciedlało się w takim samym poziomie uszkodzeń DNA po działaniu etopozy-
du (17%), jak i po działaniu EGCG (we wszystkich badanych zakresach stężeń) 
i etopozydu (uszkodzenia DNA na poziomie 16–19%). 

Apoptoza
Wykazano, że 24-godzinna inkubacja komórek K562 z EGCG w stężeniach 50 
i 100 μM powoduje istotny statystycznie wzrost odsetka komórek apoptotycz-
nych. Wydłużenie czasu inkubacji do 48 godzin wzmacnia ten proapoptotyczny 
efekt działania EGCG poprzez dalszy wzrost liczby komórek z widocznymi ciał-
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kami apoptotycznymi. Wcześniejsza, tj. 23- lub 47-godzinna inkubacja komórek 
białaczkowych z EGCG w wyższych stężeniach (tj. 50 i 100 μM) uwrażliwia 
je na późniejsze jednogodzinne działanie etopozydu – zaobserwowano istotny 
wzrost odsetka komórek apoptotycznych. Wyniki przedstawiono na rycinie 6. 
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Rycina 6. Zależność pomiędzy stężeniem EGCG oraz EGCG i 0,5 μM 
etopozydem, a odsetkiem komórek apoptotycznych po 1, 24 i 48 
godzinach inkubacji. Komórki K562 inkubowano z EGCG w stężeniu 
0–100μM (0–100 EGCG) przez 1, 23 lub 47 godzin, a następnie 
dodawano etopozyd w stężeniu 0,5 μM (0,5E) na jedną godzinę. 
Eksperyment wykonano w trzech niezależnych powtórzeniach. 
Na wykresie oznaczono (*) różnice istotne statystycznie (p<0,05) 
względem próby kontrolnej (K) oraz względem etopozydu (**)

Dyskusja

W leczeniu nowotworów chemioterapia jest ciągle najczęściej stosowaną meto-
dą. W ostatnich latach badacze coraz częściej skupiają się na tzw. terapii wspo-
maganej z zastosowaniem różnego typu związków, głównie o charakterze anty-
oksydacyjnym, w tym fl awonoidów i innych polifenoli. W przeprowadzonych 
eksperymentach postanowiono sprawdzić, czy składnik zielonej herbaty – galu-
san epigallokatechiny – może okazać się skuteczny w terapii skojarzonej z eto-
pozydem w przypadku leczenia przewlekłej białaczki szpikowej. Zastosowane 
w badaniach stężenia galusanu epigallokatechiny oraz etopozydu obejmowały 
jedynie zakres zbliżony do stężeń, które osiągane są w organizmie. Stężenie eto-
pozydu osiągane w osoczu w zależności od użytego schematu leczenia waha się 
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pomiędzy 0,2–150 μM [29]. W przeprowadzonych eksperymentach użyto stęże-
nia leku 0,5 μM, które pozwala osiągnąć dobre efekty terapeutyczne przy jego 
najmniejszej toksyczności. W przypadku galusanu epigallokatechiny użyto rów-
nież stężeń (1–100 μM), które możliwe są do osiągnięcia we krwi po wypiciu 
zielonej herbaty lub zażyciu suplementów wzbogaconych EGCG [6].

Wpływ EGCG na żywotność komórek K562. 
Badania przeprowadzone z wykorzystaniem galusanu epigalloketechiny po-
twierdziły, że związek ten ujemnie wpływa na żywotność komórek przewlekłej 
białaczki szpikowej. Zastosowanie wysokich stężeń, tj. 50 lub 100 μM EGCG, 
skutkowało znacznym obniżeniem żywotności komórek K562 bez względu na 
zastosowany czas inkubacji. Natomiast wydłużenie czasu inkubacji komórek 
z EGCG do 48 godzin przyczyniło się do istotnego statystycznie zmniejszenia 
żywotności komórek już przy niższym, tj. 10 μM, stężeniu EGCG. Wykazano 
również, że EGCG może być skutecznym związkiem, jeśli chodzi o redukcję 
liczby komórek nowotworowych, jeżeli połączymy jego działanie z etopozydem. 
Co ważne, nawet niskie dawki tego polifenolu – tj. do 10 μM – nie zmniejszają 
skuteczności działania cytostatyku, a wyższe dawki (50 i 100 μM) uwrażliwiają 
komórki K562 na działanie etopozydu. Zaobserwowany wzrost odsetka komórek 
martwych po 24 i 48 godzinach inkubacji z EGCG i etopozydem wydaje się wy-
nikać z silnego działania samego polifenolu. 

Z doświadczeń przeprowadzonych przez inne grupy badawcze wynika 
również, że EGCG wpływa na zmniejszenie żywotności komórek nowotworo-
wych. Inkubacja komórek MCF-7 (nowotwór piersi) przez 72-godzinny z EGCG 
w stężeniach 40–100 μM powodowała istotne statystycznie obniżenie żywotno-
ści [30]. Galusan epigallokatechiny był również czynnikiem wpływającym na 
żywotność nowotworowych komórek macierzystych (CSC), wyizolowanych 
z linii komórkowych PC-3 i LNCaP (nowotwór prostaty). Badania dowiodły, że 
ludzki nowotwór prostaty zawiera niewielką populację komórek macierzystych 
wrażliwych na działanie EGCG, ponieważ zastosowanie rosnących dawek tego 
polifenolu powodowało zmniejszenie żywotności CSC [31]. 

Badania przeprowadzone na linii K562 sugerują, że EGCG stosowany 
w wyższych dawkach (50 i 100 μM) może w znaczny sposób przyczyniać się 
do eliminacji komórek nowotworowych krwi, a niskie dawki tego polifenolu nie 
zmniejszają skuteczności działania cytostatyku. Podobne wyniki uzyskały inne 
grupy badawcze, stosując EGCG z połączeniu z doksorubicyną oraz wykazując 
synergistyczny efekt działania EGCG i doksorubicyny w badaniach in vitro i in 
vivo na komórkach nowotworu wątroby i prostaty [32–34].

Uszkodzenia DNA
Galusan epigallokatechiny, którym traktowano komórki linii K562, indukował 
uszkodzenia DNA w sposób zależny od zastosowanej dawki, ale tylko po jed-
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nogodzinnej inkubacji. Efektu tego nie obserwowano po 24 godzinach, co su-
geruje, że komórki K562 są w stanie naprawić uszkodzenia indukowane EGCG. 
Równocześnie wykazano, że wyższe stężenia tego polifenolu (tj 50 i 100 μM) 
wzmagają efekt 0,5 μM etopozydu, co skutkowało wzrostem poziomu uszkodzeń 
DNA z 15% do, odpowiednio, 20 i 26%. Natomiast wcześniejsza inkubacja ko-
mórek z EGCG nie uwrażliwia ich na późniejsze działanie etopozydu, ale też nie 
zmniejsza genotoksycznego działania leku.

Metoda kometowa została także wykorzystana w badaniach nad wpływem 
EGCG na uszkodzenia DNA indukowane H2O2 i MNNG (metylonitronitrosogu-
anidyna, mutagen) w linii komórkowej V-79 (fi broblasty płuc chomika chińskie-
go). Inkubacja fi broblastów z H2O2 i MNNG powodowała uszkodzenia DNA, 
które rosły wraz ze wzrostem stężeń użytych czynników. W obu przypadkach 
zastosowanie EGCG (0–100 μM) powodowało zmniejszenie uszkodzeń wywoła-
nych wcześniejszą inkubacją z H2O2 i MNNG. Ta sama grupa badawcza przepro-
wadziła eksperyment, w którym wykazano, że jeżeli komórki V-79 tratowane są 
najpierw EGCG w stężeniach 0–100 μM, a następnie H2O2 (45μg/ml) lub MNNG 
(50 μM), odsetek uszkodzeń DNA ulega redukcji proporcjonalnie do użytego 
stężenia EGCG [35]. 

Indukcja procesu apoptozy w komórkach K562
W przypadku komórek, w których inicjowano proces apoptozy, zastosowanie 
krótkiego czasu inkubacji pozwoliło na uzyskanie wyników istotnych staty-
stycznie przy stężeniach 50 μM i 100 μM EGCG. Natomiast wydłużenie czasu 
inkubacji do 48 godzin powodowało, że stężenie czynnika koniecznego do za-
początkowania mechanizmów apoptozy maleje do 10 μM. Ponadto wcześniej-
sza ekspozycja komórek K562 na EGCG uwrażliwia je na późniejsze działanie 
etopozydu, co obserwowano poprzez wzrost odsetka komórek z ciałkami apopto-
tycznymi. Zatem za inicjację procesu apoptozy w komórkach K562 odpowiadają 
proapoptotyczne właściwości galusanu epigallokatechiny. Badania przeprowa-
dzone przez Roya i wsp. potwierdzają, że EGCG hamuje wzrost i proliferacje ko-
mórek nowotworowych K562 oraz indukuje w nich proces apoptozy [35]. Grupa 
badawcza Tanga również dowiodła, że EGCG ma właściwości proapototyczne. 
Swoje badania przeprowadzili na komórkach macierzystych (CSC, ang. cancer 
stem cells) wyizolowanych z nowotworu prostaty. Otrzymane wyniki były po-
twierdzeniem, że EGCG powoduje zatrzymanie cyklu komórkowego i inicjację 
apoptozy poprzez generowanie wolnych rodników tlenowych oraz na drodze 
aktywacji białek proapoptotycznych: Bax, Bad, Bik, Bid i kaspaz: 3, 9. EGCG 
blokował także ekspresję antyapoptotycznych białek Bcl-2, Bcl-xL. Grupa wy-
kazała, że efekt proapoptotycznej aktywności EGCG jest wzmacniany przez inny 
polifenol z grupy fl awonoidów – kwercetynę. Komórki macierzyste nowotworu 
prostaty, stymulowane jednocześnie EGCG i kwercetyną, cechowały się niższą 



23CZY GALUSAN EPIGALLOKATECHINY MOŻE BYĆ SKUTECZNYM...

żywotnością, częściej wchodziły na drogę apoptozy i były bardziej wrażliwe na 
działanie chemioterapii [31]. Podobnie wyniki uzyskali badacze, którzy w do-
świadczeniach wykorzystywali linie komórkowe wyizolowane z nowotworów 
płuc: H1299, H460, A549, CL13 i okrężnicy: HT29. Wszystkie komórki nowo-
tworowe, które inkubowano z EGCG, były wrażliwe na działanie tego polifeno-
lu. Dodatkowo udowodniono, że obecność enzymów antyoksydacyjnych: dys-
mutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (5 U/ml, 30 U/ml) osłabiała aktywność 
EGCG. Równocześnie, jeżeli komórki były mniej podatne na działanie EGCG, 
badacze obserwowali, że mniejszą rolę odgrywają SOD i katalaza w obniża-
niu aktywności EGCG. Po 24 godzinach inkubacji komórek H1299 wyłącznie 
z 50 μM EGCG obserwowali zwiększenie odsetka komórek apoptotycznych. Na-
tomiast jeżeli komórki traktowano 25 μM lub 50 μM EGCG przez 24 godziny 
w obecności SOD i katalazy, to nieznacznie zmniejszała się ilość komórek apop-
totycznych. Wyniki badań, które uzyskali, świadczą o tym, że na indukcję apop-
tozy wpływają RFT produkowane w wyniku oksydacyjnej aktywności EGCG 
obecnego w pożywce w czasie inkubacji z komórkami [36].

Obecnie sugerowanym sposobem na zwiększenie wydajności działania 
cząstek używanych w terapii nowotworów jest stosowanie nanotechnologii. 
Efekt działania galusanu epigallokatechiny umieszczonego w nanocząsteczkach 
po 24 godzinach inkubacji okazał się ponad 10 razy bardziej skuteczny w porów-
naniu z samym EGCG. W przypadku komórek PCa stężenie, dla którego został 
zahamowany wzrost 50% komórek (IC50), dla nano-EGCG wynosiło 3,74 μM, 
podczas gdy dla samego EGCG – 43,6 μM. Osiągnięto wysoki odsetek komórek 
wchodzących na drogę apoptozy (81%) po zastosowaniu 5,48 μM nano-EGCG. 
Natomiast, aby osiągnąć podobny efekt dla samego EGCG, należało zwiększyć 
jego dawkę do ponad 40 μM [37].

Podsumowując dane literaturowe i powyższe badania, galusan epigalloka-
techiny wydaje się być obiecującym polifenolem w leczeniu skojarzonym z eto-
pozydem. Wspomaga działanie etopozydu – eliminując komórki białaczkowe, 
zwiększa uszkodzenia DNA w tych komórkach oraz kieruje je na drogę apoptozy. 
I co ważne, nawet niskie dawki EGCG nie zmniejszają terapeutycznego działa-
nia etopozydu. Nie należy jednak tych jakże obiecujących właściwości galusanu 
epigallokatechiny przekładać na wszystkie rodzaje nowotworów czy inne leki 
stosowane podczas chemioterapii. Bowiem jak wykazały badania Golden i wsp. 
[38], EGCG zarówno w badaniach in vitro jak i in vivo hamuje działanie borte-
zomibu (leku przeciwnowotworowego, który jest inhibitorem 26S proteasomu), 
stosowanego w leczeniu m.in. szpiczaka mnogiego. Podobne wyniki uzyskała 
grupa badawcza (Modernelli i wsp.) – EGCG hamował terapeutyczne działanie 
bortezomibu na komórki raka prostaty [39]. 
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Wnioski 

Chemioterapia jest jednym z najczęściej stosowanych sposobów leczenia no-
wotworów. Niestety efekty uboczne, jakie niesie ze sobą, są nadal poważnym, 
a zarazem najczęstszym problemem, pomimo kilkudziesięciu lat stosowania tego 
sposobu leczenia. Obecnie wielu badaczy skupia się na poszukiwaniu rozwią-
zań, które, niezmniejszając cytostatycznej efektywności leków, zmniejszałyby 
cytotoksyczność w kierunku zdrowych komórek i pozwoliły na wyeliminowanie 
problemów związanych ze stanami zapalnymi lub infekcjami, czyli tzw. terapii 
wspomaganej, która wykorzystuje przeciwutleniacze. Niestety wiedza na temat 
interakcji pomiędzy antyoksydantami, a lekami przeciwnowotworowymi jest 
w dalszym ciągu ograniczona. I jak pokazują badania, nie każdy antyoksydant 
„współdziała” z cytostatykiem, jak na przykład w przypadku galusanu epigallo-
katechiny i bortezomibu. 

W opisanych badaniach wykazano, że galusan epigallokatechiny, pod-
stawowy składnik zielonej herbaty, może się okazać przydatny w terapii biała-
czek z zastosowaniem konkretnego cytostatyku: etopozydu. Obiecujące efekty 
osiągnięto dla stężeń 50 i 100 μM EGCG, które to dawki eliminowały komórki 
przewlekłej białaczki szpikowej, a w połączeniu z cytostatykiem wzmagały jego 
cytotoksyczne właściwości. Skuteczność współdziałania EGCG i etopozydu na 
komórki K562 wyrażona jest także jako wzrost odsetka komórek z uszkodze-
niami DNA. Co więcej, komórki, które nie zostały wyeliminowane poprzez cy-
totoksyczne właściwości etopozydu i galusanu epigallokatechiny, mogą zostać 
skierowane na drogę apoptozy, co również potwierdzają wyniki naszych badań. 
Obserwowany wzrost liczby komórek apoptotycznych po działaniu EGCG i eto-
pozydu jest w opisywanym przypadku procesem nieodwracalnym, gdyż ciałka 
apoptotyczne to tzw. „późna apoptoza”. Przedstawione tutaj wstępne wyniki ba-
dań nad zastosowaniem EGCG w terapii skojarzonej z etopozydem w leczeniu 
przewlekłej białaczki szpikowej wymagają dalszych wnikliwych badań szcze-
gólnie pod kątem reakcji na ten typ terapii komórek prawidłowych. Uprzednio 
opublikowane wyniki, uzyskane w badaniach nad wpływem terapii kojarzonej 
kwercetyną i etopozydem, wskazują na możliwość redukcji ryzyka powstawania 
uszkodzeń DNA indukowanych etopozydem w zdrowych komórkach przez za-
stosowanie polifenoli [40–42]. Wstępne wyniki aktualnie prowadzonych badań 
wypadają bardzo obiecująco. Galusan epigallokatechiny w zakresie dawek 1–50 
μM obniża poziom uszkodzeń DNA indukowanych etopozydem w limfocytach 
i neutrofi lach prawidłowych [publikacja w przygotowaniu]. Jednakże kluczową 
wydaje się kwestia sprawdzenia efektu działania tej konkretnej pary cytostatyk–
przeciwutleniacz: etopozyd–EGCG. Rosnące zainteresowanie fl awonoidami, do 
których należy również galusan epigallokatechiny budzi zapotrzebowanie na 
kompleksową i syntetyczną wiedzę o współdziałaniu tych substancji z chemio-
terapeutykami. 
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Can epigallocatechin gallate be an eff ective polyphenol in combination 
therapy with etoposide for the treatment of chronic myelogenous leukemia?

Abstract
Introduction: Green tea ingredient – epigallocatechin gallate (EGCG) – is known for its 
chemopreventive and chemotherapeutic properties. It has strong antioxidant and anti-in-
fl ammatory properties, and antiproliferative or pro-apoptotic activity against cancer cells. 
Etoposide is one of the most commonly used anti-cancer drugs causing many side eff ects.
Materials and methods: This study investigated the role of EGCG in combination therapy 
with etoposide in the treatment of chronic myeloid leukemia. K562 cells were treated 
with EGCG and / or etoposide to determine the eff ect of this polyphenol on cell survival, 
DNA damage or apoptosis. DNA damages were measured with single cell gel electro-
phoresis (comet assay) and the apoptosis were analyzed in fl uorescence microscope with 
Hoechst 33342 staining.
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Results: Preliminary results suggest that EGCG at 50 and 100 μM sensitizes leukemic 
cells to the cytotoxic eff ect of etoposide, increases DNA damage that promotes removal 
cell and directs them to apoptosis.
Conclusions: The data show that epigallocatechin gallate may prove to be an eff ective 
polyphenol in combination therapy with etoposide in the treatment of chronic myeloid 
leukemia. However, further research is needed to explain the EGCG interaction with 
chemotherapeutics.
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