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Streszczenie

Wprowadzenie: Skladnik zielonej herbaty — galusan epigallokatechiny (EGCG) — zna-
ny jest ze swoich wtasciwo$ci chemoprewencyjnych i chemoterapeutycznych. Wykazuje
silne wtasciwos$ci antyoksydacyjne i przeciwzapalne, a w stosunku do komoérek nowo-
tworowych — dziatanie antyproliferacyjne lub proapoptotyczne. Etopozyd jest jednym
z najczesciej stosowanych lekow przeciwnowotworowych, wywotujacym jednak wiele
skutkéw ubocznych.

Materialy i metody: W eksperymentach in vitro badano potencjalng rol¢ EGCG w terapii
skojarzonej z etopozydem w leczeniu przewleklej biataczki szpikowej. Komorki ustalo-
nej linii biataczkowej K562 poddano dziataniu etopozydu i/lub EGCG w celu okreslenia
wplywu EGCG na przezywalnos¢ komorek, poziom uszkodzen DNA oraz czgsto$¢ pro-
cesu apoptozy. Poziom uszkodzen DNA mierzono przy pomocy elektroforezy pojedyn-
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czych komoérek w Zelu agarozowym (test kometowy), natomiast apoptoze oceniano pod
mikroskopem fluorescencyjnym z uzyciem barwnika Hoechst 33342.

Wyniki: Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze EGCG w st¢zeniu 50 1 100 uM uwrazliwia
komorki biataczkowe na cytotoksyczne dziatanie etopozydu, zwigkszajac poziom uszko-
dzen DNA i czgstos¢ apoptozy.

Whioski: Dane wskazuja, ze galusan epigallokatechiny moze si¢ okaza¢ skutecznym poli-
fenolem w terapii skojarzonej z etopozydem w leczeniu przewleklej biataczki szpikowe;.

Stowa kluczowe: apoptoza, EGCG, etopozyd, przewlekta biataczka szpikowa, uszkodze-
nia DNA

Wprowadzenie

Galusan epigallokatechiny

Galusan epigallokatechiny (EGCG, ang. (-)-epigallocatechin-3-gallate) nale-
zy do grupy flawonoidéw okreslanych mianem katechin. Wystepuje on w na-
poju otrzymywanym z lici krzewow herbacianych Camellia sinensis, czyli
w herbacie — drugim po wodzie najcze¢$ciej spozywanym pltynem na $wiecie.
Z wszystkich rodzajow herbat odmiana zielona zostata najlepiej poznana i prze-
badana pod wzglgdem swoich wiasciwosci chemoprewencyjnych oraz chemote-
rapeutycznych [1]. Pozytywny wptyw zielonej herbaty na zdrowie jest zwigzany
glownie z obecno$cia zwigzkow polifenolowych, m.in. flawonoidéw. W lisciach
herbaty okoto 36% suchej masy stanowig flawonoidy, sposrod ktorych az 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 si¢, ze to wlasnie galusan epigallokatechiny odpo-
wiada za lecznicze wlasciwosci zielonej herbaty. Badania in vivo dowodza, ze
najwyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna we krwi jest obserwowana po 30-50 mi-
nutach od wypicia herbaty. Galusan epigallokatechiny jest okoto 100 razy bar-
dziej skuteczny od witaminy C i 25 razy bardziej efektywny niz witamina E pod
wzgledem ochrony komorek i DNA przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Poli-
fenol ten dziata przeciwutleniajagco dwa razy silniej od resweratrolu wystepuja-
cego w czerwonym winie [2].

Wiasciwosci profilaktyczne i ochronne EGCG sg znane w medycynie od
lat. Galusan epigallokatechiny zmniejsza uszkodzenia skory o podtozu zapalnym,
spowodowane promieniowaniem UV [3,4]. Podczas gdy komorki odpornoscio-
we indukujg procesy zapalne wskutek wzmozonej produkcji reaktywnych form
tlenu (RFT), to EGCG dziata przeciwzapalnie, gdyz hamuje produkcje¢ wolnych
rodnikow [3.4].

Jak wykazuja liczne badania, podawanie EGCG moze sta¢ si¢ rowniez
atrakcyjnym sposobem na zwigkszenie skutecznosci leczenia [1,5] oraz reduk-
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cje czestotliwosei wystepowania chorob uktadu krazenia i nowotworow [6].
Polifenole obecne w zielonej herbacie, szczegélnie EGCG, moga uczestniczy¢
w blokowaniu syntezy zwigzkow toksycznych, np. nitrozoamin, powstajacych
wskutek spozywania wedzonych potraw migsnych, wychwytywaniu wolnych
rodnikéw lub ograniczeniu ich aktywacji, inhibicji peroksydacji zwigzkow lipi-
dowych, wzmozeniu aktywnosci enzymow unieszkodliwiajgcych dziatanie wol-
nych rodnikow, jak np. peroksydaza glutationowa i katalaza [1,7].

Jednym z najwazniejszych mechanizmoéw odpowiedzialnych za antypro-
liferacyjne wilasciwosci flawonoidéw jest zatrzymanie cyklu komodrkowego,
wskutek blokowania replikacji DNA. Galusan epigallokatechiny — podobnie jak
epigallokatechina, mirycetyna i kwercetyna — zatrzymuje dziatanie topoizomera-
zy 11, gdy tworzy ona kompleks enzym-DNA [8]. Moze to wowczas prowadzi¢
do powstania aberracji chromosomowe;j i indukcji apoptozy [9].

Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez Bandele’a i Osheroffa oko-
to ~25 uM/mL ekstraktu zielonej herbaty zawiera ~20-30 uM EGCG, ktory silnie
wplywa aktywnos¢ topoizomerazy Il oraz przecinanie tancuchow polinukleoty-
dowych DNA. Po wypiciu okolo trzech filizanek zielonej herbaty stezenie EGCG
w ludzkim osoczu oraz probkach §liny osigga odpowiednio 4 uM i 48 uM [6].

Wigksza czes$¢ galusanu epigallokatechiny, zanim zostanie wchtonigta z je-
lita, ulega przemianom pod wplywem esterazy katecholowej bakterii jelitowych.
Metabolity, gldwnie glukuroniany i siarczany, maja niezmieniong strukture ugru-
powan odpowiedzialnych za aktywnos$¢ przeciwutleniajacg tych zwigzkow 1 wy-
kazujg wlasciwosci antyoksydacyjne podobne do wiasciwosci niezmienionych
flawonoidow [10].

Etopozyd
Etopozyd, polsyntetyczna pochodna podofilotoksyny, jest stosowany jako srodek
przeciwmitotyczny. Mechanizm dziatania etopozydu opiera si¢ na inhibicji topo-
izomerazy I, przez co indukuje pgkniecia jedno- i dwuniciowe DNA. Etopozyd
pobudza roéwniez wewnatrzkomorkowe powstawanie wolnych rodnikéow oraz
hamuje wbudowywanie tymidyny do DNA. Nalezy do lekow fazowo-specyficz-
nych o najsilniejszym dziataniu w fazach S i G2 cyklu komérkowego [11].
Obecnie etopozyd jest jednym z najczesciej stosowanych lekow przeciw-
nowotworowych [12]. Jest lekiem pierwszego rzutu w leczeniu biataczek, raka
drobnokomodrkowego pluc, raka jadra, ziarnicy zlosliwej, chtoniakéw nieziarni-
czych oraz migsaka Kaposiego [11-14]. Lek ten jest rOwniez stosowany w przy-
gotowaniu chorych do przeszczepu szpiku kostnego [13]. W terapii moze by¢
stosowany samodzielnie lub w leczeniu skojarzonym z innymi cytostatykami
lub radioterapig. Leczenie skojarzone w przypadku etopozydu ma na celu wyeli-
minowanie komorek, ktoére wyksztatcity opornos¢ na lek [11,13]. Etopozyd, jak
wszystkie leki stosowane w terapii nowotwordéw, powoduje wiele dziatan niepo-
zadanych. Najczesciej wystepuja: zapalenie wokot miejsca wlewu, dolegliwosci
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zoladkowo-jelitowe (utrata apetytu, nudno$ci i wymioty), utrata wlosow. U wielu
chorych poddanych terapii etopozydem odnotowuje si¢ przejsciowy spadek licz-
by krwinek, co prowadzi do typowych dziatan ubocznych, tj. zwigkszonego ry-
zyka infekcji z powodu spadku liczby krwinek biatych, objawy niedokrwistosci
(spadek liczby erytrocytow) oraz objawy skazy krwotocznej matoptytkowej [15].

Przeciwutleniacze w chemioterapii

W terapii onkologicznej bardzo powaznym problemem sg dziatania uboczne
wywotywane przez leki przeciwnowotworowe. Nadziejg na ich ztagodzenie jest
terapia skojarzona. Do zwigzkéw uwzglednianych w tego rodzaju terapii naleza
antyutleniacze, poniewaz wiele lekow stosowanych w chemioterapii powoduje
wzrost produkcji reaktywnych form tlenu oraz spadek poziomu przeciwutlenia-
czy w zwiazku z indukowaniem stresu oksydacyjnego [16-20].

Stres oksydacyjny moze by¢ wywolany wieloma czynnikami. W bada-
niach in vitro wykazano, ze neutrofile chorych poddanych chemioterapii pro-
dukuja wigcej nadtlenku wodoru i anionéw ponadtlenkowych w poréwnaniu
z neutrofilami izolowanymi od 0séb zdrowych [17]. Intensywna chemioterapia
z udziatem cytostatyku, jakim jest etopozyd, poprzedzajaca przeszczep szpiku
kostnego, powoduje gwaltowny spadek poziomu przeciwutleniaczy w organi-
zmie oraz wzrost ryzyka uszkodzen struktur komérkowych i DNA przez RFT.
Sytuacja taka ma miejsce w szczego6lnosci, gdy w komorkach dochodzi do niedo-
boru witaminy C — podstawowego zmiatacza wolnych rodnikéw [16,21]. Jezeli
uszkodzenia materiatu genetycznego nie zostang naprawione, moga prowadzi¢
do transformacji nowotworowej [22], w tym rozwoju biataczek lekozaleznych
[23]. Jednak najczgstszym zdarzeniem jest kierowanie komorek na droge apop-
tozy [24].

Podczas leczenia etopozydem dochodzi do silnej mielosupresji. Cytotok-
syczne dziatanie lekow blokuje powstawanie, podziat i dojrzewanie rozwijaja-
cych si¢ komorek krwi, czego konsekwencja jest niedobor erytrocytow (anemia)
i leukocytow, a w szczego6lnosci neutrofili (neutropenia), monocytéw (monocy-
topenia) oraz plytek krwi (trombocytopenia) [25]. Mielosupresja wywotana eto-
pozydem wydaje si¢ by¢ zwigzana nie tylko z jego predyspozycja do hamowa-
nia topoizomerazy 11, ale rowniez z wysoka aktywnoscig peroksydaz takich jak
mieloperoksydaza w komodrkach szpiku kostnego. Aktywno$¢ mieloperoksydazy
w zroznicowanych komorkach granulocytéw powoduje utlenianie etopozydu
i generowanie rodnikow fenoksylowych [24,26].

W zwigzku z tym usuwanie reaktywnych form tlenu przez przeciwutle-
niacze mogloby ograniczy¢ neutropeni¢ poprzez dzialanie ochronne na neutro-
file, ktorych czas zycia zalezny jest od RFT. Stosowanie zwigzkoéw o dziataniu
przeciwutleniajagcym wymaga jednak duzej ostrozno$ci, poniewaz wytwarzanie
RFT w czasie metabolizmu wielu lekow przeciwnowotworowych jest jednym
z najwazniejszych elementow ich cytotoksycznej aktywnosci. Dlatego stosowa-
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nie przeciwutleniaczy jako terapii wspomagajacej budzi obawy. Jednak w sytu-
acji, gdy reaktywne formy tlenu sag wytwarzane jako skutek uboczny metaboli-
zmu lekow, wprowadzenie terapii antyoksydacyjnej budzi nadziej¢ jako strategia
ochrony komorek prawidtowych [18, 26-28].

Materialy i metody

Celem badan bylo okreslenie wptywu flawonoidu wystepujacego w zielonej
herbacie: galusanu epigallokatechiny oraz cytostatyku, jakim jest etopozyd, na
zywotno$¢ komorek, ilo§¢ uszkodzen DNA i proces apoptozy w komorkach bia-
taczkowych K562. W przeprowadzonych badaniach postuzono si¢ linig komor-
kowa K562 dostarczong przez European Collection of Cell Cultures (ECACC).
Komorki pochodzity od 53-letniej kobiety rasy kaukaskiej chorujacej na prze-
wlekta biataczke szpikowa (CML, ang. chronic myelogenous leukemia).

Hodowla komorek K-562

Komorki K-562 hodowano w zawiesinie o gestosci 5 x 10°/ml w pozywce RPMI
1640 z dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielgcej (FBS, fetal bovine serum)
oraz antybiotykow: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 pg/ml). Hodow-
le prowadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5% CO, o wil-
gotnosci 95%, zmieniajac ptyn hodowlany co 48 godzin. Wszystkie eksperymen-
ty wykonywano w fazie logarytmicznego wzrostu komorek.

Ocena zywotnosci komorek

W celu zbadania wptywu EGCG (Merck, Niemcy) i/lub etopozydu (Merck, Niem-
cy) na zywotnos¢ komorek przeprowadzono réznicowe barwienie fluorescencyj-
ne, w ktérym pod wptywem dwuoctanu fluoresceiny komorki zywe barwia si¢ na
kolor zielony, a bromek etydyny wybarwia komoérki martwe na pomaranczowo,
co zaprezentowano na rycinie 1. Komorki K562 o gestosci 5x10°/ml inkubowano
przez 1, 4, 24 oraz 48 godzin z galusanem epigallokatechiny w stezeniach od 0
do 100 uM i/lub z 0,5 uM etopozydem, dodanym na ostatnig godzing inkubacji.
Nastepnie komoérki odwirowano, zawieszono w 30 pl PBS po czym potaczono
w proporcji 1:1 z mieszaning dwuoctanu fluoresceiny o stezeniu 5 mg/ml w ace-
tonie, bromku etydyny o stezeniu 200 pg/ml w PBS i PBS bez Ca?* i Mg*". Pre-
paraty analizowano w mikroskopii fluorescencyjnej (Olympus 1X50, Olympus,
Japonia) z uzyciem niebieskiego filtra, liczac 500 losowo wybranych komoérek
w kazdym preparacie. Zliczano wyniki z trzech niezaleznych eksperymentow.

Badanie uszkodzen DNA na poziomie pojedynczej komorki — test kometowy
Metoda elektroforezy pojedynczych komorek w zelu agarozowym, czyli test
kometowy (ang. comet assay) shuzy do oceny uszkodzen DNA jadrowego na
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Rycina 1. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powigkszenie x 100)
przedstawiajacy komorki zywe — Swiecace na zielono oraz komorki
martwe — §$wiecgce na czerwono

7

Rycina 2. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powigkszenie x 400).
Strzatka wskazuje komorke apoptotyczng z widocznymi ciatkami
apoptotycznymi
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poziomie pojedynczej komorki. Nieuszkodzone DNA jadrowe po zastosowaniu
alkalicznej lizy nie jest podatne na migracj¢ w polu elektrycznym. Natomiast
jesli doszto do uszkodzenia DNA, w czasie elektroforezy pegknigte fragmenty
migruja, a w preparatach pod mikroskopem fluorescencyjnym widoczny jest cha-
rakterystyczny obraz przypominajacy komete. Intensywno$¢ fluorescencji ogo-
na komety odzwierciedla ilos¢ uszkodzen DNA w jadrze, ktora jest wyrazana
jako % uszkodzen DNA w pojedynczej komorce.

W przeprowadzonych doswiadczeniach komorki K562 o gestosci
5 x 10°/ml inkubowano przez 1, 4 oraz 24 godziny z galusanem epigallokatechiny
w stezeniach: 0, 10, 50 1 100 uM i/lub 0,5 uM etopozydem. Nastepnie komorki
odwirowano w PBS w warunkach: 4°C, 5 min., 230 x g (1200 rpm) i zawie-
szono w 50 pl PBS bez Ca?* i Mg*. Do zawiesiny komorek dodawano agarozg
o obnizonej temperaturze topnienia (LMPA, ang. Low Melting Point Agarose).
Na wcze$niej przygotowane szkietka podstawowe pokryte agaroza o normalne;j
temperaturze topnienia (NMPA, ang. Normal Melting Point Agarose) naktadano
po 85 ul zawiesiny komorek i przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Po za-
stygnigciu agarozy i zdjeciu szkietek nakrywkowych preparaty zanurzano w al-
kalicznym buforze lizujacym (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10%
DMSO, 1% Triton X-100, pH=10) i pozostawiano w ciemnos$ci, w temperaturze
4°C, na co najmniej 16 godzin. Po zakonczeniu lizy preparaty dwukrotnie ptukano
buforem neutralizujacym (0,4 M Tris pH=7.5) oraz uktadano na 40 minut w apa-
racie do elektroforezy, zawierajacym silnie alkaliczny bufor (300 mM NaOH,
ImM EDTA, pH>13). Po tym czasie prowadzono elektroforeze przez 30 minut
przy napigciu 0,74 V/cm i natgzeniu 300 mA. Nastepnie preparaty plukano trzy-
krotnie buforem neutralizujagcym (0,4 M Tris, pH=7.5) oraz zanurzano na 5 mi-
nut w zimnym metanolu. Bezposrednio przed analizg szkietka inkubowano przez
5 minut w wodzie destylowanej oraz barwiono jodkiem propidyny (2,5 pug/ml).
Pomiaréw dokonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olympus X 50
z wykorzystaniem zielonego filtra oraz kamery CCD. Analiza uszkodzen DNA
zostala przeprowadzona w programie Comet Assay 2.6 (Theta System GmbH,
Niemcy) okreslajagcym stopien uszkodzenia komorek. Wszystkie eksperymenty
wykonano w trzech, niezaleznych powtorzeniach, za§ z kazdego preparatu ana-
lizowano po 100 komoérek. W dalszej analizie postuzono si¢ % DNA zawartym
w ,,ogonie komety”.

Oznaczenie komorek apoptotycznych z uzyciem barwnika Hoechst 33342

w mikroskopii fluorescencyjnej

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki, jest wysoce zorganizowanym,
kontrolowanym genetycznie procesem fizjologicznym prowadzacym do elimi-
nacji komorek. Apoptoza shuzy utrzymaniu statej liczby komorek w tkankach
i narzadach oraz pomaga usuwac¢ zbyteczne lub uszkodzone komorki. Jest to
kluczowy proces w eliminacji komorek nowotworowych. Na poziomie morfolo-
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gicznym komorki apoptotyczne wyraznie 16znig si¢ od zdrowych: widoczna jest
kondensacja chromatyny, fragmentacja DNA na odcinki wielkosci okoto 180 par
zasad lub ich wielokrotnosci oraz formowanie ciatek apoptotycznych — struktur
zawierajacych organelle i fragmenty chromosomow otoczonych btong komorko-
wa. Za pomocg barwienia fluorescencyjnego mozliwe jest odroéznienie komorek
prawidlowych od tych, ktore weszty w apoptoze, poniewaz w ich przypadku za-
miast jadra komérkowego w obrazie z mikroskopu fluorescencyjnego widoczne
sg jasno $wiecgce cialka apoptotyczne zaprezentowane na rycinie 2.

Komorki w zawiesinie o gestosci 5 x 10°/ml wysiewano na 24-dotkowa
ptytke i dodawano galusan epigallokatechiny w stezeniu z zakresu 0-100 pM
i/lub etopozyd w stezeniu 0,5 uM. Ptytki pozostawiano do inkubacji w cieplarce
w 37°C 1 5% CO,na 1, 24 lub 48 godzin. Nastgpnie komorki dwukrotnie odwi-
rowano w PBS w warunkach: 230 x g (1200 rpm), 5 minut, 4°C i dodano 100 pl
barwnika (1pg/ml Hoechst 33342 w 3,7% paraformaldehydzie w PBS). Analize¢
wykonano w mikroskopie fluorescencyjnym, liczac za pomocg licznika hema-
tologicznego procentowy udziat komorek apoptotycznych w 500 przypadkowo
napotkanych komorkach. Jako apoptotyczne przyjmowano komorki, w ktorych
widoczne byty ciatka apoptotyczne oraz wykazywaty intensywna, niebieska flu-
orescencje.

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej wynikow testu kometowego dokonano w programie Stati-
stica 12,0 (StatSoft Polska), uzywajac testu ANOVA popartego analiza post-hoc
Tukeya (HSD). Wyniki przedstawiono w postaci srednich grupowych, stupki bteg-
dow oznaczajg 1,96SE (btedu standardowego). Roznice przy p < 0,05 przyjeto za
istotne statystycznie. W przypadku oceny istotnosci wynikow pomiaru zywotno-
$ci oraz apoptozy zastosowano test t-studenta.

Wyniki

Wpltyw EGCG i/lub etopozydu na zywotnos¢ komorek K562
Wykazano, ze wraz ze wzrostem stezenia EGCG zmniejsza si¢ odsetek komorek
zywych. Réwnoczesna inkubacja komorek K562 z etopozydem i EGCG powo-
duje istotne statystycznie zmniejszenie odsetka komorek zywych, ale tylko dla
wyzszych stezen tego polifenolu, tj. 50 1 100 uM EGCG. Nie wykazano istotnych
statystycznie roznic pomiedzy czasem inkubacji wynoszacym 1 lub 4 godziny
dla wszystkich badanych stezen i zwigzkow. Wyniki przedstawiono na rycinie 3.
Aby sprawdzi¢, czy wczesniejsza inkubacja komorek K562 z EGCG
uwrazliwia je na dziatanie etopozydu, komorki traktowano przez 23 lub 47 go-
dzin z EGCG, a nastepnie na jedna (ostatnig) godzing dodawano etopozyd w ste-
zeniu 0,5 uM. Wyniki przedstawiono na rycinie 4. Wykazano, ze wraz z wydtuze-
niem czasu inkubacji do 24 i 48 godzin zmniejsza si¢ odsetek komorek zywych,
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Rycina 3. Wptyw galusanu epigallokatechiny (EGCG) w zakresie stezen
0-100 uM i/lub 0,5 uM etopozydu (E) na zywotno$¢ komoérek K562
po 114 godzinach inkubacji z badanymi zwigzkami. K-kontrola;
1-100 EGCG - 1-100 uM EGCG; 0,5E — 0,5 pM E. * — istotnos¢
statystyczna (p<0,05) w stosunku do kontroli; ** — istotnos¢
statystyczna (p<0,05) w stosunku do 0,5 uM etopozydu

traktowanych EGCG w sposob zalezny od zastosowanej dawki. Wczesniejsza
inkubacja komorek K562 uwrazliwia je na dziatanie etopozydu. Zaobserwowa-
ny wzrost odsetka komorek martwych po 24 1 48 godzinach inkubacji z EGCG
1 jednogodzinnej rownoczesnej inkubacji z 0,5 uM etopozydem wynika raczej
z silnego dziatania galusanu niz etopozydu. Jednocze$nie moze to $wiadczyc
o tym, ze wczesdniejsza i dlugotrwata (do 48 godzin) ekspozycja komodrek K562
na dziatanie niskich dawek EGCG (tj. 1 1 10 uM) nie zmniejsza skuteczno$ci
cytostatycznego dziatania tego leku.

Wpthyw EGCG na uszkodzenia DNA w komorkach K562

Galusan epigallokatechiny w stezeniach 50 1 100 uM powoduje istotny staty-
stycznie wzrost poziomu uszkodzen DNA w komorkach linii K562, ale tylko po
jednogodzinnej inkubacji z tym polifenolem. Efektu tego nie wykazano wydhu-
zajac czas inkubacji z EGCG do 24 godzin. Ponadto zaobserwowano, ze wyzszy
poziom uszkodzen wystepuje po jednogodzinnej inkubacji komoérek z EGCG niz
po 24-godzinnej inkubacji, co moze wskazywac, ze zainicjowane przez EGCG
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Rycina 4. Wplyw galusanu epigallokatechiny (EGCG) w zakresie stezen 0—100
UM na zywotno$¢ komorek K562 po 24 i 48 godzinach inkubacji
oraz 23 147 godzinach inkubacji z EGCG w zakresie st¢zen 0—100
uM i rownoczesnej jednogodzinnej inkubacji z 0,5 uM etopozydem.
K-kontrola; 1-100 EGCG — 1-100 uM EGCG; 0,5E 1h— 0,5 uM
E; 1-100 EGCG + 0,5 E 1h — 1-100 uM EGCG 23 lub47hi0,5
uM E 1h (ostatnia godzina inkubacji). * — istotnos¢ statystyczna
(p<0,05) w stosunku do kontroli; ** — istotnos¢ statystyczna (p<0,05)
w stosunku do 0,5 uM etopozydu.

uszkodzenia sg po pewnym czasie (W tym wypadku 24 godziny) naprawiane
przez komorki K562. Wyniki przedstawiono na rycinie 5.

W dalszej kolejnosci sprawdzono, czy rownoczesna inkubacja komorek
K562 z EGCG w zakresie stgzen 0—100 uM i etopozydem w stezeniu 0,5 uM
przez okres jednej godziny wptywa na poziom indukowanych uszkodzen DNA.
Wyniki przedstawiono na rycinie 5. Etopozyd w stezeniu 0,5 uM przez okres
jednej godziny powoduje istotny statystycznie wzrost poziomu uszkodzen DNA.
Réwnoczesna inkubacja komorek K562 z 0,5 uM etopozydem i EGCG w steze-
niach 11 10 pM nie powoduje istotnych statystycznie zmian w poziomie uszko-
dzen DNA. Co wazne, te zakresy stgzen nie zmniejszajg tez poziomu uszkodzen
DNA wywolanych cytostatykiem. Natomiast jednoczesna inkubacja z 0,5 uM
etopozydem oraz z 50 lub 100 uM EGCG powoduje istotny statystycznie wzrost
poziomu uszkodzen DNA w stosunku do dziatania samego etopozydu.
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Rycina 5. Wplyw galusanu epigallokatechiny i/lub etopozydu na uszkodzenia
DNA w komorkach linii K562 po 1- i 24-godzinnej inkubacji. Komorki
K562 inkubowano z EGCG w stgzeniu 1-100 uM (1-100 EGCG) przez
1 lub 24 godziny bez lub w obecnosci 0,5 pM etopozydu dodawanego
na jedng (ostatnig) godzing inkubacji (1-100 EGCG + 0,5 E). Wyniki
reprezentujg srednie wartosci z trzech do§wiadczen. Na wykresie
oznaczono roznice istotne statystycznie (p<0,05) wzgledem proby
kontrolnej (K) (*) oraz etopozydu (0,5uM) (0.5E)(**)

Nastepnie sprawdzono, czy wczesniejsza inkubacja komoérek K562 z galu-
sanem epigallokatechiny uwrazliwia je na dziatanie cytostatyku, jakim jest etopo-
zyd. Wykazano, ze ekspozycja komorek K562 na 23-godzinne dziatanie EGCG
nie uwrazliwia tych komoérek na pdzniejsze jednogodzinne dziatanie etopozy-
du — nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie uszkodzen DNA.
Co wazne, polifenol ten nie zmniejsza/obniza dzialania cytostatyku, co odzwier-
ciedlato si¢ w takim samym poziomie uszkodzen DNA po dziataniu etopozy-
du (17%), jak i po dziataniu EGCG (we wszystkich badanych zakresach stezen)
i etopozydu (uszkodzenia DNA na poziomie 16—19%).

Apoptoza

Wykazano, ze 24-godzinna inkubacja komoérek K562 z EGCG w stezeniach 50
i 100 uM powoduje istotny statystycznie wzrost odsetka komorek apoptotycz-
nych. Wydtuzenie czasu inkubacji do 48 godzin wzmacnia ten proapoptotyczny
efekt dziatania EGCG poprzez dalszy wzrost liczby komorek z widocznymi ciat-
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kami apoptotycznymi. Wezesdniejsza, tj. 23- lub 47-godzinna inkubacja komorek
biataczkowych z EGCG w wyzszych stezeniach (tj. 50 i 100 pM) uwrazliwia
je na pozniejsze jednogodzinne dziatanie etopozydu — zaobserwowano istotny
wzrost odsetka komorek apoptotycznych. Wyniki przedstawiono na rycinie 6.
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Rycina 6. Zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem EGCG oraz EGCG 10,5 uM
etopozydem, a odsetkiem komorek apoptotycznych po 1, 24 148
godzinach inkubacji. Komorki K562 inkubowano z EGCG w stezeniu
0-100uM (0-100 EGCG) przez 1, 23 lub 47 godzin, a nast¢pnie
dodawano etopozyd w stgzeniu 0,5 uM (0,5E) na jedna godzine.
Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

Na wykresie oznaczono (*) réznice istotne statystycznie (p<0,05)
wzgledem proby kontrolnej (K) oraz wzgledem etopozydu (**)

Dyskusja

W leczeniu nowotworow chemioterapia jest ciggle najczesciej stosowang meto-
da. W ostatnich latach badacze coraz czesciej skupiajg si¢ na tzw. terapii wspo-
maganej z zastosowaniem réznego typu zwigzkow, gtownie o charakterze anty-
oksydacyjnym, w tym flawonoidéw i innych polifenoli. W przeprowadzonych
eksperymentach postanowiono sprawdzi¢, czy sktadnik zielonej herbaty — galu-
san epigallokatechiny — moze okazac si¢ skuteczny w terapii skojarzonej z eto-
pozydem w przypadku leczenia przewlektej biataczki szpikowej. Zastosowane
w badaniach st¢zenia galusanu epigallokatechiny oraz etopozydu obejmowaty
jedynie zakres zblizony do stezen, ktére osiggane sa w organizmie. Stgzenie eto-
pozydu osiagane w osoczu w zalezno$ci od uzytego schematu leczenia waha si¢
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pomigdzy 0,2—150 uM [29]. W przeprowadzonych eksperymentach uzyto steze-
nia leku 0,5 uM, ktore pozwala osiagna¢ dobre efekty terapeutyczne przy jego
najmniejszej toksycznosci. W przypadku galusanu epigallokatechiny uzyto row-
niez stezen (1-100 uM), ktore mozliwe sg do osiagniecia we krwi po wypiciu
zielonej herbaty lub zazyciu suplementow wzbogaconych EGCG [6].

Wplyw EGCG na zZywotnos¢ komorek K562.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem galusanu epigalloketechiny po-
twierdzily, ze zwigzek ten ujemnie wptywa na zywotno$¢ komorek przewlektej
biataczki szpikowej. Zastosowanie wysokich stezen, tj. 50 lub 100 uM EGCG,
skutkowato znacznym obnizeniem zywotno$ci komorek K562 bez wzgledu na
zastosowany czas inkubacji. Natomiast wydluzenie czasu inkubacji komorek
z EGCG do 48 godzin przyczynilo si¢ do istotnego statystycznie zmniejszenia
zywotno$ci komorek juz przy nizszym, tj. 10 uM, stezeniu EGCG. Wykazano
rowniez, ze EGCG moze by¢ skutecznym zwiagzkiem, jesli chodzi o redukcje
liczby komoérek nowotworowych, jezeli polaczymy jego dziatanie z etopozydem.
Co wazne, nawet niskie dawki tego polifenolu — tj. do 10 uM — nie zmniejszaja
skuteczno$ci dziatania cytostatyku, a wyzsze dawki (50 i 100 uM) uwrazliwiajg
komorki K562 na dziatanie etopozydu. Zaobserwowany wzrost odsetka komorek
martwych po 24 i 48 godzinach inkubacji z EGCG i etopozydem wydaje si¢ wy-
nikac¢ z silnego dzialania samego polifenolu.

Z do$wiadczen przeprowadzonych przez inne grupy badawcze wynika
réwniez, ze EGCG wptywa na zmniejszenie zywotnosci komorek nowotworo-
wych. Inkubacja komérek MCF-7 (nowotwor piersi) przez 72-godzinny z EGCG
w stezeniach 40-100 uM powodowala istotne statystycznie obnizenie Zywotno-
$ci [30]. Galusan epigallokatechiny byt réwniez czynnikiem wptywajacym na
zywotno$¢ nowotworowych komoérek macierzystych (CSC), wyizolowanych
z linii komoérkowych PC-3 i LNCaP (nowotwor prostaty). Badania dowiodty, ze
ludzki nowotwor prostaty zawiera niewielkg populacje komorek macierzystych
wrazliwych na dziatanie EGCG, poniewaz zastosowanie rosngcych dawek tego
polifenolu powodowato zmniejszenie zywotnosci CSC [31].

Badania przeprowadzone na linii K562 sugeruja, ze EGCG stosowany
w wyzszych dawkach (50 i 100 uM) moze w znaczny sposob przyczyniac si¢
do eliminacji komoérek nowotworowych krwi, a niskie dawki tego polifenolu nie
zmniejszajg skutecznos$ci dzialania cytostatyku. Podobne wyniki uzyskaty inne
grupy badawcze, stosujac EGCG z potaczeniu z doksorubicyng oraz wykazujac
synergistyczny efekt dzialania EGCG i doksorubicyny w badaniach in vitro i in
vivo na komorkach nowotworu watroby i prostaty [32-34].

Uszkodzenia DNA
Galusan epigallokatechiny, ktorym traktowano komorki linii K562, indukowat
uszkodzenia DNA w sposob zalezny od zastosowanej dawki, ale tylko po jed-
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nogodzinnej inkubacji. Efektu tego nie obserwowano po 24 godzinach, co su-
geruje, ze komorki K562 sg w stanie naprawi¢ uszkodzenia indukowane EGCG.
Réwnoczesnie wykazano, ze wyzsze stezenia tego polifenolu (tj 50 i 100 uM)
wzmagajg efekt 0,5 uM etopozydu, co skutkowalo wzrostem poziomu uszkodzen
DNA z 15% do, odpowiednio, 20 1 26%. Natomiast wczesniejsza inkubacja ko-
morek z EGCG nie uwrazliwia ich na pdzniejsze dzialanie etopozydu, ale tez nie
zmniejsza genotoksycznego dziatania leku.

Metoda kometowa zostata takze wykorzystana w badaniach nad wptywem
EGCG na uszkodzenia DNA indukowane H,O, i MNNG (metylonitronitrosogu-
anidyna, mutagen) w linii komorkowej V-79 (fibroblasty ptuc chomika chinskie-
go). Inkubacja fibroblastow z H,O, i MNNG powodowatla uszkodzenia DNA,
ktore rosty wraz ze wzrostem stezen uzytych czynnikow. W obu przypadkach
zastosowanie EGCG (0—100 pM) powodowato zmniejszenie uszkodzen wywota-
nych wcze$niejszg inkubacjg z H,0O, i MNNG. Ta sama grupa badawcza przepro-
wadzita eksperyment, w ktorym wykazano, ze jezeli komorki V-79 tratowane sg
najpierw EGCG w stezeniach 0-100 uM, a nastgpnie H,0, (45pg/ml) lub MNNG
(50 uM), odsetek uszkodzen DNA ulega redukcji proporcjonalnie do uzytego
stezenia EGCG [35].

Indukcja procesu apoptozy w komorkach K562

W przypadku komorek, w ktoérych inicjowano proces apoptozy, zastosowanie
krotkiego czasu inkubacji pozwolito na uzyskanie wynikow istotnych staty-
stycznie przy stezeniach 50 uM i1 100 pM EGCG. Natomiast wydtuzenie czasu
inkubacji do 48 godzin powodowato, Ze st¢zenie czynnika koniecznego do za-
poczatkowania mechanizmow apoptozy maleje do 10 uM. Ponadto wczes$niej-
sza ekspozycja komorek K562 na EGCG uwrazliwia je na p6zniejsze dziatanie
etopozydu, co obserwowano poprzez wzrost odsetka komorek z ciatkami apopto-
tycznymi. Zatem za inicjacj¢ procesu apoptozy w komorkach K562 odpowiadaja
proapoptotyczne wilasciwosci galusanu epigallokatechiny. Badania przeprowa-
dzone przez Roya i wsp. potwierdzajg, ze EGCG hamuje wzrost i proliferacje ko-
morek nowotworowych K562 oraz indukuje w nich proces apoptozy [35]. Grupa
badawcza Tanga réwniez dowiodta, ze EGCG ma wlasciwosci proapototyczne.
Swoje badania przeprowadzili na komorkach macierzystych (CSC, ang. cancer
stem cells) wyizolowanych z nowotworu prostaty. Otrzymane wyniki byly po-
twierdzeniem, ze EGCG powoduje zatrzymanie cyklu komdrkowego i inicjacje
apoptozy poprzez generowanie wolnych rodnikow tlenowych oraz na drodze
aktywacji biatek proapoptotycznych: Bax, Bad, Bik, Bid i kaspaz: 3, 9. EGCG
blokowat takze ekspresje antyapoptotycznych biatek Bcl-2, Bel-xL. Grupa wy-
kazata, ze efekt proapoptotycznej aktywnosci EGCG jest wzmacniany przez inny
polifenol z grupy flawonoidéw — kwercetyne. Komorki macierzyste nowotworu
prostaty, stymulowane jednoczesnie EGCG 1 kwercetyng, cechowatly si¢ nizsza
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zywotnos$cia, czesciej wchodzity na droge apoptozy i byty bardziej wrazliwe na
dziatanie chemioterapii [31]. Podobnie wyniki uzyskali badacze, ktorzy w do-
swiadczeniach wykorzystywali linie komdérkowe wyizolowane z nowotworow
ptuc: H1299, H460, A549, CL13 i okreznicy: HT29. Wszystkie komorki nowo-
tworowe, ktore inkubowano z EGCG, byty wrazliwe na dziatanie tego polifeno-
lu. Dodatkowo udowodniono, ze obecno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych: dys-
mutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (5 U/ml, 30 U/ml) ostabiata aktywnos¢
EGCG. Réwnoczesnie, jezeli komorki byty mniej podatne na dziatanie EGCG,
badacze obserwowali, ze mniejsza role odgrywaja SOD i katalaza w obniza-
niu aktywnosci EGCG. Po 24 godzinach inkubacji komérek H1299 wylacznie
z 50 uM EGCG obserwowali zwigkszenie odsetka komorek apoptotycznych. Na-
tomiast jezeli komorki traktowano 25 uM lub 50 uM EGCG przez 24 godziny
w obecnosci SOD i katalazy, to nieznacznie zmniejszata si¢ ilos¢ komorek apop-
totycznych. Wyniki badan, ktore uzyskali, $wiadcza o tym, ze na indukcje apop-
tozy wptywaja RFT produkowane w wyniku oksydacyjnej aktywnosci EGCG
obecnego w pozywce w czasie inkubacji z komoérkami [36].

Obecnie sugerowanym sposobem na zwigkszenie wydajnosci dziatania
czastek uzywanych w terapii nowotworéw jest stosowanie nanotechnologii.
Efekt dziatania galusanu epigallokatechiny umieszczonego w nanoczasteczkach
po 24 godzinach inkubacji okazat si¢ ponad 10 razy bardziej skuteczny w porow-
naniu z samym EGCG. W przypadku komoérek PCa stezenie, dla ktorego zostat
zahamowany wzrost 50% komorek (IC50), dla nano-EGCG wynosito 3,74 uM,
podczas gdy dla samego EGCG — 43,6 uM. Osiagnicto wysoki odsetek komorek
wchodzacych na drogg apoptozy (81%) po zastosowaniu 5,48 pM nano-EGCG.
Natomiast, aby osiagna¢ podobny efekt dla samego EGCG, nalezalo zwigkszy¢
jego dawke do ponad 40 uM [37].

Podsumowujgc dane literaturowe i powyzsze badania, galusan epigalloka-
techiny wydaje si¢ by¢ obiecujagcym polifenolem w leczeniu skojarzonym z eto-
pozydem. Wspomaga dziatanie etopozydu — eliminujac komorki bialaczkowe,
zwigksza uszkodzenia DNA w tych komoérkach oraz kieruje je na droge apoptozy.
I co wazne, nawet niskie dawki EGCG nie zmniejszaja terapeutycznego dziata-
nia etopozydu. Nie nalezy jednak tych jakze obiecujacych wlasciwosci galusanu
epigallokatechiny przektada¢ na wszystkie rodzaje nowotwordéw czy inne leki
stosowane podczas chemioterapii. Bowiem jak wykazaty badania Golden i wsp.
[38], EGCG zaré6wno w badaniach in vitro jak i in vivo hamuje dziatanie borte-
zomibu (leku przeciwnowotworowego, ktory jest inhibitorem 26S proteasomu),
stosowanego w leczeniu m.in. szpiczaka mnogiego. Podobne wyniki uzyskata
grupa badawcza (Modernelli i wsp.) — EGCG hamowat terapeutyczne dziatanie
bortezomibu na komorki raka prostaty [39].
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Whioski

Chemioterapia jest jednym z najczesciej stosowanych sposoboéw leczenia no-
wotwordw. Niestety efekty uboczne, jakie niesie ze sobg, sg nadal powaznym,
a zarazem najczestszym problemem, pomimo kilkudziesigciu lat stosowania tego
sposobu leczenia. Obecnie wielu badaczy skupia si¢ na poszukiwaniu rozwia-
zan, ktore, niezmniejszajac cytostatycznej efektywnosci lekow, zmniejszatyby
cytotoksycznos¢ w kierunku zdrowych komoérek i pozwolity na wyeliminowanie
probleméw zwigzanych ze stanami zapalnymi lub infekcjami, czyli tzw. terapii
wspomaganej, ktora wykorzystuje przeciwutleniacze. Niestety wiedza na temat
interakcji pomigdzy antyoksydantami, a lekami przeciwnowotworowymi jest
w dalszym ciggu ograniczona. I jak pokazujg badania, nie kazdy antyoksydant
»wspotdziata” z cytostatykiem, jak na przyktad w przypadku galusanu epigallo-
katechiny i bortezomibu.

W opisanych badaniach wykazano, ze galusan epigallokatechiny, pod-
stawowy sktadnik zielonej herbaty, moze si¢ okaza¢ przydatny w terapii biata-
czek z zastosowaniem konkretnego cytostatyku: etopozydu. Obiecujace efekty
osiggnieto dla stezen 50 i 100 uM EGCG, ktore to dawki eliminowaty komorki
przewlektej biataczki szpikowej, a w potaczeniu z cytostatykiem wzmagaly jego
cytotoksyczne wlasciwosci. Skutecznos¢ wspotdziatania EGCG i etopozydu na
komorki K562 wyrazona jest takze jako wzrost odsetka komorek z uszkodze-
niami DNA. Co wigcej, komorki, ktore nie zostaty wyeliminowane poprzez cy-
totoksyczne wtasciwosci etopozydu i galusanu epigallokatechiny, mogg zostac
skierowane na drogg apoptozy, co rowniez potwierdzaja wyniki naszych badan.
Obserwowany wzrost liczby komorek apoptotycznych po dziataniu EGCG i eto-
pozydu jest w opisywanym przypadku procesem nieodwracalnym, gdyz ciatka
apoptotyczne to tzw. ,,p0zna apoptoza”. Przedstawione tutaj wstgpne wyniki ba-
dan nad zastosowaniem EGCG w terapii skojarzonej z etopozydem w leczeniu
przewlektej biataczki szpikowej wymagaja dalszych wnikliwych badan szcze-
gblnie pod katem reakcji na ten typ terapii komoérek prawidtowych. Uprzednio
opublikowane wyniki, uzyskane w badaniach nad wptywem terapii kojarzone;j
kwercetyng i1 etopozydem, wskazuja na mozliwo$¢ redukcji ryzyka powstawania
uszkodzen DNA indukowanych etopozydem w zdrowych komédrkach przez za-
stosowanie polifenoli [40—42]. Wstepne wyniki aktualnie prowadzonych badan
wypadajg bardzo obiecujaco. Galusan epigallokatechiny w zakresie dawek 1-50
UM obniza poziom uszkodzen DNA indukowanych etopozydem w limfocytach
i neutrofilach prawidtowych [publikacja w przygotowaniu]. Jednakze kluczowa
wydaje si¢ kwestia sprawdzenia efektu dziatania tej konkretnej pary cytostatyk—
przeciwutleniacz: etopozyd—EGCG. Rosnace zainteresowanie flawonoidami, do
ktorych nalezy rowniez galusan epigallokatechiny budzi zapotrzebowanie na
kompleksowg i syntetyczng wiedze o wspotdzialaniu tych substancji z chemio-
terapeutykami.
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Can epigallocatechin gallate be an effective 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-
flammatory properties, and antiproliferative or pro-apoptotic activity against cancer cells.
Etoposide is one of the most commonly used anti-cancer drugs causing many side effects.
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 effect 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 fluorescence microscope with
Hoechst 33342 staining.
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Results: Preliminary results suggest that EGCG at 50 and 100 uM sensitizes leukemic
cells to the cytotoxic effect 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 effective
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.

Key words: apoptosis, EGCG, etoposide, chronic myeloid leukemia, DNA damage



