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Wykaz skrotow

ATCC (ang. American type culture collection) — Amerykanska Kolekcja
Hodowli Komérkowych

ATP — adenozyno-5’-trifosforan, nukleotyd adeninowy, molekularna jednostka
w wewnatrzkomorkowym transporcie energii

APAF-1- czynnik aktywacji proteaz apoptotycznych

Bcl-2 — heterogenna grupa biatek regulujaca proces apoptozy

BRCA (ang. breast cancer) — geny cztowieka, ktérych mutacje moga stac si¢
przyczyng dziedzicznych form raka piersi i jajnika

DAD (ang. diode array detector) — detektor z matrycg diodowa

DMEM (ang. Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) — rodzaj pozywki
hodowlanej Eagle’a Dubelcco

DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

EACC (ang. The European Collection of Cell Cultures) — Europejska Kolekcja
Hodowli Komérkowych

E-ptytka (ang. E-plate) — ptytka stosowana w systemie Real Time xCELLigence
EZA4U — test oceny proliferacji komorek 1 cytotoksycznos$ci oparty na redukcji
soli tetrazoliowej, firmy Biomedica, GmbH, Austria

GABA - kwas gamma-aminomastowy, organiczny zwigzek chemiczny nalezacy
do grupy aminokwaséw, petni funkcje podstawowego neuroprzekaznika o
dziataniu hamujacym

HaCaT — nienowotworowa linia ludzkich keratynocytéw

HeLa — linia ludzkich komérek raka szyjki macicy

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

ICs (ang. inhibitory concentration) — stezenie zwigzku, przy ktérym proliferacja
komorek jest zahamowana w 50% w stosunku do komérek kontrolnych

IL-6 — interleukina 6, jeden z najwazniejszych i najbardziej wielokierunkowo
dziatajacych cytokin

iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

MCEF-7 — komorki estrogenozaleznego raka sutka



mRNA (ang. messenger RNA) — matrycowy rodzaj kwasu nukleinowego

MTT - bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy

NF-kB (ang. nuclear kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) —
kompleks biatkowy dziatajacy jako czynnik transkrypcyjny

NMR (ang. nuclear magnetic resonance) — spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego

PARP - polimerazy poli-ADP-rybozy, biatko katalizujgce polimeryzacje
jednostek ADP-rybozy

PBS (ang. phosphate-buffered saline) — zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
PS (ang. phosphatidylserine) — fosfatydyloseryna

RTCA (ang. Real Time xCeLLigence) — system do monitorowania proliferacji
komoérek adherentnych w czasie rzeczywistym

SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) —
to wariant elektroforezy w Zelu poliakryloamidowym wykorzystujacy czasteczki
dodecylosiarczanu sodu (SDS); stuzy do rozdzielania naladowanych czasteczek
w mieszaninach wedlug ich mas czasteczkowych w polu elektrycznym
SKOV-3 — linia komérkowa raka jajnika

A¥m - elektrochemiczny potencjal mitochondrialny

+SD — odchylenie standardowe

a—HN - a-hederyna

TLC (ang. thin layer chromatography) — chromatografia cienkowarstwowa
TNF- a (ang. tumor necrosis factor ) — czynnik martwicy nowotworow

UAE (ang. ultrasound assisted extraction) — ekstrakcja wspomagana

ultradzwigkami

UPLC-Q-TOF-MS (ang. Ultra Performance Liquid Chromatography Time-of-
Flight Mass Spectrometry) - ultra sprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z

analizatorem czasu przelotu z jonizacjg metodg rozpylania w polu elektrycznym

UV —promieniowanie ultrafioletowe, promieniowanie nadfioletowe;
promieniowanie elektromagnetyczne o dlugosci fali od 10nm do 400nm

WST (ang. Water-soluble Tetrazolium salts) — kolorymetryczny test okreslajacy
zywotno$¢ komérek oparty na konwertowaniu soli tetrazolowej do

nierozpuszczalnego formazanu
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e XTT - test kolorymetryczny okreslajacy zywotno$¢ komdrek na podstawie
redukc;ji soli tetrazolowej do formazanu, jednak w przeciwienstwie do testu

MTT, produkt formazanu pochodzacy z XTT jest rozpuszczalny w wodzie
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STRESZCZENIE

Nigella sativa, czarnuszka siewna, jest gatunkiem nalezacym do rodziny
Ranunculaceae, pochodzi z potudniowej Europy i1 Zachodniej Azji, w Polsce jest
uprawiana 1 czasami miejscowo dziczejaca. Gatunek ten byl cenionym surowcem juz za

czaséw starozytnych, za§ w tradycji islamu uznawany byt za panaceum.

W dzisiejszych czasach nasiona czarnuszki stanowig obiekt badan wielu
osrodkéw naukowych, szczegdlnie w krajach Bliskiego Wschodu. Wigkszos¢ badan
dotyczyta szeroko wykorzystywanego olejku z czarnuszki siewnej i aktywnos$ci
obecnego w nim tymochinonu. Tylko pojedyncze doniesienia dotyczyly badan
ekstraktow z nasion, w tym aktywnos$ci przeciwnowotworowej. W piSmiennictwie,
mimo stwierdzonej w nasionach Nigella sativa obecnos$ci wtérnych metabolitéw z
grupy triterpenowych saponin, w tym wystepowania a-hederyny, brak jest
wystarczajacych informacji o badaniach dotyczacych aktywnoSci cytotoksycznej tej
grupy zwigzkow. W pismiennictwie nie ma rowniez zadnych informacji na temat

wptywu a-hederyny na lini¢ komérkowa SKOV-3 ludzkiego raka jajnika.

Przygotowanie ekstraktow i frakcji z Nigella sativa obejmowato zastosowanie
rozpuszczalnikdw o réznej sile elucji, w klasycznej metodzie ekstrakcji i wspomagane;j
ultradzwigkami — UAE (ultrasound assisted extraction). Najwyzsza aktywnoscig
cytotoksyczna odznaczaly si¢ ekstrakty wodno-etanolowe (50% v/v) otrzymane z

zastosowaniem UAE.

W pracy dokonano oceny dziatania ekstraktow i ich frakcji z nasion Nigella
sativa na komorki linii nowotworowych: linii komérkowej raka szyjki macicy HelLa,
linii komoérkowej raka jajnika SKOV-3 i nienowotworowej linii komoérek ludzkich
keratynocytow. Najwyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng wykazano dla frakcji, w ktérych
stwierdzono obecnos¢ a-hederyny. Badania aktywnosci cytotoksycznej prowadzono za

pomoca dwéch metod: systemu Real-Time xCELLigence oraz testu MTT.

Szczegétowym badaniom poddano wptyw o-hederyny na lini¢ komdrkowa
SKOV-3. Przeprowadzajac badania zmian potencjatu mitochondrialnego w komérkach,
okreslajagc spadek aktywacji biatka antyapoptotycznego Bcl-2, okreSlajac aktywnosc
kaspaz-3/7 1 -8/9 oraz badajac zahamowania fazy cyklu komoérkowego w hodowli

SKOV-3, dowiedziono, ze w komoérkach tej linii pod wptywem dziatania a-hederyny,
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dochodzi do indukcji procesu apoptozy. Stwierdzono rowniez, ze znaczaca role w tym

procesie odgrywa wewnetrzny szlak mitochondrialny.

Przeprowadzone badania znaczaco poglebiaja wiedz¢ na temat aktywnosci
biologicznej nasion Nigella sativa oraz mechanizmu dzialania aktywnoS$ci
cytotoksycznej a-hederyny w stosunku do linii komérkowej SKOV-3 ludzkiego raka

jajnika.
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ABSTRACT

Nigella sativa, black cumin, is a species belonging to the family Ranunculaceae,
native to southern Europe and West Asia, in Poland it is cultivated and sometimes
locally wild. This species was a valued resource already in ancient times, while in the

Islamic tradition it was considered a panacea.

Nowadays, black cumin seeds are the subject of research in many scientific
centres, especially in the Middle East. Most studies concerned the widely used black
cumin oil and the activity of thymoquinone present in it. Only single reports concerned
studies of seed extracts, including anti-cancer activity. In the literature, despite the
presence of secondary metabolites from the triterpene saponin group in Nigella sativa
seeds, including the presence of a-hederin, there is an insufficient information on
studies on the cytotoxic activity of this group of compounds. There is also no
information in the literature about the effect of o-hederin on the SKOV-3 human

ovarian cancer cell line.

Preparation of extracts and fractions from Nigella sativa included the use of
solvents with different elution strength, in the classical method of extraction and
assisted by ultrasound - ultrasound assisted extraction (UAE). The highest cytotoxic

activity was found in water-ethanol extracts (50% v / v) obtained using UAE.

The work evaluates the effect of extracts and their fraction from Nigella sativa
seeds on cancer cell lines: HeLa cervical cancer cell line, SKOV-3 ovarian cancer cell
line and non-cancer human keratinocyte cell line. The highest cytotoxic activity was
demonstrated for the fractions in which the presence of a-hederin was found. Cytotoxic
activity studies were conducted using two methods: Real-Time xCELLigence system

and MTT assay.

The effect of a-hederin on the SKOV-3 cell line was subjected to detailed
studies. While conducting studies of: mitochondrial potential changes in cells,
determining the decrease in Bcl-2 antiapoptotic protein activation, determining caspase-
3/7 and -8/9 activity and studying cell cycle phase inhibition in SKOV-3 culture, it was
proved that in this cell line being influenced by the action of a-hederin, the process of
apoptosis is induced. It has also been found that an internal mitochondrial pathway

plays a significant role in this process.
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The conducted research significantly broadens our knowledge about the
biological activity of Nigella sativa seeds and the mechanism of action of cytotoxic

activity of a-hederin in relation to the SKOV-3 cell line of human ovarian cancer.
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. CZESC TEORETYCZNA

1. Charakterystyka botaniczna gatunku Nigella sativa

1.1. Systematyka

Nigella sativa niezaleznie od zastosowanych systeméw taksonomicznych
przynalezy do rodziny Ranunculaceae. Ponizsza systematyka zgodna jest z systemem

Cronquista (1)

Domena: Eukaryota (jadrowe)

Krolestwo: Plantae (ro$liny)

Podkrolestwo: Tracheobionta (naczyniowe)
Nadgromada: Spermatophyta (nasienne)
Gromada: Magnoliophyta (okrytonasienne)
Klasa: Magnoliopsida (dwuli$cienne)
Podklasa: Magnoliidae (magnoliowe)
Rzad: Ranunculales (jaskrowce)
Rodzina: Ranunculaceae (jaskrowate)
Rodzaj: Nigella (czarnuszka)

Gatunek: Nigella sativa (czarnuszka siewna)

1.2. Wystepowanie, morfologia
Wystepowanie

Nigella sativa, czarnuszka siewna pochodzaca z rodziny jaskrowatych,
Ranunculaceae (2-4), wystgpuje w stanie naturalnym w strefach umiarkowanych i
subtropikalnych, na suchych terenach basenu Morza $rédziemnego: potudniowo-

wschodniej Europy, poinocnej Afryki, a takze na terenie Bliskiego Wschodu. W Polsce
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jest uprawiana, gtéwnie na potudniu kraju, czasem miejscowo zdziczala, spotykana

wsrdd zbdz, na siedliskach ruderalnych (5-7).
Morfologia

Czarnuszka siewna, jako jednoroczna roslina zielna, dorasta do 40 cm, ma prosta
1 sztywna, badz lekko rozgateziong todyge ulistniong skretolegle. Pokrdj rosliny zostat

przedstawiony na Ryc. 1.

Ryec. 1. Nigella sativa, Fot. Anna Adamska

Liscie Nigella sativa sa barwy jasnozielonej, podwdjnie pierzastosieczne o
rownowaskich odcinkach, za$ korzen palowy. Czarnuszka kwitnie od maja do wrze$nia.
Jej kwiaty sa dos¢ duze (srednica okolo 3cm), wyrastajace na szczycie pedow oraz
posiadajace podwojny okwiat, w ktorym zewnegtrzny okotek posiada pie¢ dziatek
kielicha barwy bladoniebieskiej lub bialej wraz z bigkitnym unerwieniem oraz
seledynowymi szczytami, za§ wewnetrzny okotek ma osiem dzialek korony,
szerokojajowatych, zwezonych w krotki paznokie¢ 1 zakonczony dzidbkiem,
przeksztalconych w miodniki. Pomigdzy ptatkami korony, rosna preciki oraz pigé
stupkéw, z ktérych po zro$nigciu powstaje wielomieszek przypominajacy torebke.
Owoc czarnuszki zawiera wewnatrz wiele tréjgraniastych nasion, poczatkowo biatych,

drobnych, a nastepnie pgczniejacych i przybierajacych czarng barwe po dojrzeniu.
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Nasiona te, Semen Nigellae sativae, sa ostro trOjkanciaste, o Imm grubosci, 3mm

dtugosci, 1,5mm szerokosci (Ryc. 2).

:-rlu!\!u|u'u|l!l||||\1|||||Il‘llIL‘l'.ll\lll\\\\\\\\\\\\\\

Ryc. 2. Nasiona Nigella sativa, Fot. Anna Adamska
Nasiona posiadajg silny muszkatotowy, korzenny zapach, a smak gorzkiej kawy. Czas
potrzebny od zakwitni¢cia do osiggni¢cia dojrzatosci przez nasiona to w przyblizeniu 75

dni. Zbior nasion nast¢puje we wrzesniu (8-10).

1.3. Sktad chemiczny Nigella sativa

W sktad nasion czarnuszki siewnej wchodzg: oleje (30-50%), biatka, alkaloidy,
saponiny oraz olejek eteryczny (0.4-2.5%) (11-13).

Olej tlusty

Frakcja tluszczowa (30-50%) jest bogatym zrédtem nienasyconych kwaséw
tluszczowych, gltéwnie oleinowego, linolowego oraz a-linolenowego, a takze mato
spotykanego eikozadienowego; poza tym oleopalmitynowego, oleomirystynowego,
margarynowego 1 margarooleinowego. Z pos$réd kwaséw nasyconych wystepuja:
palmitynowy, stearynowy, arachidowy, mirystynowy, behenowy i lignocerynowy. W
oleju ttustym nasion czarnuszki obecne sg tez tokoferol, fosfolipidy oraz fitosterole (14-
18). Olej z nasion czarnuszki wyrdznia si¢ dlugim czasem przechowywania 1 wysoka

trwatoscia (9).
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Olejek eteryczny

W oleju ttustym z nasion czarnuszki obecne jest 0,4-2,5% olejku eterycznego
(5). Gtéwnymi komponentami olejku sa tymochinon (27,8-57,0%), tymohydrochinon
oraz ditymochinon. Najprawdopodobniej w olejku obecny jest polimer tymochinonu —
nigellon (5), z ktérym identyfikowany jest takze dimer ditymochinon (15). Tymochinon
ulega dimeryzacji do ditymochinonu w obecnosci swiatla (19). Pozostale sktadniki
olejku eterycznego to m.in. p-cymen (7,1-15,5%), karwakrol (5,8-11,6%), 4-terpineol
(2.0-6,6%), t-anetol (0,25-2,3%), longifolen (1,0-8,0%), limonen, a-tujon, o-pinen,
karwon oraz tymol. Zawarto$¢ olejkow eterycznych nie wykazuje istotnych réznic
miedzy surowcami wywodzgcymi sie z réznych krajow, w tym z Indii, Izraela, Algierii,
a takze krajow Europy np. Austrii (5, 8). Badania zespotu prof. Kalemby wykazaty, ze
olejek z nasion czarnuszki, hodowanej w centralnej Polsce, zawieral 48 zwigzkéw
terpenowych 1 seskwiterpenowych. Autorzy zidentyfikowali obecno$¢ nie
stwierdzonych wczesniej dwoch zwigkéw terpenowych: cis- i trans-4-metoksytujonéw

(20).

O
CH,
H,C
CH, O
Tymochinon

Alkaloidy

W nasionach czarnuszki obecne s3 alkaloidy diterpenowe o strukturze
dolabellanu (21), tj. nigellaminy A1-AS, B1-B2 oraz C, ponadto alkaloidy bedace
pochodnymi izochinoliny nigellamina (22) i jej N-tlenek nigellina (23), a takze
alkaloidy zawierajagce w swej strukturze pierscien indazolowy - nigellicyna (24) i
nigellidyna (25). Nigellidyna oraz nigellicyna zgromadzone s3 przewaznie w tupinie

nasiennej (8).
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Saponiny

Nasiona czarnuszki siewnej zawieraja saponiny triterpenowe. W pi§miennictwie
niewiele jest danych na temat wyst¢powania tej grupy zwiazkow w nasionach Nigella
sativa. Stwierdzona zostata obecno$¢ takich zwigzkow jak: melantyna, hederakozyd C,
pochodne hederageniny (11, 12) oraz a-hederyna (26), ktéra - przeciwnie do alkaloidéw

— rozdystrybuowana jest rownomiernie w tkankach nasion (8).

alfa-L-Rham-alfan-L-Ara\O

H,C CH,OH

a-hederyna
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Bialtka

W nasionach czarnuszki obecnych jest ok. 22% biatka. Frakcjonowania biatek
dokonano za pomocg metody SDS-PAGE, dzigki ktorej wykryto proteiny o masie 10-94
kDa. W sktadzie biatek czarnuszki wyrézni¢ mozna osiem z dziewieciu egzogennych

aminokwaséw, brak jest histydyny (5, 8, 15, 17, 18).
Weglowodany

W nasionach czarnuszki wystepuja weglowodany w ilosci ok. 32 % (9) i sg to
przewaznie monosacharydy, tj. glukoza, ksyloza, ramnoza oraz arabinoza, a takze

disacharydy — fruktoza, sacharoza, celobioza oraz glukopiranoza (8, 15, 18).
Inne

W nasionach czarnuszki obecne sg takze: melanina; karoten; witaminy B; i Be;
flawonoidy (pochodne kemferolu 1 kwercytyny); sole mineralne (Ca, Fe, K, Na, Mg, Se,
Zn) (9, 15, 17), a takze alkohole cukrowe (ksylitom, galaktitol, inozytol); kwasy
organiczne (bursztynowy, jabtkowy, fumarowy, cytrynowy) oraz GABA (8, 18).

1.4. Znaczenie, wtasciwosci farmakologiczne i zastosowanie lecznicze

Nigella sativa

Czarnuszka siewna, Nigella sativa, zwana czarnym kminkiem, byla znana i
ceniona juz za czasOw starozytnej Asyrii, wzmianki o niej mozna znalez¢ réwniez w
Biblii. Z jej leczniczych wilasciwosci korzystal Hipokrates, a opatrzyl opisem
Dioskurides, grecki lekarz (27). W tamtejszych czasach nasiona czarnuszki stosowano
jako panaceum w niezycie zotadka oraz jelit. Ponadto, w Polsce nasiona te stanowity

alternatywe dla zbyt drogich przypraw z dalekiego wschodu (5, 28).

W dzisiejszych czasach, nasiona czarnuszki sg wykorzystywane chetnie w
roznych gateziach przemystu. W przemysle cukierniczym korzysta si¢ z olejku
eterycznego czarnuszki, w sztuce kulinarnej nasiona sg czesto dodawane do potraw
m.in. w Bulgarii, czy na dalekim wschodzie. Réwniez w Polsce popularne stato si¢
posypywanie chleba nasionami czarnego kminku — samych, badz tez w potaczeniu z
miodem, a takze do aromatyzowania wina, czy do sporzadzania warzywnych

przetworéw. Ponadto, nasiona czarnuszki po zmieleniu stanowig substytut pieprzu dla
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osOb cierpigcych na nadwrazliwos¢ zotadka, poniewaz sa tagodne dla jego btony

sluzowej (28, 29).

W ogrodnictwie, kwiat oraz owoce czarnuszki siewnej sg wykorzystywane jako
ozdoby, Nigella sativa hodowana jest na ogrodowych rabatach oraz na kwiaty cigte do

bukietow.

W kosmetyce zaréwno olejek eteryczny, jak i olej tlusty staja si¢ coraz
modniejszg komponentg kosmetykéw naturalnych. Spotykane sg szampony, czy mydta
na bazie skladnikow pochodzacych od czarnuszki siewnej. Takze przemyst

perfumeryjny czerpie z bogactwa tej rosliny (5, 30).

Roéwniez, w kulturze medycyny folklorystycznej i tradycyjnej wykorzystuje si¢
wielokierunkowe wtasciwosci lecznicze czarnego kminku, szczegélnie w Indiach (31,
32), czy krajach arabskich, gdzie nazywany jest ‘habbatu sawda’ lub ‘habbatu el baraka’
1 tam czarne nasiona posiadaja status panaceum na wszelkie dolegliwosci, z wyjatkiem
uchronienia od $mierci (28, 33-35). Takze w Polskim folklorze czarnuszka siewna jest

ceniong rosling (36).

Surowiec leczniczy stanowia nasienie 1 olej czarnuszkowy — Semen et Oleum
Nigellae sativae. Wykazuja dziatanie: silnie antybiotyczne, przeciwwirusowe,
przeciwrobacze, zotciopgdne i zolciotworcze, poprawiajace trawienie, wiatropgdne,
przeciwzapalne — réwniez w reumatyzmie, przeciwbdlowe, hipoglikemiczne,
moczopedne, zazywane cale nasiona pomagaja w eradykacji Helicobacter pylori; za$
zewngtrznie stosowane napary pomocne sg w atopowym zapaleniu skory, czy tradziku

(37-39).

Z piSmiennictwa wynika, ze gatunek Nigella sativa badany byl juz w latach 60-

tych ubieglego stulecia (40, 41).

Wiele wtasciwosci leczniczych stosowanych intuicyjnie w medycynie ludowe;j
zostato potwierdzonych przez badania naukowe przeprowadzanych zaréwno in vitro,
jak 1 in vivo. Doniesienia literaturowe skupiaja si¢ przede wszystkim na aktywnosci
przeciwzapalnej, antyoksydacyjnej (42), przeciwbakteryjnej (43), hipoglikemiczne]
(44), przeciwwrzodowej (45), a takze przeciwnowotworowej (46) czarnuszki siewne;j.
Nasiona podawano doustnie w czystej postaci, badz oleju z czarnuszki, administrowano

olejek eteryczny w miejsce nowotworu(47) lub tez aplikowano do hodowli
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komoérkowych w postaci ekstraktow, czy roztworéw wyizolowanych metabolitow
wtornych (37). Olej z nasion czarnuszki wykazuje wilasciwosci cytoprotekcyjne dla

szczurzych jajnikéw przy aplikowaniu doustnym (48).

Jednym z metabolitéw wtérnych nasion czarnego kminku, wielokrotnie
poddawanym badaniom naukowym, jest tymochinon, gléwny sktadnik olejku
eterycznego. Wykazuje on bardzo szerokie spectrum aktywnosci biologicznych, m.in.
przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne (49), antyutleniajagce, przeciwzapalne,
immunostymulujace,  przeciwhistaminowe,  hepato-,  nefro-,  neuro-  oraz
gastroprotekcyjne, wspomagajace w zaburzeniach sercowo-naczyniowych, a takze w
zaburzeniach ptodnosci, czy uktadu oddechowego, rowniez wspomagajaco w cukrzycy
oraz zaburzeniach kostnych (50). Ponadto, stwierdzono w badaniach in vitro, ze jest
silnym czynnikiem cytotoksycznym w stosunku do linii komérkowych m.in. na liniach:
biataczki (51, 52), raka zotadka (53), raka piersi (54), raka jelita grubego (55-58), raka
trzustki (59), raka watroby (60), widkniakomigsaka (61), raka nerki (62), raka prostaty
(63, 64) wraz ze zbadanymi mechanizmami swoich wlasciwosci antynowotworowych
(65, 66). Istnieja takze badania na temat wptywu tymochinonu na komorki raka jajnika

(67-69)

1.5. Aktywnos$c¢ biologiczna ekstraktow Nigella sativa

Ekstrakty czarnuszki siewnej poddawano analizom zaréwno w modelach
badawczych in vivo m.n. z oceng dzialania przeciwzapalnego, neuroprotekcyjnego,
hepatoprotekcyjnego, przeciwbdlowego, antybiotycznego i przyspieszajacego gojenie
ran oraz zrastanie kosci (29, 70-75), jak i in vitro. Informacje na temat badan in vitro
dotycza giéwnie ekstraktow etanolowych, metanolowych, wodnych, heksanowych, czy
benzenowych oraz ich wlasciwosci antyoksydacyjnych w pordwnaniu do kwasu
askorbowego (76), a takze ich aktywno$ci antybiotycznej przeciwko szczepom

Salmonelli oraz E.coli (77, 78), czy przeciwzapalnych w astmie (79)

Ekstrakty z nasion czarnuszki przebadano takze ze wzgledu na ich aktywnos$¢

cytotoksyczng na wybranych liniach komérkowych.

W przypadku ekstraktu etanolowego badano jego cytotoksyczno$¢ m.in. na

nastepujacych liniach nowotworowych: dwoch biataczkowych - P388 1 Molt4, ponadto
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pigciu pochodzacych z guzéw litych - Wehi 164, LL-2, Hep G2, SW620 1 J82 za
pomoca testu MTT. Dodatkowo, ekstrakt etanolowy podzielono na frakcje, z ktérych
octan etylu wykazywal najwigksza aktywnos$¢ cytotoksyczng (80). Ponadto, ekstrakt ten
przebadano na linii komérek raka piersi MCF-7 (81). a takze na linii A-549 (raka ptuc)

z uzyskanym efektem cytotoksycznym zaleznym od dawki ekstraktu (82).

Ekstrakt metanolowy badano na dwoch liniach komérek nowotworowych U-937
1 HL-60 oraz na jednym nienowotworowym HEK-293T réwniez za pomocg testu MTT
w poréwnaniu z cyklofosfamidem (83, 84). Ponadto, metanolowy ekstrakt przyniost
pomyslne rezultaty w hamowaniu wzrostu komérek linii AGS (raka zotadka) (37) oraz

raka jelita grubego DLD-1 (78).

Aktywno$¢ ekstraktéw wodnych oceniono na komérkach linii HeLLa i Vero (85).
Dowiedziono takze wiasciwosci cytoprotekcyjnych tegoz ekstraktu na komorkach linii
PBLs (izolowanych limfocytow z krwi obwodowej) z indukowanymi bleomycyng

uszkodzeniami cytogenetycznymi (86), a takze na linii MCF-7 (raka piersi) (81).

Wedtug stanu wiedzy autora, istnieje jedynie doniesienie konferencyjne na temat
wptywu ekstraktéw nasion czarnuszki na hodowle komérek raka jajnika (SKOV-3).
Etanolowy ekstrakt z nasion czarnuszki wykazat synergizm  dziatania
antynowotworowego w potaczeniu z docetakselem 1 paklitakselem wiekszy od

pojedynczego dziatania kazdej z wymienionych cytotoksycznych substancji (87).

W piSmiennictwie jest rowniez doniesienie z Malezji na temat wptywu Nigella

sativa na komorki raka jajnika, jednak na linig¢ Caov-3 (88).

1.6. Aktywnosc¢ biologiczna a-hederyny

a-Hederyna (a-HN), ktéra obecna jest w nasionach czarnuszki siewnej (Nigella
sativa), zidentyfikowana jest takze w gatunkach Hedera helix, Chenopodium quinoa,
Kalopanax pictus, to monodesmozydowa saponina triterpenoidowa o wzorze
chemicznym C41HgsO12. Znana jest takze jako kwas (3B, 4a) -3 - [[2-O- (6-deoksy-a-L-
mannopiranozylo)-a-L-arabinopiranozylo]oksy]-23-hydroksyolean-12-en-28-oowy
(wzdr str. 17). Ma posta¢ biatego krystalicznego proszku o masie czasteczkowej 750,96,
temperaturze topnienia 128-268°C. a-Hederyna jest rozpuszczalna w di-

metyloformamidzie, di-metylosulfotlenku i etanolu (89)
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a-Hederyna ma wiele znaczacych dzialan biologicznych. Zostala ona
zidentyfikowana jako kolejny, oprécz tymochinonu, sktadnik aktywny nasion Nigella
sativa. Udowodniono, ze saponina posiada wlasciwosci przeciwzapalne i
przeciwartretyczne, przeciwutleniajace, cytotoksyczne i przeciwnowotworowe, a
ponadto moze zwalcza¢ pasozyty 1 grzyby oraz jest Srodkiem desmutagennym i

hepatoprotekcyjnym (90-100).

w przypadku przeciwnowotworowych wlasciwosci a-hederyny,
przeprowadzono jedynie kilka prac, jednakze mechanizm jej aktywnosci cytotoksycznej
nie zostal jeszcze ostatecznie ustalony. Lorent i in. stwierdzili, ze a-hederyna powoduje
tworzenie poréw btonowych oraz ze o-hederyna wnika do komorki prawdopodobnie
przez szlak zalezny od sterolu (101, 102). Udowodniono réwniez, ze a-hederyna
powoduje zmiany w blonie komdérkowej tacznie z wakuolizacjg cytoplazmy prowadzaca
do S$mierci komérek w hodowli komérek nowotworowych (czerniak) i
nienowotworowych (mysie komérki fibroblastéw 3T3) (99). Jeong HG i Choi CY
twierdza, ze o-hederyna moze zwigkszac ekspresje¢ iNOS poprzez transaktywacje NF-
kappa B, a zatem stymuluje uwalnianie tlenku azotu (NO), co przyczynia si¢ do
uszkodzen oksydacyjnych komoérek w mysich makrofagach (103). Z drugiej strony o-
hederyna wraz z pentoksyfiling okazaly si¢ cytotoksyczne przez obnizenie poziomu
mRNA IL-6 1 TNF-o w liniach komérkowych mysich makrofagéw (RAW 264,7) i
mysiego watrobiaka (Hepa-lclc7) (97). Co wigcej, wytwarzanie reaktywnych form
tlenu i wewnatrzkomérkowe zubozenie glutationu odgrywaja réwniez role w
mechanizmie cytotoksycznego dzialania a-hederyny na komoérki P388 mysiej biataczki
(104). a-hederyna aktywuje ponadto kaspaze-3 1 -9 poprzez depolaryzacje potencjatu
btony mitochondrialnej, co wyzwala uwalnianie apoptosomu (Apaf-1) i cytochromu ¢ w
ludzkich komérkach raka piersi (MDA-MB-231 i MCF -7) (105). W raku krtani (HEp-
2) a-hederyna wywotuje apoptoze¢ i martwice (100). Co wiecej, a-hederyna jest aktywna
wobec innych ludzkich linii komoérek nowotworowych, na przyktad przeciwko rakowi
ptuc Lewis (LL/2), migsniom gltadkim (HASM), ludzkiej nerki (HEK293) i transfekcji
linii komérkowych HEK?293 (26, 106). W odniesieniu do raka okreznicy (HT-29), a-
hederyna ma dziata¢ synergistycznie z 5-fluorouracylem i 3-O-alfa-L-ramnopiranozylo-
(1 -> 2) -alfa-L-arabinopiranozydem (107, 108). Ponadto, badano rowniez a-hederyng
w porOwnaniu z nanoczgstkami chitozanu sprz¢zonymi z czasteczkg a-hederyny (o-HN-

CS-CD147-NP) na liniach komoérek ludzkiego raka watroby SMMC-7721 1 HepG2. W
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rezultacie, przeciwcialo sprzezone z o-hederyna okazalo si¢ bardziej aktywne w
stosunku do tych linii komérkowych niz sama a-hederyna (109). Ponadto a-hederyna w
stezeniu 0,13-13,0 nmol/mL okazala si¢ nie-mutagenna w ludzkich limfocytach z
indukowang toksyczno$cig przez doksorubicyne (110). Jak wynika z przedstawionych
wynikow, badania dotyczyly aktywnosci przeciwnowotworowej a-hederyny na kilku
liniach komoérkowych. W piSmiennictwie nie ma zadnych informacji na temat wplywu

a-hederyny na lini¢ komérkowa SKOV-3 ludzkiego raka jajnika.
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2. Badania cytotoksycznosci ekstraktow i metabolitow

roslinnych w warunkach in vitro

2.1. Metody badania cytotoksycznosci

Cytotoksycznos$¢ jest terminem oznaczajagcym szeroko rozumiang toksycznosc
substancji chemicznych lub poszczegélnych rodzajéw komoérek wobec komoérek
okreslonego organizmu. Cytotoksycznos¢ jest podstawa dziatania chemioterapeutykow
uzywanych w farmakoterapii, dotyczy lekéw antybiotycznych i
przeciwnowotworowych. Nowe zwigzki chemiczne, roslinne wtérne metabolity majace
mozliwo$¢ potencjalnego wykorzystania w terapii zawsze podlegaja ocenie badan in
vitro opartych zazwyczaj na pomiarze zaburzen w funkcjonowaniu komorek,
spowodowanych dang substancja (111). Badania cytotoksyczne nie sa rownowazne z
toksykologicznymi badaniami in vivo. Stuza do okre$lenia mechanizmu na poziomie
komorki, a nie na poziomie tkanki, czy narzadu, badz calego organizmu. Najczesciej
stosowang miarg liczbowa cytotoksycznosci jest I1Csy, ktore jest st¢zeniem badanego
czynnika hamujace w 50% proliferacj¢ komoérek hodowli in vitro w poréwnaniu z probg

kontrolng (112, 113).

Badania cytotoksyczno$ci oparte sg3 m.in. o zmiany zawartos$ci biatka lub
materiatu genetycznego, zdolnosci komdrek do proliferacji, zmiany integralnosci btony
komorkowej, czy aktywnosci enzymow komorki. Sg to np. testy z zastosowaniem soli
tetrazoliowe; (MTT, XTT, WST, EZ4U, LDH) (114-121) lub wychwyt czerweni
obojetnej (122), a takze testy przezyciowe Alamar Blue (123). Ponadto, jedng z
najnowszych metod do pomiaru zmian proceséw komoérkowych in vitro o wyzszej

czutosci niz inne testy cytotoksycznosci jest system RTCA (124, 125).

2.2. Zastosowanie elektrycznej impedancji i systemu Real-Time Cell

Analysis

System Real Time xCELLigence (RTCA), wprowadzony na rynek §wiatowy w
2008 roku, pozwala na ciggly monitoring proliferacji linii komérkowych w czasie
rzeczywistym dzigki zastosowaniu elektrycznej impedancji (126). Hodowane komorki

nowotworowe wysiewane sg i inkubowane w wielodotkowych ptytkach zintegrowanych
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z mikroelektronicznym czujnikiem. Pozwala to na ciggla obserwacje interakcji komorek
z elektronicznymi biosensorami w odniesieniu do ich przezywalnosci, liczebnosci,
morfologii oraz stopnia adhezji. Metoda zapewnia powtarzalno$¢ i odtwarzalnos$¢
doswiadczen dzieki wielogodzinnej kontroli inkubowanych hodowli komérek. Mozliwa
jest kontrola wptywu zastosowania réznych stezen ekstraktow roslinnych na badane
komérki nowotworowe oraz czas, po ktorym efekt cytotoksyczny zostanie osiggnigty.
Ponadto, w badaniu monitorowany jest wplyw réznych zwigzkéw na testowane
komorki, okreslenie ich aktywnos$ci cytotoksycznej, a takze poznanie mechanizmdéw
dziatania nowych, nieanalizowanych jeszcze zwigzkéw, dzigki pordwnaniu ze znanymi
profilami kinetycznymi pochodzacymi od dobrze poznanych zwigzkéw. Krzywe te
zalezag od rodzaju komorki, stezenia uzytego zwigzku, czasu ekspozycji komorki

nowotworowej na zwigzki cytotoksyczne oraz mechanizmu dzialania.

Zaletg tej metody jest mozliwos¢ ciaglej obserwacji zmian zachodzacych w
badanych komérkach oraz ocena wartosci ICsy przez cate prowadzone do$wiadczenie,
w przeciwienstwie do tradycyjnych metod (np. do testow z wykorzystaniem soli
tetrazolowej MTT, XTT), ktére dostarczaja obrazu wyrywkowego w wybranych
punktach (127), (128). Powyzsza metoda umozliwia obserwacje ponownej proliferacji
komérki nowotworowej, migracji komoérek, po uprzednio zaobserwowanym spadku

przezywalnosci.

Metoda Real-Time xCELLigence pozwala na przyspieszenie postepow w
pracach badawczych w poszukiwaniu naturalnych zwiazkéw wykazujacych aktywnos¢

cytotoksyczng.

Jednym z celéw posrednich autora niniejszej pracy bylo opracowanie metody
regeneracji E-plytek umozliwiajacej wielokrotne ich stosowanie (129). Zalozenie
dotyczylo opracowania metody na ponowne uzycie E-ptytek, ktére, wedtug zalecenie
producenta, sg jednorazowego uzytku. Wykazano, ze ptytki elektroniczne zawierajace
studzienki z elektrodami czujnikowymi, ktére majg szerokie zastosowanie w wielu
obszarach badawczych, m.in. w profilowaniu reakcji na leki, w optymalizacji
warunkéw hodowli komérkowych (130, 131), moga by¢ wielokrotnie regenerowane i
ponownie wykorzystywane. Regeneracja ptytek zmniejsza koszty oraz ilos¢ odpadow
powstalych podczas eksperymentéw RTCA 1, co wazniejsze, nie wplywala na

odtwarzalno$¢ danych w naszych eksperymentach. Nalezy podkresli¢, ze catkowite
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usuni¢cie substancji cytotoksycznej po kazdym uzyciu jest obowigzkowe, chociaz w

przypadku niektorych zwigzkéw moze to nie by¢ mozliwe.

Prowadzone wszystkie badania zawarte w niniejszej monografii zaliczane sg do
metod alternatywnych, ktérych definicja opiera si¢ miedzy innymi na zasadach
zaproponowanych przez Russella i Burcha w 1959 roku. Dotycza one zastgpienia
zwierzat w eksperymencie przez model badawczy ,3Rs koncept” (Refinement,
Reduction and Replacement) tj. udoskonalenie metod badawczych (Refinement), ,,nie
odczuwajacy cierpien” (ang. Replacement) oraz zmniejszenia liczby zwierzat, na
ktoérych trzeba przeprowadzi¢ badania (ang. Reduction) (132). Nalezy podkresli¢, ze
Komisja Europejska przywiazuje duzg wage do opracowywania i wprowadzania do

praktyki metod alternatywnych (Dyrektywa Rady nr 86/609/EEC).
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3. Linia komorkowa raka jajnika SKOV-3, RAK JAJNIKA

Linia SKOV-3 (lub wymiennie SK-OV-3) pochodzi z komoérek raka jajnika
zebranych w 1973 r. od 64-letniej kobiety i wykazuje wysoka odporno$¢ na liczne
srodki cytotoksyczne, w tym TNF, adriamycyne i cisplatyng (133, 134). Ponadto, jest to
linia nadajaca si¢ do badan przedklinicznych, cechujaca si¢ podobienstwem do
nowotworu jajnika in vivo oraz wykazujaca duzg zdolno$¢ do tworzenia guzéw u myszy
po wstrzyknigciu w okreslonych miejscach (135). Linia ta jest czgsto wykorzystywana

w badaniach naukowych (136-140), takze podczas poszukiwan nowych lekéw (141).

Ryc. 3. Komérki SKOV3 w hodowli, pasaz 38. Powiekszenie 100x. Zdjecie
wykonane w Katedrze i Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej. Fot. Anna
Adamska

Rak jajnika jest uwazany za jeden z najgrozniejszych ginekologicznych
nowotworéw, plasowany jest na czwartym miejscu wsrdod zgonéw spowodowanych
kobiecymi nowotworami (142). Ponadto, wg statystyk, zachorowalno$¢ na ten typ
nowotworu wcigz rosnie (143). Spowodowane jest to nie tylko faktem pd6znego
wykrywania choroby, z uwagi na brak specyficznych jej objawdéw, ale takze braku
badan przesiewowych w kierunku tego nowotworu, réwniez wsréd chorych objetych
kontrolg z powodu rozpoznanej mutacji genéw BRCA (144). Dodatkowo, istniejg wcigz
niewystarczajace metody terapii nowotworu jajnika, a takze wzglednie szybko rosngca
opornos¢ komérek nowotworowych na dostgpng i stosowana chemioterapi¢ (145).

Zatem, odkrywanie nowych sposobdéw zwalczania tego typu nowotworu wraz z
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poznaniem jego molekularnych mechanizméw karcenogenezy jest uzasadnionym

kierunkiem.

Etiologia ponad 95-ciu procent ztosliwych nowotworéw jajnika jest pochodzenia

nablonkowego. Najwazniejsze czynniki ryzyka wystgpowania tego nowotworu to:

- posiadanie mutacji w genach BRCA 1/2 (odnosi si¢ do 13-stu procent
wykrytych przypadkéw ztosliwego nowotworu jajnika)

- zespoty dziedzicznego raka jajnika i piersi

- rodzinne  wystgpowanie  dziedzicznego raka  jelita  grubego
niepolipowatego (zesp6t Lyncha)

- dlugotrwala stymulacja owulacji, bezdzietno$¢, nieudane proby

zaplodnien in vitro

Ryzyko zachorowalno$ci na raka jajnika jest zmniejszone podczas stosowania
antykoncepcji hormonalnej, okluzji jajowodéw, badz wycigcia jajnikéw, jajowodow

oraz macicy, a takze podczas karmienia piersia (146).

Zdiagnozowanie raka jajnika w poczatkowych stadiach szacuje si¢ jedynie na
okoto 20-30 %, pozostate 70 % to odsetek kobiet bedacych w III 1 IV stopniu
zaawansowania choroby. U wigkszosci chorych pacjentek przez pierwszy rok przed
rozpoznaniem pojawiajg si¢ atypowe dolegliwosci dyspeptyczne, brak jest za§ objawdow
patognomicznych (147). Notuje si¢ takze podwyzszony poziom antygenu CAI12S5, a
takze ptyn w jamie otrzewnej brzusznej, czesto takze w jamie oplucnej. U czesci
pacjentek jajniki stwierdza si¢ prawidlowej wielkosci, badz wylacznie nieznacznie

powigkszone, pomimo, ze nowotwor jest juz rozsiany w jamie brzuszne;.

W kazdym przypadku stwierdzonego guza jajnika, rekomenduje si¢ wykonanie
standardowego testu ROMA lub obliczenie indeksu RMI, ktére to klasyfikuja
przynaleznos¢ pacjentki do okreslonej grupy ryzyka, a zatem rekomendujg takze objecie
leczeniem w specjalistycznej placowce z do§wiadczeniem w nowotworach jajnika (146,

148).

Leczenie raka jajnika jest terapia skojarzong uwzgledniajacg zaréwno
cytoredukcje na drodze operacji, jak i chemioterapi¢. Leczenie farmakologiczne opiera
si¢ przewaznie na dwoch grupach lekéw — pochodnych platyny (cisplatyna lub

karboplatyna) oraz taksoidu (paklitaksel), 1Iacznie =z premedykacja lekami
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przeciwhistaminowymi, blokerami receptora H2, steroidowymi, a takze w niektérych
przypadkach stosowanym podtrzymujaco bewacyzumabem (149-151). Konieczne jest
monitorowanie parametrow krwi podczas trwania terapii, szczegdlnie obrazu krwinek

czerwonych.

Niestety, rak jajnika jest typem nowotworu trudno uleczalnym, stad — z uwagi na
nawroty choroby — przyjmuje ona cz¢sto charakter schorzenia przewlektego. Dla
wigkszosci pacjentek sg to pojawiajace sie po sobie cykle wznowy choroby, nastepnie
skracajacych si¢ okreséw bez objawdéw choroby, az do momentu braku wrazliwos$ci na
leczenie preparatami cytostatycznymi. Stosowana farmakologia przybiera postac
paliatywnej chemioterapii, gdzie priorytetem nie staje si¢ uzyskanie pozytywnej
odpowiedzi na leczenie, lecz celem jest poprawa jakosci zycia pacjenta,
przeciwdziatanie objawom, opdznienie pojawienia si¢ objawowej progresji howotworu,

a takze przedtuzenie czasu zycia (152-154).

Niezbedne jest zatem poszukiwanie nowych lekéw, o innych punktach uchwytu,
innych mechanizmach molekularnych niz dostepne i stosowane $rodki farmakologiczne

do walki z rakiem jajnika.
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ll. CELE PRACY

Podjecie w realizacji pracy doktorskiej badan dotyczacych aktywnosci
cytotoksycznej nasion czarnuszki siewnej Nigella sativa, uzasadniaty wyniki badan tego
gatunku prowadzone przez rézne osrodki naukowe. Wigkszos$¢ badan dotyczylta szeroko
wykorzystywanego olejku z czarnuszki siewnej i aktywno$ci obecnego w nim
tymochinonu. Tylko pojedyncze doniesienia dotyczyty badan ekstraktow z nasion, w
tym aktywnosci przeciwnowotworowej. W  badaniach wykazano aktywnos¢
cytotoksyczng w stosunku m.in. do komérek linii MCF-7 (rak piersi), A-549 (rak ptuc),
jak réwniez w stosunku do komoérek linii AGS (rak zotadka) oraz raka jelita grubego
DLD-1. Jak dotad nie odnotowano zadnych informacji o badaniach wptywu ekstraktow

z nasion Nigella sativa na komorki linii raka jajnika SKOV-3.

W pismiennictwie, mimo stwierdzonej w nasionach Nigella sativa obecnosci
wtornych metabolitow z grupy triterpenowych saponin, w tym wystepowania a-
hederyny, brak jest wystarczajacych informacji o badaniach dotyczacych aktywnosci
cytotoksycznej tej grupy zwigzkéw. W piSmiennictwie nie ma réwniez zadnych
informacji na temat wptywu o-hederyny na lini¢ komérkowa SKOV-3 ludzkiego raka
jajnika.

Przedstawiony powyzej stan wiedzy na temat Nigella sativa uzasadnia podjecie
badan, ktére miaty dwa gtéwne cele:

Oszacowanie:

e aktywnosci cytotoksycznej ekstraktéw oraz metabolitéw wtérnych
nasion gatunku Nigella sativa na liniach komoérek nowotworowych
(linia komérkowa SKOV-3 — linia komérkowa raka jajnika; linia
komérkowa Hela - linia komdrkowa raka szyjki macicy) i
nienowotworowej linii komoérek ludzkich keratynocytéw (linia

komoérkowa HaCaT)
Poznanie:

® mechanizmu aktywnosci cytotoksycznej o-hederyny na linii

komérkowej SKOV-3
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W rozprawie doktorskiej wyznaczono takze cele posrednie:

e QOcena wplywu sposobéw ekstrakcji nasion Nigella sativa na
aktywnos¢ cytotoksyczng ekstraktéw i frakcji

e Poréwnanie metody badania aktywnosci cytotoksycznej MTT z
systemem Real-Time xCelligence (RTCA).

e Opracowanie metody regeneracji E- ptytek w systemie RTCA

® Analiza metabolitéw z grupy saponin triterpenowych

® Oznaczenie zawartosci o-hederyny w wybranych frakcjach oraz

ekstraktach z nasion Nigella sativa
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1.1.

1.2.

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparaturai sprzet

Sporzadzanie ekstraktow

F.aznia wodna W410E, LaboPlay, Polska

F.aznia ultradzwigkowa UM-1, Unitra-Unima, Polska

Laznia wodna B-490, Biichi, Szwajcaria

Waga analityczna As 220/C/2, Radwag, Polska

Mtynek elektryczny A-10, 20000 rpm, Yellow line IKA- Werke, Niemcy
Pompa prozniowa KNF Laboport, KNF, USA

Saczki bibutowe

Saczki membranowe 0,22um

Strzykawki

Szkto laboratoryjne

Wyparka prozniowa Rotavapor R-200, Biichi, Szwajcaria

Zestaw do dejonizacji wody, MILLI-RO i MILLI-Q MILLIPORE, Francja
Wytrzasarka MS3 basic, IKA, Niemcy

Liofilizator ALPHA 2-4Lplus, Martin Christ, Niemcy

Wstrzagsarka Vortex MS-1 — IKA-Werke, Niemcy

Hodowla komoérkowa

Zestaw pipet automatycznych (0,4 -2,5 pl; 1-100 pl x12; 30-300 pl x12) —

Eppendorf, Niemcy

35



1.3.

1.4.

Zestaw pipet automatycznych (1-10 pl; 2-20 ul; 10-100 pl; 20-200 pl; 100-1000
ul) — Biohit, Finlandia

Zestaw pipet automatycznych (1-10 pl; 2-20 pl; 10-100 pl; 20-200 pl; 100-1000
ul) — Brand, Niemcy

Pipetor automatyczny Accumax PipetController — Fine Care Biosystems, Indie
Pipetor automatyczny Pipet-Aid — Drummond, USA

Pompa aspiracyjna FTA-1, Biosan, Lotwa

Mikroskop odwrécony DM IL LED, Leica, Szwajcaria

Inkubator CO, CB150, Binder, Niemcy

Laminar Labculture Reverse Horizontal Flow Cabinets, Esco, Singapur

Sprzet jednorazowy (koncowki do pipet automatycznych, koncowki do
aspiratora, tipsy do pipet automatycznych, prébowki typu Eppendorf 1.5ml,
probowki typu Falkon 15ml i 50ml)

Butelki do hodowli komérkowych T25 1 T75

Re¢kawiczki jednorazowe

Badanie cytotoksycznosci za pomoca systemu RTCA

RTCA DP Analyzer, Roche, USA
E-plate 16, Roche, USA
Komputer osobisty, Hewlett Packard, USA

Oprogramowanie RTCA Software 1.2.1, Roche, USA

Badanie cytotoksycznosci metodg MTT:

Wytrzasarka IKA KS130 Basic — IKA-Werke, Niemcy

Spektrofotometr Epoch — BioTek, USA
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1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

Komputer osobisty — Asus, Tajwan

Plytki 96-dotkowe do MTT

Badanie zmian w jadrze komérkowym badanych komoérek

(barwienie Hoechsta)

Mikroskop fluorescencyjny Leica, Szwajcaria

Badanie mechanizmu dziatania in vitro a-hederyny w komdrkach
raka jajnika SKOV-3 za pomoca cytometrii przeptywowej
Mikrokapilarny cytometr przeplywowy, Muse Cell Analyzer, Merc Millipore
Probéwki kompatybilne z mini cytometrem przeptywowym Muse Cell Analyzer

Plytki 6- oraz 12-dotkowe

Badanie aktywno$ci kaspaz 8/9

Luminometr Glomax Multi+ Detection System (Promega), USA

Ptytki 96-dotkowe kompatybilne z luminometrem

Wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC-UV
Chromatograf Acquity Ultra Performance Liquid Chromatograph firmy Waters
wyposazony w detektor DAD
Warunki chromatograficzne:
- Kolumna: LumiSep HPLC column, C18 3um, 12OA, 2,1x50mm

- Temperatura kolumny: 35°C
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2.1.

2.2,

2.3.

Odczynniki

Sporzadzanie ekstraktow

Etanol 96%, Polmos, Polska

Butanol, POCh Gliwice, Polska

Octan etylu, POCh Gliwice, Polska

Woda dejonizowana oraz destylowana — Katedra i Zaktad Biologii i Botaniki

Farmaceutycznej

Hodowla komoérkowa

Pozywka McCoy’s, Sigma-Aldrich, USA

Pozywka DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), Sigma-Aldrich, USA
Bufor PBS (Phosphate Buffered Saline) — Sigma-Aldrich, USA

FBS (Fetal Bovine Serum) — Sigma-Aldrich, USA

Trypsyna 0,25% w EDTA — Sigma-Aldrich, USA

L-glutamina 200mM/mL — Sigma-Aldrich, USA

Penicylina 10000jm/mL + streptomycyna 10mg/mL — Sigma-Aldrich, USA

Badanie cytotoksycznos$ci za pomocg systemu RTCA

Sktadniki do hodowli — jw.
1% roztwor kolagenu pochodzacego ze skory cielgcej — Sigma Aldrich

Siarczan winblastyny — Sigma-Aldrich
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2.4.

2.5.

2.6.

2.6.1.

2.6.2.

2.6.3.

2.6.4.

Badanie cytotoksycznosci metodg MTT

MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) — Sigma-
Aldrich, USA

DMSO (dimetylosulfotlenek) — POCh, Polska

Badanie zmian w jadrze komo6rkowym badanych komérek

Barwnik Hoechsta (Hoechst dye 33342) - Life Technologies, USA

Badanie mechanizmu dziatania in vitro a-hederyny w komérkach

raka jajnika SKOV-3 za pomocg cytometrii przeptywowej
Wszystkie odczynniki z Merc Millipore

Okreslenie populacji komoérek apoptotycznych i nekrotycznych (test z

aneksyna)
Odczynnik Muse™ Annexin V & Dead Cell Reagent (7-AAD)
Oszacowanie zmian potencjatu mitochondrialnego w komdrkach

Odczynnik Mitopotential dye (kationowy, liofilowy barwnik stuzacy do detekcji
zmian w potencjale mitochondrialnym), znacznik martwych komoérek (7-AAD)

oraz bufor przeznaczony do analizy (assay buffer, part No. 4700-1330).

Okreslenie spadku aktywacji biatka antyapoptotycznego Bcl-2

Dwa specyficzne skoniugowane ze sobg przeciwciata: a phospho-specific anti-
phospho-Bcl-2 (Ser70)-Alexa Fluor 555 oraz anti-Bcl-2-PECy5

Bufory do analizy (assay buffer, fixation buffer, permeabilization buffer)

Okres$lenie aktywnoSci kaspaz-3/7 w badanych komorkach

Odczynnik Muse™ Caspase-3/7 reagent NucViewTM4
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2.7.

2.8.

7-AAD
Bufor do analizy (assay buffer BA, part No. 4700-1360)

PBS

. Badanie zahamowania fazy cyklu komoérkowego

Odczynnik: Muse Cell Cycle reagent

70% etanol

Badanie aktywnosci kaspaz-8/9

Zestaw do analizy kaspazy 8 1 9 - Caspase-Glo 8 and 9 Assay Kits (Promega,

USA)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC-UV

Faza ruchoma:
A: H,0, 0,1% kwas mrowkowy

B: 90% ACN 0,1% kwas mrowkowy
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3.1.

3.2.

3.3.

Material do badan

Nasiona Nigella sativa L.

Kraj pochodzenia — Polska
Zaktad Zielarski ,,KAWON — HURT” Nowak sp. j.

Zbidr nasion - wrzesien 2013 r.

a-hederyna

a-hederyna — Sigma-Aldrich, USA

Linie komorkowe

Linia komérkowa SKOV-3 - linia komérkowa raka jajnika; komorki
adherentne, epitelialne; pozywka McCoy’s 5A+ streptomycyna (100pg/ml) +
penicylina G (100jm/mL) + FBS (10%); pasaz co 3 dni; pochodzenie ATCC
Linia komdérkowa HelLa - linia komérkowa raka szyjki macicy; komorki
adherentne, epitelialne; pozywka DMEM + L-glutamina (2mM/mL) +
streptomycyna (100pg/ml) + penicylina G (100jm/mL) + FBS (10%); pasaz co
3 dni; pochodzenie ATCC

Linia komoérkowa HaCaT - nienowotworowa linia komoérek ludzkich
keratynocytéw; komorki adherentne, epitelialne; pozywka DMEM + L-
glutamina (2mM/mL) + streptomycyna (100pg/ml) + penicylina G (100jm/mL)
+ FBS (10%); pasaz co 3 dni; pochodzenie ATCC
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4. Metodyka

4.1. Sporzadzenie ekstraktéw roslinnych i frakcji Nigella sativa

W pracy zalozono badania ekstraktéw wodnych i etanolowych (,,ekstrakty
pierwotne”) otrzymanych z nasion Nigella sativa oraz frakcji przygotowanych z
»ekstraktow pierwotnych” wykazujacych aktywnoS$¢ cytotoksyczng. Proces ekstrakcji
prowadzony byt w temperaturze 40°C, co zapewnialo bezpieczne warunki dla

zawartych w nich zwigzkéw saponinowych, w tym a—hederyny.

Przygotowanie ekstraktow obejmowato nastepujace etapy:

e proszkowanie nasion (20 g) Nigella sativa,

e dodanie 200 g rozpuszczalnika (woda dejonizowana, 50% etanol (v/v)
lub 95% etanol),

® wytrzgsanie na wstrzgsarce automatycznej przez 60 minut,

® maceracja w tazni wodnej w 40 ° C przez 24 godziny lub w tazni
ultradzwigkowej przez 45 minut,

e filtracja ekstraktu, zaggszczanie na wyparce préozniowe;j,

® liofilizacja.

Otrzymano pig¢ ekstraktow pierwotnych: (Aq) ekstrakt wodny, (Aqs) wodny
ekstrakt wspomagany ultradzwigkami, (ES50) 50% ekstrakt etanolowy, (Es50) 50%
etanolowy ekstrakt wspomagany ultradzwigkami i (E95) 95% ekstrakt etanolowy.

Zliofilizowane ekstrakty rozpuszczono w wodzie dejonizowanej do uzyskania

pozadanego stezenia wyjsciowego do badan cytotoksycznosci (2mg/mL lub 20mg/mL).

Frakcje wykonano z pierwotnego ekstraktu wodnego (Aq), 50% ekstraktu
etanolowego (ES50) i 50% etanolowy ekstrakt wspomagany ultradzwickami (EsS0).
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Przygotowanie frakcji obejmowato:

e rozpuszczenie kazdego zliofilizowanego ekstraktu (1000 mg) w 50 ml wody
dejonizowanej,

® potaczenie rozpuszczonego ekstraktu z rowna iloscig (50 ml) rozpuszczalnika
organicznego (n-butanol i octan etylu) w rozdzielaczu, wstrzasanie, rozdzielenie
faz po ustaleniu réwnowagi (proces dodawania rozpuszczalnika i rozdzielanie
dwoch faz powtarzano dwukrotnie),

e zatezanie i liofilizacja faz.

Z trzech pierwotnych ekstraktéw otrzymano 3 frakcje z n-butanolem, 3 frakcje z

octanem etylu 1 6 frakcji wodnych (po dwie z kazdego ekstraktu pierwotnego). Frakcje

rozpuszczano w wodzie dejonizowanej do osiagnigcia koncowego stezenia 20 mg/ml.
Proces przygotowania ekstraktow i otrzymanych z nich frakcji przedstawia

ponizszy schemat.
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ETAPY PRACY

Proszkowanie nasion, maceracja (H,0, C,HsOH) / sonikacja,
zageszczanie, liofilizacja

/ EKSTRAKTY \
1. WODNY(Aq) L \ 5.95% ETANOLOWY(E95)
2. WODNY 3.50% ETANOLOWY(E50) 4.50% ETANOLOWY WSPOM.
WSPOM; ULTRADZWIEKAMI(ESSO)
ULTRADZWIEKAMI
(Aqs) Podziatz rozpuszczalnikiem
organicznym, rozdziat faz,
zageszczanie, liofilizacja J/
FRAKCIE FRAKCIE - Butanolows (1)
-Butanolowa (B) - Butanolowa (L) ~Wodna (U)
-Wodna (C) -Wodna (M) - Octanu etylu (S)
-Octanu etylu (1) - Octanu etylu (N) -Wodna (R)

-Wodna (J) -Wodna (0)

Schemat 1. Proces przygotowania ekstraktéw i otrzymanych z nich frakcji



4.2. Metody badan aktywnoSci cytotoksycznej ekstraktow, frakcji

Nigella sativa oraz a-hederyny

4.2.1. OkresSlenie aktywnos$ci cytotoksycznej in vitro ekstraktéw, frakcji oraz a-

hederyny na wybranych liniach komérkowych za pomoca systemu RTCA

System Real-Time xCELLigence (ACEA Biosciences, USA) jest
wykorzystywany do monitorowania cytotoksycznosci. Pomiar oparty jest o zmiany
impedancji w elektronicznych biosensorach zintegrowanych z wielodotkowymi E-
ptytkami (Ryc. 4). Zasada dziatania systemu RTCA zostata szczegétowo opisana w

rozdziale 2.2 cze¢sci teoretycznej.

Ryc. 4. Od lewej: ptytka E-16, dna studzienek pokryte elektrodami, rozwaj

komorek na dnie studzienki. (www.roche-applied-sience.com)

Komérki w ilosci 2x10* komérek/studzienke wysiano na 16-dotkowa E-ptytke,
kazda studzienka wyjsciowo zawierata 100 pl pozywki. Gdy komoérki wkroczyty w faze

logarytmicznego wzrostu, dodano roztwory:

- wodne 5-ciu réznych ekstraktow o zakresie stezen 10,0 — 2000 pg/ml,
- wodne 12-stu réznych frakcji o zakresie stezen 10 - 600 pg/ml oraz
- roztwér o-hederyny (rozpuszczonej w 99,9% DMSO) w zakresie 1-70 ug/ml.

Stezenie DMSO w kontroli nie przekraczato 0,7% (v/v).

Alfa-hederyna zostala rozpuszczona w DMSO w stezeniu 10 mg/ml do testow

cytotoksycznosci. DMSO dodano do komoérek kontrolnych w stezeniach, ktdre



odpowiadaja maksymalnemu stezeniu DMSO stosowanemu z maksymalnym stezeniem
alfa-hederyny w kazdym eksperymencie. I tak na przykltad w stosowanym zakresie
stezen 1-70 pg/ml alfa-hederyny koncowe stezenie DMSO w prébce kontrolnej
wyniosto 0,7% (v/v) (alfa-hederyna zostata rozcienczona 143 razy, aby uzyska¢ 70
pg/ml i DMSO (99,9%) réwniez rozcienczono 143 razy, wigc koncowe stezenie DMSO
dodanego do komorek wyniosto 0,7%). Gdy zakres stezen alfa-hederyny wynosit 0,5-30
pg / ml, koncowe stezenie DMSO w prébee kontrolnej wynosito 0,3% (v / v).

Komoérki nastgpnie inkubowano z ww. roztworami i monitorowano przez 24
godziny w 37°C w atmosferze 5% CO,; eksperyment powtérzono niezaleznie co

najmniej trzykrotnie.

Indeks komoérek, Cell Index, (CI) oraz wartosci ICsy uzyskano ze zmierzonej
impedancji komorka-elektroda, ktora jest bezposrednio zwigzana z zywotnoscia 1 liczba

komorek.
Wartos¢ CI oblicza si¢ w nastepujacy sposob:

(Zi — Zo)Q

I =
¢ 150

gdzie Z; jest oporem zbadanym w dowolnym momencie eksperymentu,

Z, to opornos¢ tla, ktora zostala zbadana dla samego medium tuz przed

rozpoczeciem doswiadczenia.

4.2.2. Regeneracja E-ptytek w systemie RTCA

Pomimo wielu zalet systemu RTCA, ktére przedstawiono w poprzednich
rozdziatach, gtéwnym jego ograniczeniem jest zalecane przez producenta jednokrotne

stosowanie E-ptytek, co powoduje wysokie koszty uzytkowania.

Zatozeniem prowadzonych w niniejszej pracy eksperymentéw byto opracowanie

metody regeneracji E-ptytek, z mozliwoscig wielokrotnego ich stosowania.

W opracowanej metodzie (129) regeneracji E-ptytek testowano dwa rodzaje E-
ptytek: ptytki pokryte kolagenem 1 ptytki bez kolagenu. Skutecznos¢ metody testowano,
uzywajac komoérki Hela traktowane siarczanem winblastyny. Studzienki E-plytek

przemywano dwukrotnie PBS. Komoérki przytaczone do dna studzienki ,,odklejano”
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przez dodanie 100 pl roztworu trypsyny-EDTA. Nastepnie komorki usuwano, a
studzienki przemywano dwukrotnie PBS. Wszystkie etapy przygotowania ptytki
przeprowadzono w sterylnym $rodowisku. Aby unikng¢ uszkodzenia elektrody, media,
bufor i trypsyn¢ delikatnie usuwano przez odessanie. Przed kazdym ponownym

uzyciem ptytki, weryfikowano brak komoérek na dnie studzienek pod mikroskopem.

W celu zbadania rezultatow ponownego uzycia E-ptytek, przeanalizowano
profile impedancji RTCA 1 obliczono uzyskane wartosci ICsy dla przeprowadzonych
eksperymentéw po traktowaniu komérek Hela siarczanem winblastyny. Profile
impedancji RTCA uzyskano z szeSciu réznych grup ptytek, ktére zostaly oznaczone

nastepujaco:

e plytki bez powloki kolagenowej: A, B, C - odpowiednio nowe,
jednokrotnie uzyte i dwukrotnie uzyte
e plytki z powloka kolagenowa; D, E, F — odpowiednio nowe,

jednokrotnie uzyte i dwukrotnie uzyte.

Na Ryc. 5 przedstawiono profile impedancji uzyskane dla komoérek Hela, ktére

byly poré6wnywalne we wszystkich szesciu grupach ptytek.

We wszystkich eksperymentach wartosci ICsy siarczanu winblastyny wynosity

5,05-5,22 nM dla komérek HeLa (Tabela 1 oraz na Ryc. 6).

Tabela 1. Wartosci I1Csy (nM) siarczanu winblastyny w oparciu o RTCA

uzyskane w eksperymentach z komérkami HeLa i E-plytkami uzytymi do trzech

razy.
E-ptytki ICso [nM]; R*

Plytki 1x uzyte Plytki 2x uzyte Plytki 3x uzyte
Plytki bez 5 5 )
kolagenu 5.06+0.35; R"=0.93 5.2240.56; R°=0.98 5.11£0.58; R°=0.96
Plytki
pokryte 5.05+0.37; R>=0.95 5.21+0.50; R*=0.96 5.16+0.39; R*=0.96
kolagenem
R*- wspétczynnik determinacji
*ICs i R* wyniki wyrazono jako wartosci $rednie uzyskane z co najmniej dziesieciu
niezaleznych eksperymentéw
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Ryec. 5. Profile impedancji RTCA E-plytek zawierajacych komérki HeLa
traktowane siarczanem winblastyny przez 24 godziny w zakresie st¢zen 1 — 20 nM.
Analizy statystyczne nie wykazaly znaczacych réznic migdzy wartosciami ICsy szeSciu
roznych grup plytek. Stad, ani trypsynizacja komorek, ani powloka kolagenowa nie

wplynety na wyniki cytotoksycznosci.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze E-plytki moga by¢ wielokrotnie
regenerowane 1 ponownie wykorzystywane, z dobra odtwarzalnoscia danych w

eksperymentach (129).
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Ryc. 6. Wartosci ICs) otrzymane dla siarczanu winblastyny po 24-

godzinnym traktowaniu komérek Hel.a na 6-ciu réznych grupach E-plytek.

4.2.3. OkreSlenie aktywnosci cytotoksycznej in vitro ekstraktdow, frakcji oraz a-

hederyny na wybranych liniach komérkowych za pomocg testu MTT

Zywotno$¢ komérek okre§lano réwniez za pomocg testu MTT (115, 155).
Komérki w ilosci 2x10° komdérek / studzienke wysiewano na 96-studzienkowe plytki, a

nastgpnie traktowano przez 24 godziny roztworami:

- wodnymi 5-ciu ré6znych ekstraktow o zakresie stezen 10,0 — 2000 pg/ml,
- wodnymi 12 réznych frakcji o zakresie stezen 10 - 600 pg/ml oraz
- roztworem a-hederyny (rozpuszczonej w 99,9% DMSO) w zakresie stezen 0,5-

50 pg/ml. DMSO dodano do komérek kontrolnych w stezeniu 0,5% (v/v).

Nastgpnie pozywke odrzucono i1 do komoérek dodano sSwiezg pozywke z
roztworem MTT (0,5 mg / ml) oraz inkubowano przez 3 godziny w 37 ° C. Gestos¢

optyczng roztworu formazanu zmierzono przy diugosci fali 570 nm oraz 650 nm za
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pomoca czytnika ptytek Epoch (BioTek Instruments, USA). Wyniki trzech niezaleznych

eksperymentéw wyrazono jako srednie wartosci IC50 (+ SD).

4.3. Metody badan fitochemicznych metabolitéw wtérnych z

gatunku Nigella sativa

4.3.1. Analiza HPLC wybranych ekstraktéw oraz frakcji otrzymanych z Nigella

sativa

Analizy ekstraktow i frakcji oraz oznaczenie o -hederyny prowadzono metoda
chromatografii cieczowej — HPLC-UV  (Chromatograf Acquity Ultra Performance
Liquid Chromatograph firmy Waters wyposazony w detektor DAD).

Warunki chromatograficzne:

- Kolumna: LumiSep HPLC column, C18 3um, IZOA, 2,1x50mm

- Temperatura kolumny: 35°C

Analizy przeprowadzano we wspllpracy 2z Laboratorium  Analizy
Chromatograficznej Instytutem Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk — w

Warszawie.

4.3.2. Analiza identyfikacyjna zwigzku pozyskanego z frakcji Nigella sativa

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego ('"H-NMR i "“C-NMR) bytly
rejestrowane na spektrometrze Bruker AVANCE III 500 MHz, wyposazonym w
szerokopasmowg sonde BBFO. Sonda BBFO umozliwia akwizycje widm w szerokim

zakresie jader oraz wykonywanie eksperymentow korelacyjnych.

Analizowane prébki rozpuszczano w 0,6 ml D,O i umieszczono w probéwkach
NMR o srednicy 5 mm. Dla wszystkich analizowanych prébek zarejestrowano widma
'H NMR w temperaturze 25°C. Przesuniecia chemiczne byly kalibrowane wedhug

sygnaléw acetonu (8y 2,225; d¢ 31,45).

Analizy ekstraktéw i frakcji Nigella sativa oraz okreslenie struktury pochodnej
hederageniny prowadzono we wspolpracy z Pracownig Biochemii Strukturalnej

Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.
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4.4, Metody badan mechanizmu dziatania a-hederyny w hodowli

komodrkowej raka jajnika, SKOV-3
4.4.1. OkreSlenie zmian w jadrze komorkowym linii SKOV-3 (barwienie Hoechsta)

W prowadzonych badaniach do okre$lenia zmian w jadrze komérkowym linii

SKOV-3 stosowano technike mikroskopii fluorescencyjne;.

Mikroskopia fluorescencyjna, jako odmiana mikroskopii swietlnej, daje
mozliwo$¢ identyfikacji struktur sub-komoérkowych. W technice tej wykorzystuje sig¢
mikroskop fluorescencyjny, ktérego zasada dzialania oparta jest na zjawisku
epifluorescencji umozliwiajacym detekcje, a takze wizualizacje sygnalu wywodzacego
si¢ z fluorochromu. Fluorochromy to substancje, ktére po wzbudzeniu swiattem o
konkretnej dlugosci fali, zdolne sa do emitowania Swiatta fluorescencyjnego, ktére w
tym uktadzie optycznym kierowane jest przez system luster i filtréw do obiektywu,
dalej pada na analizowany preparat, po czym powraca do obiektywu i kierowane jest do

detektora obrazu (156).

W celu okreslenia wptywu a-hederyny na jadra komérek SKOV-3 zastosowano
niebieski fluorescencyjny barwnik Hoechst 33342 (Life Technologies, USA). Barwnik
ten umozliwia wizualizacj¢ DNA w komorkach, poniewaz ma zdolno$¢ do penetracji

bton komérkowych oraz wigzania si¢ bezposrednio z DNA.

W  prowadzonych badaniach wysiano komérki w ilosci  5x10°
komérek/studzienke w 6-dotkowych ptytkach, a nastepnie potraktowano roztworem ao-
hederyny rozpuszczonej w DMSO o stezeniach 0,5, 2,01 10,0 pug / ml. Stezenie DMSO
w kontroli nie przekraczato 0,1% (v/v). Nastepnie, po 24 godzinach barwiono komorki
SKOV-3 przez 25 minut w inkubatorze CO, barwnikiem Hoechsta o stezeniu 0,5 pug /
ml (rozpuszczonym w PBS). Zmiany zaistniale w komdrkach obserwowano pod

mikroskopem fluorescencyjnym (Leica, Szwajcaria).

4.4.2. Badanie in vitro mechanizmu dziatania cytotoksycznego a-hederyny w

komorkach raka jajnika SKOV-3

W  prowadzonych badaniach do okreSlenia mechanizmu dziatania
cytotoksycznego o-hederyny w komorkach raka jajnika postuzono si¢ technika
cytometrii przeptywowe;j.
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Analiza cytometryczna umozliwia pomiar ilosciowy, jak 1 jakoSciowy
wlasciwosci chemicznych oraz fizycznych pojedynczych komorek, badz czastek
biologicznych np. mitochondriéw, jader, kwaséw nukleinowych. Komérki sg
poczatkowo  odpowiednio  wybarwione  przez ~ wzbogacenie = barwnikiem
fluorochromowym, ktéry zostal zintegrowany z przeciwcialami kompatybilnymi z
antygenami badanych komorek. Przygotowana zawiesina komoérek poddanych analizie
wprowadzana jest do komory pomiarowej cytometru przeplywowego, gdzie populacja
ta porusza si¢ ze stalg predkoscig z uwagi na dzialanie uktadu hydrodynamicznego
(157-160). Wiazka promieniowania laserowego, ktora oswietla badang populacje, ulega
rozproszeniu oraz przeniesieniu na kolejne komorki, zas fotodetektor znajdujacy sie¢ w
cytometrze rejestruje natezenie rozproszonego promieniowania. Detektor zapisuje
wszystkie napotkane sygnaty od kazdego obiektu, umozliwiajac rozréznienie

poszczegolnych komorek (161, 162).

Stosowany w niniejszych badaniach mikrokapilarny cytometr przeptywowy,
Muse Cell Analyzer (Ryc. 7), jest kompaktowym urzadzeniem stacjonarnym,
wpisujacym si¢ w trend tzw. ,,intuicyjnych, inteligentnych technologii” z dotykowym
ekranem. Posiada w zestawie zoptymalizowane testy dostarczajace wiarygodnych,
ilosciowych danych na temat stanu analizowanych komoérek oraz proceséw zyciowych

w nich zachodzacych.

Ryc. 7. Minicytometr przeptywowy firmy Merck Milli Pore
http://www.merckmillipore.com/PL/pl/product/Muse-Cell-Analyzer, MM NF-0500-3115#anchor REF
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4.4.2.1. Okreslenie populacji komoérek apoptotycznych i nekrotycznych

W celu oceny indukcji procesu apoptozy oraz populacji komoérek nekrotycznych
zastosowano test z aneksyng oraz markerem 7-AAD. Aneksyna stuzy do wykrywania
czasteczek fosfatydyloseryny (PS) translokowanej w poczatkowych stadiach apoptozy z
wewnetrznej warstwy btony komoérkowej do zewnetrznej jej czesci, gdzie czasteczki PS
zostaja zwigzane przez aneksyne. Natomiast, marker 7-AAD, bedacy wskaznikiem
integralnosci blon komérkowych (163), umozliwia rozréznianie martwych komérek od
zywych, poniewaz posiada zdolnos¢ przenikania wylacznie przez uszkodzong btong

martwych juz komorek.

W  prowadzonych badaniach komoérki SKOV-3 w ilosci 1x10°
komorek/studzienke wysiano na 24 godziny, a nast¢pnie poddano dziataniu roztworu o-
hederyny (rozpuszczonej w DMSO w stezeniu 10 mg/ml) w stezeniu 0,5-30 pg/ml
przez 24 godziny. Stezenie DMSO w kontroli nie przekraczato 0,3% (v/v). W
pierwszym etapie badania zebrano komoérki SKOV-3, a nast¢pnie wybarwiono je za
pomoca zestawu Muse Annexin V 1 Dead Cell Assay Kit (7-AAD) 1 analizowano za
pomocg Muse Cell Analyzer (Merck Millipore). Testy powtarzano co najmniej trzy razy

niezaleznie.

4.4.2.2. Oszacowanie zmian potencjatu mitochondrialnego w komdrkach SKOV-3

W poczatkowych stadiach apoptozy dochodzi do depolaryzacji btony
komérkowej, a nastepnie spadku wewnetrznego potencjatu transbtonowego (A¥m), co

wskazuje na niepoprawne funkcjonowanie mitochondrium komérkowego.

Zastosowanie  mikrokapilarnego cytometru  przeptywowego umozliwia
okreslenie wptywu o-hederyny na proces depolaryzacji btony mitochondrialnej w

komoérkach SKOV-3.

Komérki SKOV-3 wysiano w ilo$ciu 1x10° komoérek/studzienke i nastgpnie
traktowano o-hederyng o zakresie stezen 0,5-30 ug/ml przez 3 godziny. Taki okres
inkubacji wybrano w celu zaobserwowania wczesnego stadium dysfunkcji
mitochondrialnej; komoérek SKOV-3. Stezenie DMSO (prébka kontrolna) nie
przekraczato 0,3% (obj./obj.). Komoérki zebrano po 3 godzinach ekspozycji i
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przygotowano zgodnie z protokotem producenta zestawu Mitopotential Muse (Merck
Millipore). W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskuje si¢ 1iloS¢ (procent)
zdepolaryzowanych/zywych komérek w badanej populacji. Préby powtarzano co

najmniej trzy razy niezaleznie.

4.4.2.3. Okre$lenie spadku aktywacji biatka antyapoptotycznego Bcl-2 w
hodowli SKOV-3

Biatka z rodziny Bcl-2, zakotwiczone w cytozolu i/lub w zewngtrznej btonie
mitochondrialnej, wykazuja dzialanie hamujace proces apoptozy. Zahamowanie ich

aktywnosci skutkuje indukcjg procesu apoptozy.

Wplyw a-hederyny na aktywacje¢ biatka antyapoptotycznego Bcl-2 w komorkach
SKOV-3 przeprowadzono badania z uzyciem specyficznych przeciwcial za pomoca

cytometru przeptywowego.

Komoérki SKOV-3 wysiano w ilosci 5 x 10° komdrek / studzienke, a nastepnie
potraktowano roztworem o-hederyny o zakresie stezen 0,5-30 ug / ml przez 24 godziny.
Stezenie DMSO w kontroli nie przekraczato 0,3% (v/v). Komoérki nastepnie zebrano,
przemyto PBS 1, zgodnie z protokolem producenta, dodano mieszaning specyficznych
przeciwcial (fosfo-specyficzny anty-fosfo-Bcl-2 (Ser70) -Alexa Fluor 555 1 anty-Bcl-2 -
PECyS5 sprzezone przeciwciala) z zestawu Muse Activation Dual Detection Kit (Merck
Millipore). Komérki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut w
ciemnosci, a nastgpnie zmierzono catkowity poziom ekspresji Bcl-2 1 aktywowanej
postaci tego biatka za pomoca Muse Cell Analyzer. Eksperymenty powtarzano

minimum trzy razy niezaleznie.
4.4.2.4. OkreSlenie aktywnosci kaspaz-3/7 w badanych komérkach SKOV-3

Aktywacje kaspazy-3 1 kaspazy-7 okreslono za pomocg zestawu Muse Caspase-
3/7 (Muse Cell Analyzer). Zestaw mierzy dwa istotne parametry zdrowia komorki -
status apoptozy na podstawie aktywacji kaspazy 3/7 oraz status $mierci komoérki na
podstawie barwnika 7-aminoaktynomycyny D, ktéry jest wskaznikiem integralnosci
strukturalnej blony komoérkowej 1 Smierci komérki. Metoda pozwala na jednoczesne
okreslenie procentu zywych, apoptotycznych (wczesnej i pdznej apoptozy) oraz
martwych komoérek. Blona komodrkowa stanowi barier¢ przepuszczalng dla
nietoksycznego odczynnika Muse Caspase-3/7 zawierajagcego barwnik wigzacy DNA,
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ktory potaczony jest z peptydowym substratem DEVD. Aktywna kaspaza - 3/7
powoduje odcigcie DEVD oraz uwolnienie barwnika, ktéry wnika do jadra
komérkowego 1 wigze DNA, emitujac fluorescencje. Stad, wzrost fluorescencji

dostarcza informacji na temat obecnosci aktywnej kaspazy — 3/7.

Komérki wysiano w ilosci 1x10° komérek/studzienke w 6-studzienkowych
ptytkach, a nastepnie potraktowano roztworem a-hederyny rozpuszczonej w DMSO o
zakresie stezen 0,5; 2; 5; 10; 13; 17; 20 1 30 pug/ml. Stezenie DMSO w kontroli nie
przekraczatlo 0,1% (obj./obj.). Po 24 godzinach komorki zebrano, wybarwiono
odczynnikiem Muse Caspase-3/7 i1 inkubowano przez 30 minut w inkubatorze CO»;
nastepnie barwiono 7-AAD 1 inkubowano w temperaturze pokojowej w ciemnosci przez
5 minut. Wynikiem prowadzonego procesu mozliwa jest ocena aktywnosci kaspazy-3 1

kaspazy-7 na komérkach SKOV-3. Eksperyment powtdérzono trzy razy niezaleznie.

4.4.2.5. Badanie zahamowania fazy cyklu komérkowego w hodowli SKOV-3

Badanie wptywu o-hederyny na przebiegajacy cykl komoérkowy komorek
SKOV-3 uwidoczniono w reakcji z barwnikiem interkalujacym do DNA, jodkiem
propidyny (PI), za pomocg mikrokapilarnego cytometru przeptywowego oraz zestawu

Muse Cell Cycle Assay (Merc Millipore).

Zastosowany barwnik pozwala na rozréznienia komoérek SKOV-3 na r6znych
etapach cyklu komérkowego. W prowadzonym eksperymencie komérki wysiewano w
ilosci 5 x 10° komérek / studzienke w 6-studzienkowych ptytkach, a nastgpnie
traktowano przez 24 godziny roztworem a-hederyny (rozpuszczonej w DMSO) o
zakresie stezen 0,5, 2, 10, 20 1 30 ug / ml. Stezenie DMSO nie przekraczato 0,3% (v/v).
Komoérki SKOV-3 zebrano, wybarwiono odczynnikiem Muse Cell Cycle zgodnie z
protokotem producenta, inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej i
analizowano za pomoca mikrokapilarnego cytometru przeptywowego Muse Cell

Analyzer. Eksperyment powtarzano co najmniej trzy razy niezaleznie.

4.4.3. Okreslenie aktywacji kaspaz-8/9 w hodowli SKOV-3 za pomoca

luminometru

Okreslenia aktywno$ci kaspazy-8 oraz kaspazy-9 dokonano za pomocg
zestawow odczynnikow Caspase-Glo 8 oraz Caspase-Glo 9 Assay Kits (Promega,
USA), ktére umozliwily przeprowadzenie pomiaru luminometrycznego. Test zawiera
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luminogenny substrat kaspazy-8 lub kaspazy-9 (odpowiednio Z-LETD lub Z-LEHD;
jest to kompleks sekwencji czteroaminokwasowej w pofaczeniu z aminolucyferyng) w
uktadzie buforowym zoptymalizowanym pod katem aktywnos$ci kaspaz, aktywnosci
lucyferazy i lizy komérek. Dodanie buforu lizujgcego wraz z substratem Z (Z-LETD-
lub Z-LEHD-aminilucyferyna) powoduje lize komorek, a nastgpnie uwolnienie z
kompleksu Z przez aktywna kaspazg-8 lub -9 aminolucyferyny, ktéra jest z kolei
substratem dla lucyferazy. To powoduje wygenerowanie sygnalu luminescencyjnego
»typu jarzeniowego” (reakcja wytwarzana przez lucyferazg; Ryc. 8). Generowany

sygnal jest proporcjonalny do aktywnosci kaspaz w badanych komorkach.

H
N._ COOH

Z-LETD-N S
100 =0
Caspase-8 l
H.N A s N COOH
U\N/>_</5]/ +ATP + 0O,

Luciferase l
ngi

43864024

Ryc. 8. Schemat dzialania testu Caspase-Glo 8 and 9 Assay Kits (Promega,
USA) wykorzystujacy pomiar luminometryczny; zroédlo: Promega, technical
bulletin.

Aktywnos$¢ kaspazy-8 i kaspazy-9 zmierzono po 2, 5 i 24 godzinach ekspozycji
komorek (1 x 10* komérek / studzienke) na roztwor a-hederyny w DMSO o zakresie
stezen 0.5, 2, 5, 10, 13, 17, 20 1 30 pg/ml. Koncowe stezenie DMSO nie przekraczato
0,3% (v/v). Komérki nastepnie potraktowano Caspase-Glo 8 lub 9 Assay Kits
(Promega, USA) zgodnie z protokotem producenta. Aktywno$¢ kaspaz analizowano za
pomoca luminometru Glomax Multi + Detection System (Promega). Eksperyment

powtorzono co najmniej trzy razy, niezaleznie.
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4.5. Analiza statystyczna

Metoda MTT

W analizach ocen¢ aktywnosci badanej proby do danej linii komorkowe;j
przeprowadzano w 6 powtdrzeniach w jednym eksperymencie. Kazdy eksperyment
powtarzano trzykrotnie. Dla uzyskiwanych wynikéw wyliczano warto$¢ $rednig i
odchylenie standardowe. Obliczenia wszystkich pomiar6w wykonano w programie

Grafit 7.0.
System RTCA (Real Time xCELLigence )

Obliczenia uzyskanych pomiaréw wykonano stosujac oprogramowanie RTCA
1.2.1. Program wykresla krzywe sigmoidalne zaleznoSci dawka-odpowiedz dla danych
punktéw pomiarowych i automatycznie wylicza warto$¢ ICsg jak réwniez wspdiczynnik

determinacji R?. Kazdy eksperyment powtarzano trzykrotnie w odstgpie czasowym.

W przypadku eksperymentéw z zakresu regeneracji E-ptytek RTCA, wszystkie
dane wyrazono jako odchylenie standardowe z 10 powtérzen (+SD). Poréwnania
statystycznego mi¢dzy wynikami uzyskanymi z eksperymentéw przeprowadzono za
pomoca dwuczynnikowego testu ANOVA. Roéznice miedzy poszczegdlnymi grupami

wynikOw uznawano za statystycznie istotne przy p < 0,05.
Muse

Obliczenia uzyskanych pomiaréw uzyskano za pomoca systemu Muse ™ (Merck
Millipore), ktéry obejmuje instrument minicytometr przeptywowy Muse wraz ze
zintegrowanym komputerem 1 oprogramowaniem do akwizycji 1 analizy danych.
System automatycznie zlicza zawarto$¢ [%] poszczegdlnych populacji otrzymanych
komérek. Na podstawie uzyskanych wynikow obliczono warto$ci $rednie oraz
odchylenia standardowe (£SD). Kazdy eksperyment powtarzano trzykrotnie w odstepie
czasowym. Otrzymane S$rednie wartosci byly poréwnywane z wynikiem kontroli za
pomocy testu t-Studenta dla préb niezaleznych wzgledem zmiennych. Réznice migdzy
wynikami byly statystycznie istotne przy p<0,05 1 zostaty oznaczone na wykresach jako

*’9

bRl

Luminometr
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Zasada dziatania luminometru oparta jest o GloMax®-Multi Detection System
wraz ze zintegrowanym komputerem i oprogramowaniem. Na podstawie uzyskanych
wynikow obliczono wartosci $rednie oraz odchylenia standardowe (+SD). Kazdy
eksperyment z uzyciem luminometru powtarzano trzykrotnie w odstepie czasowym.
Otrzymane S$rednie wartosci byly porownywane z wynikiem kontroli za pomoc3 testu t-
Studenta. R6znice migdzy wynikami byly statystycznie istotne przy p<0,05 i zostaty

oznaczone na wykresie jako ,,*”.
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IV. WYNIKI | DYSKUSJA

1. Wyniki badan aktywnosci cytotoksycznej

ekstraktow i frakcji Nigella sativa

1.1.  Wpyniki aktywnoSci cytotoksycznej in vitro ekstraktow roslinnych

z Nigella sativa

Ekstrakty oraz frakcje pozyskane z nasion czarnuszki siewnej otrzymane
zgodnie z metodyka opisang w rozdz. 4.1 poddano analizie ich aktywnosci
cytotoksycznej. W badaniach uzyto trzech linii komérkowych: linie komérek raka
jajnika SKOV-3, lini¢ ludzkiego raka szyjki macicy HelLa oraz nienowotworowg lini¢
ludzkich keratynocytow HaCaT. Badanie przeprowadzono zgodnie z opisem w

metodyce pracy (rozdz. 4.2.114.2.2).

W celu okreslenia aktywnos$ci cytotoksycznej badanych ekstraktéw postuzono
si¢ systemem Real-Time xCELLigence, ktéry dziala w oparciu o elektryczng
impedancj¢ mierzong w wielodotkowych ptytkach wyposazonych w bioelektrody.
Pozwala to na monitorowanie adherentnych komorek w sposob ciagly 1 ilosciowy (164).
Kazda zmiana zywotnosci komoérek, morfologii, liczby lub stopnia adhezji ma wptyw
na impedancje elektrody, ktdéra jest reprezentowana przez parametr CI (165, 166).
Wartos¢ 1Csp obliczano na podstawie CI w kazdym punkcie pomiarowym
doswiadczenia. Uzyskiwane dane gromadzone sa w ciggu calego okresu trwania
eksperymentu.  Zalety systemu RTCA zostaly opisane w rozdz. 2.2. Dzigki
zastosowaniu matryc czujnikow w plytkach, system RTCA wykrywa zmiany w
komorkach z wigksza czutoscig niz inne testy cytotoksycznos$ci (124, 125) 1 dostarcza

wiecej informacji niz wartosci uzyskiwane w klasycznych testach (127, 128).

Wyniki aktywnosci cytotoksycznej ICsy ekstraktow pierwotnych otrzymanych z
nasion Nigella sativa, uzyskane metoda RTCA 1 MTT przedstawiono w Tabela 2 i
Tabela 3 oraz na Ryc. 9 i Ryc. 10.

Analizowane wyniki wskazuja, ze ekstrakt wodny Aqs wspomagany
ultradzwigkami (sonifikowany), jak réwniez 95% ekstrakt etanolowy E9S nie wykazuja

aktywnosci cytotoksycznej w stosunku do wszystkich trzech badanych linii
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komérkowych: SKOV-3, HelLa i HaCaT. Niskg aktywnos$¢ wykazuje ekstrakt wodny
Aq, wyzsza ekstrakty etanolowe, zaréwno 50% ekstrakt etanolowy ES0, jak i 50%
ekstrakt etanolowy wspomagany ultradzwickami Es50, przy czym ekstrakt EsS0
(wspomagany ultradzwigkami) wykazat najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne (wartosci
ICsp: 165,56 pg/ml, 178,16 upg/ml i
komoérkowych SKOV-3, HelLa 1 HaCaT).

183,30 pg/ml odpowiednio dla hodowli

Tabela 2. Srednie wyniki ICsy dla 5-ciu pierwotnych ekstraktéw z nasion

czarnuszKi siewnej uzyskane za pomocg systemu Real-Time xCELLigence (n=12)

SKOV-3 HelLa HaCaT
Linia komorkowa 1Cs | (075 ICs
[ug/ml] +SD [pg/ml] +SD [ug/ml] +SD
Ekstrakt Aq 602,70 71,05 645,39 47,28 759,55 20,58
Ekstrakt Ags 2000,00 0,00 2000,00 0,00 2000,00 0,00
Ekstrakt E50 226,50 38,89 185,57 17,79 282,90 18,24
Ekstrakt Es50 165,56 5,18 178,16 7,94 183,30 10,04
Ekstrakt E95 757,62 9,11 1206,10 93,34 948,37 183,48
2500
2000 BSKOV-3
1500 -
ICy, BHela
[ug/ml] T
1000 -
OHaCaT
500 -
0 , Fall e
Ekstrakt A Ekstrakt Ags Ekstrakt E50 Ekstrakt Es50 Ekstrakt E95

Ryc. 9. Srednie wyniki ICsy) dla 5-ciu pierwotnych ekstraktéw z nasion

czarnuszKi siewnej uzyskane za pomoca systemu RTCA (n=12).

Wyniki wartosci ICsy dla ekstraktow okreslone w tescie MTT potwierdzity

wartosci ICsp uzyskane z zastosowaniem systemu RTCA (Tabela 3, Ryc. 10).
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Najsilniejsze dzialanie cytotoksyczne wykazaty 50% ekstrakty etanolowe EsS50, jak 1
ES0. Analogicznie jak w przypadku analiz RTCA, wartosci ICsy dla ekstraktu EsS0
otrzymane metoda MTT sg najwyzsze: 155,34 ug/ml, 132,48 pg/ml i 160,63 pg/ml
odpowiednio dla hodowli komérkowych SKOV-3, HelLa, HaCaT.

Tabela 3. Srednie wyniki ICsy dla 5-ciu pierwotnych ekstraktéw z nasion

czarnuszki siewnej uzyskane za pomocg testu MTT (n=18)

SKOV-3 HeLa HaCaT
Linia komorkowa ICs ICs IG5
[ng/ml] +SD [ng/ml] +SD [ng/ml] +SD
Ekstrakt Aq 391,74 8,29 697,18 36,13 439,00 5,08
Ekstrakt Ags 2000,00 0,00 2000,00 0,00 2000,00 0,00
Ekstrakt ESO 294,01 9,48 366,63 4,61 373,03 31,54
Ekstrakt Es50 155,34 4,09 132,48 1,14 160,63 0,97
Ekstrakt E95 837,78 13,68 1025,93 58,57 906,19 22,13
2500
2000
1500 @SKOV-3
ICy, BHela
[mg/ml
1000 OHaCaT
500 -
o | | ] e
Ekstrakt Ag Ekstrakt  Ekstrakt  Ekstrakt  Ekstrakt
Ags E50 Es50 E95

Ryc. 10. Srednie wyniki ICs) dla 5-ciu pierwotnych ekstraktéw z nasion

czarnuszki siewnej uzyskane za pomoca testu MTT (n=18).

Uzyskane wyniki wskazujg, na znaczacy wplyw nie tylko stosowanego
rozpuszczalnika (woda, 50% etanol, 95% etanol), ale rowniez sposobu ekstrakcji. Z
przegladu piSmiennictwa dotyczacego ekstrakcji surowcow roslinnych wspomagane;]

ultradzwigkami — UAE (Ultrasound assisted extraction) wynika, ze jest to proces
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zwigkszajacy efektywnos¢ ekstrakcji, ale rowniez mogacy wplywac degradujaco na

ekstrahowane zwigzki.

Ekstrakcja UAE jest procesem ztozonym. W procesie tym wykorzystuje si¢
zdolnos¢ fal ultradzwickowych o matej czestotliwosci (20-100 kHz) do wywolywania
efektu kawitacji (fac. cavitas — jama, pustka), ktéry ma wptyw na wiasciwosci
fizykochemiczne 1 biochemiczne ekstrahowanych materiatow (167, 168).

Kawitacja jest spowodowana implozja pecherzykow gazu (169). Tworzace si¢ w
miejscu zderzania pgcherzykéw kawitacyjnych sity mechaniczne jak réwniez fala
generowana po ich implozji sg czynnikami wptywajacymi na uszkadzanie komorek.
Efektem kawitacji w przypadku ekstrakcji materialéw roslinnych jest dezintegracja
struktur komorkowych, niszczenie sScian 1 blon komorkowych, co skutkuje
sprawniejszym uwalnianiem zawarto$ci komoérki do srodowiska. Jako skutecznie
wspomagajaca metodg w procesie ekstrakcji UAE byta stosowana m.in. w ekstrakcji
etanolem zwigzkéw fenolowych z owocéw Euterpe edulis 1 Vaccinium myrtillus (170).

Niekorzystny wptyw UAE, przy zastosowaniu ekstrakcji wodnej moze byc¢
spowodowany zachodzaca sonolizg. Proces sonolizy wykorzystywany jest m.in. do
destrukcji estrogenéw obecnych w komunalnych i przemystowych $ciekach (171).

Rozktad ekstrahowanych z uzyciem UAE wtérnych metabolitow z roslin, z
uzyciem UAE stwierdzono m.in. dla zwigzkéw terpenowych (172) oraz alkaloidow
(167).

Uzyskane wyniki wskazuja réwniez, ze zwigzki cytotoksyczne czarnuszki
odznaczajg si¢ r6zng polarnoscig. Potwierdza to stwierdzona zréznicowana aktywnos$¢
cytotoksyczna ekstraktow. Wyzsza aktywnos¢ wykazuja ekstrakty wodno-etanolowe
(ESO 1 Es50) w stosunku do nieaktywnego ekstraktu etanolowego 95% (E95), jak
rowniez ekstraktu wodnego o niskiej aktywnosci (Aq).

Wartosci ICsp otrzymane dla badanych ekstraktéw pierwotnych s3 znacznie
wyzsze od wskazanych przez Amerykanski Narodowy Instytut Raka (ang. US National
Cancer Institute — NCI), ktéry przyjmuje, ze za aktywne cytotoksycznie mozna przyjac
ekstrakty, dla ktérych wartosci ICsg <20 pg/ml (173). W prowadzonych badaniach, ze
wzgledu na fakt stwierdzonej obecnosci w nasionach czarnuszki siewnej saponin
triterpenowych, w tym aktywnego saponozydu — o-hedryny (8, 26), postanowiono
przeprowadzi¢ analizy aktywnosci frakcji otrzymanych z ekstraktéw pierwotnych

(frakcje butanolowe 1 z octanem etylu).
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1.2.  Wyniki aktywnosci cytotoksycznej in vitro frakcji roslinnych z

Nigella sativa

Zgodnie z metodykg opisang w rozdz. 4.1 z ekstraktéw pierwotnych wodnych i
etanolowych z nasion Nigella sativa, przygotowano frakcje butanolowe, z octanem

etylu i wodne (Schemat 1) str. 44.

Wyniki aktywnosci cytotoksycznej ICsp w stosunku do trzech badanych linii
komérkowych: SKOV-3, HelLa i HaCaT, otrzymano przy zastosowaniu testu MTT oraz
systemu RTCA. Wyniki ICsq dla frakcji:

¢ butanolowej — B

e octanu etylu — I
przygotowanych z wodnego ekstraktu pierwotnego A, przedstawiono w tabelach
(Tabela 4,
Tabela §) oraz na rycinach Ryc. 11. Dla frakcji wodnej po butanolu oraz frakcji wodnej

po octanie etylu uzyskano wartosci ICsp > 1000 pg/ml.

Tabela 4. Wyniki ICs) otrzymane metoda RTCA dla frakcji butanolowej —

B, octanu etylu - I, przygotowanych z pierwotnego ekstraktu wodnego Aq, (n=12).

RTCA

Linia SKOV-3 HeLa HaCaT

komorkowa

FRAKCJA 1Cs +SD 1Cs +SD 1Cso +SD
[ug/ml] [ng/ml] [ug/ml]

Frakcja B 195,04 3,88 313,90 10,35 255,61 4,65

Frakcja 190,89 423 297,00 8,48 152,67 10,78

Tabela 5. Wyniki ICs) otrzymane metoda MTT dla frakcji butanolowej — B,

octanu etylu — I, przygotowanych z pierwotnego ekstraktu wodnego Aq, (n=12).

MTT
Linia SKOV-3 HeLa HaCaT
komorkowa
IC IC IC

FRAKCJA 30 +SD 30 +SD 30 +SD

[pg/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Frakcja B 111,01 14,17 144,88 12,65 160,06 7,17
Frakcja | 62,60 5,15 97,18 5,35 46,66 1,63
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Ryc. 11. Poréwnanie ICsy frakcji butanolowej (B) oraz octanu etylu (I)

otrzymanych z wodnego ekstraktu pierwotnego metoda RTCA i MTT.

Analogicznie jak dla frakcji otrzymanych z pierwotnego ekstraktu wodnego,
analizowano aktywnos$¢ cytotoksyczng frakcji otrzymanych z pierwotnego ekstraktu

etanolowego 50% (E50).

Wyniki aktywnos$ci cytotoksycznej ICsp w stosunku do trzech badanych linii
komérkowych: SKOV-3, HelLa i HaCaT, otrzymane przy zastosowaniu systemu RTCA
1 testu MTT, dla frakcji przygotowanych z pierwotnego ekstraktu etanolowego 50%
(E50):

e frakcji butanolowej — L
e octanu etylu — N
¢ wodnej po octanie etylu - O
przedstawiono w Tabela 6 1 Tabela 7 oraz na Ryc. 12. Dla frakcji wodnej po

ekstrakcji butanolowej otrzymano wynik ICso > 1000 pg/ml.
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Tabela 6. Wyniki ICs) otrzymane metoda RTCA dla frakcji butanolowej —
L, octanu etylu — N, wodnej po octanie etylu — O przygotowanych z pierwotnego

ekstraktu etanolowego 50% (ES0).

RTCA

Linia SKOV-3 HeLa HaCaT

komorkowa

FRAKCJA 1Cso +SD ICs +SD ICs +SD
[ng/ml] [pg/ml] [ng/ml]

Frakcja L 377,90 9,20 325,60 0,42 371,13 1,58

Frakcja N 90,08 0,61 140,72 7,39 88,30 2,67

Frakcja O 113,27 8,19 154,18 6,53 116,54 3,35

Tabela 7. Wyniki ICsy otrzymane metoda MTT dla frakcji butanolowej -L,
octanu etylu — N, wodnej po octanie etylu — O przygotowanych z pierwotnego
ekstraktu etanolowego 50% (ES0).

MTT
Linia SKOV-3 HeLa HaCaT
komoérkowa

1Cso +SD 1Cso +SD 1Cso +SD
FRAKCJA [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml]
Frakcja L 281,89 3,24 320,19 3,00 152,96 9,71
Frakcja N 65,80 0,67 79,56 5,37 717,67 13,70
Frakcja O 113,24 5,95 139,30 7,58 82,40 2,91

65



450
400
350

300
ICs, 250
[ug/ml] 200
150
100

0 in i i

Frakcja L Frakcja N Frakcja L Frakcja N Frakcja L Frakcja N

()

SKOV-3 HeLA HaCaT
BRTCA mMTT

Ryc. 12. Poréwnanie ICsy frakcji butanolowej (L) oraz octanu etylu (N) z

ekstraktu pierwotnego etanolowego 50% (E50) metodg RTCA i MTT.

Wyniki badania aktywnos$ci cytotoksycznej dla frakcji uzyskanych z ekstraktu
Es50 etanolowego 50%, otrzymanego w procesie ekstrakcji wspomaganej
ultradzwigkami :
e Dbutanolowej — T
e octanu etylu —S
przedstawiono w Tabela 8 1 Tabela 9 oraz na Ryc. 13.
Dla poddanych badaniom frakcji wodnych po ekstrakcji butanolowej 1 po ekstrakcji

octanem etylu otrzymano réwniez wynik ICsy > 1000 pg/ml.

Tabela 8. Wyniki ICs otrzymane metoda RTCA dla frakcji (butanolowej —
T, octanu etylu — S) przygotowanych z pierwotnego ekstraktu etanolowego 50%

wspomaganego ultradzwiekami (Es50).

RTCA

Linia SKOV-3 HeLa HaCaT

komorkowa

FRAKCJA 1Cso +SD 1Cso +SD ICso +SD
[pg/ml] [ng/ml] [ng/ml]

Frakcja T 323,36 2,28 327,20 4,34 336,40 22.93

Frakcja S 72,87 8,82 130,07 2,17 128,16 10,07
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Tabela 9. Wyniki ICs) otrzymane metoda MTT dla frakcji (butanolowej —

T, octanu etylu — S) przygotowanych z pierwotnego ekstraktu etanolowego 50%

wspomaganego ultradzwiekami (Es50).

MTT
Linia SKOV-3 HeLa HaCaT
komoérkowa
FRAKCJA ICs +SD ICs +SD ICs +SD
[ng/ml] [pg/ml] [ng/ml]
Frakcja T 342,21 26,64 292,78 18,98 229.6 8,00
Frakcja S 97,83 8,05 99,09 7,76 72,67 3,34
400
350
300
ICy 250
[ug/ml] 200
150
100
S N R EBE
0
FrakcjaT ~ FrakcjaS  FrakcjaT  FrakcjaS = FrakcjaT  Frakcja S
Skov-3 HelLA HaCaT
ERTCA EMTT

Ryec. 13. Poréwnanie ICs frakcji butanolowej oraz octanu etylu z ekstraktu

pierwotnego etanolowego 50% wspomaganego ultradzwieckami (Es50) metoda

RTCA i MTT.

Analiza aktywnosci cytotoksycznej badanych frakcji wskazuje, ze najwyzszymi

aktywnos$ciami odznaczajg si¢ frakcje z octanem etylu, otrzymane z ekstraktow 50 %

etanolowych (frakcje N i S). Dla wymienionych frakcji, oznaczone ICsy na linii SKOV-

3 maja wartosci ponizej 100 pg/ml, w zakresie od 65,8 ug/ml do 97,83 pg/ml,

niezaleznie od metody oznaczania. Wyniki §wiadczace o przechodzeniu substancji

aktywnych do organicznego rozpuszczalnika sg zgodne z wczesniejszymi doniesieniami
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(15, 47, 80). Uzyskane wartosci sg jednak wyraznie wyzsze od doniesien literaturowych
dotyczacych podobnych ekstraktow, czy frakcji z czarnuszki siewnej (47, 82, 83, 174).
Przyktadowo, frakcja octanu etylu wykazywata cytotoksyczno$¢ przy ICsy wynoszacym
od 11 do 22 pg/ml dla r6znych linii nowotworowych pochodzacych od guzéw litych
(Wehi-164, LL-2, Gep G2 1 innych), lecz nie dostgpne sg informacje na temat wpltywu
tej frakcji na komorki raka jajnika. R6znice te mogg by¢ wynikiem pewnych réznic w
sktadzie surowca, zastosowanych metod oznaczania aktywno$ci cytotoksycznej, badz

sposobem przeprowadzonej ekstrakcji zwigzkéw, jak réwniez badang linig komérkowa.

Dla badanych frakcji nie zaobserwowano takze, aby byly one selektywnie
cytotoksyczne wobec linii nowotworowych. Linia nienowotworowa HaCat okazala si¢
linig najwrazliwsza w wielu przeprowadzonych eksperymentach. W niniejszej pracy za
kontrolg postuzyta nienowotworowa linia keratynocytéw (HaCaT), gdyz posiada ona
ludzkie pochodzenie oraz epitelialng morfologie, tak jak badana linia SKOV-3. W
kolekcji ATCC nie istnieje linia komdrek nienowotworowych jajnika. Dostgpne sg
jedynie komorki jajnika nienowotworowe takich gatunkow jak: Spodoptera sp.,
Cricetulus sp., Antheraea sp. Brak selektywnos$ci potencjalnych badanych zwigzkow w
terapii nowotworu to czgsty problem w poszukiwaniu nowych lekéw (175). Jednakze, w
opozycji do uzyskanych wynikéw w niniejszej pracy prezentujg si¢ niektore dane
literaturowe na temat wybidrczego dziatania ekstraktow oraz wtérnych metabolitow
pozyskanych z nasion czarnuszki siewnej. Dane te wskazuja na wysoka aktywnos¢
tychze zwigzkéw jedynie wobec linii nowotworowych, bez efektu hamujacego wzrost
komérek kontrolnych, nienowotworowych (80, 83, 84). Przyktadowo, metanolowy
ekstrakt sporzadzony metoda maceracji na zimno powodowal inhibicje wzrostu
komorek nowotworowych linii HL-60 oraz linii U-937 z warto$ciami ICsy odpowiednio
13,7 ug/ml oraz 28,31 pg/ml, natomiast nie wykazywat zahamowania wzrostu komérek
kontrolnych, nienowotworowych linii HEK-293T. W tym samym badaniu zastosowany
lek cytostatyczny, cyklofosfamid, powodowat inhibicje kazdej z testowanych linii.
Podobnie, nie zaobserwowano wptywu badanej frakcji octanu etylu na lini¢ ludzkich,

nienowotworowych komoérek srodbtonka w stezeniu 50 pg/ml tej frakcji.

Wstepne analizy oceny zawartosci o— hederyny w badanych frakcjach metoda
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) wykazaly jej obecnos¢ we frakcjach
otrzymanych z ekstraktéw etanolowych 50% oraz potwierdzity jej brak w ekstraktach i

frakcjach niehamujacych proliferacji badanych linii komérkowych. Ekstrakty etanolowe
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50% 1 pochodzace z nich frakcje octanu etylu odznaczaty si¢ w niniejszych badaniach

najsilniejsza aktywnoscia sposrod wszystkich testowanych.

Istotng kwestiga jest poréwnanie obu metod zastosowanych do badania
cytotoksycznosci. Najwieksze réznice w uzyskanych wartosciach ICsy zanotowano dla
frakcji I (octanu etylu z ekstraktu pierwotnego wodnego Aq). Wartosci ICsy oznaczone
metoda MTT wynosza ponizej 100 pg/ml; podczas, gdy oznaczone przez system RTCA
wartosci 1Csp sa w zakresie 152,67 - 297,00 ug/ml. Réznice te najprawdopodobniej
spowodowane sg faktem, ze system RTCA dostarcza wynikéw zanalizowanych podczas
catosci przebiegu eksperymentu, obrazujac caly profil dzialania zwigzku na testowane
komorki. Jesli analizowany zwigzek nie charakteryzuje si¢ bardzo wysokimi
wlasciwosciami cytotoksycznymi, pozwalajac komoérkom na wzglednie dlugie
przezycie w czasie trwania eksperymentu zanim dojdzie do spadku ich przezywalnosci,
to woéwczas system odnotowuje takze te pierwsze, wzglednie wysokie wartosci 1Cs,
ktére podnoszg ostateczny wynik. Przeciwnie dzieje si¢ w przypadku zastosowania
klasycznego testu MTT, ktory nie umozliwia przesledzenia wptywu badanych
zwigzkbw podczas trwania danej analizy. W przypadku, gdy analizowana
substancja/zwigzek wykazuja wysoka aktywno$¢ cytotoksyczng, powodujac szybka
smier¢ inkubowanych komérek, ostateczny wynik efektu cytotoksycznego uzyskanego
w wyniku zastosowanego systemu RTCA nie rézni si¢ znaczaco od zastosowanych
klasycznych metod analizy cytotoksycznosci, jak np. MTT. Przesledzenie calego profilu
badanego zwiazku, czy frakcji umozliwia obserwacje ponownej proliferacji komorki
nowotworowej, po uprzednio zaobserwowanym spadku przezywalnosci, tzw. ,.efekt
odbicia”. Dodatkowo, uzyskane profile mozna poréwna¢ do profili substancji
cytotoksycznych o znanych, zbadanych wtasciwosciach przeciwnowotworowych w celu

oszacowania ich potencjatu antynowotworowego.
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2. Wyniki badan fitochemicznych frakcji gatunku

Nigella sativa

2.3. Wyniki analizy HPLC wybranych frakcji otrzymanych z

ekstraktow nasion Nigella sativa

Analiza zawartosci a-hederyny prowadzona byla metoda wysokosprawnej

chromatografii cieczowej (HPLC), zgodnie z opisem w rozdziale 4.3.1.

Analizy przeprowadzano na Chromatografie Acquity Ultra Performance Liquid
Chromatograph firmy Waters wyposazonym w detektor DAD, w nastepujacych

warunkach:
Kolumna: LumiSep HPLC column, C18 3um, 1201&, 2,1x50mm.
Temperatura kolumny: 35°C
Faza ruchoma:
A: Hy0, 0,1% kwas mrowkowy

B: 90% ACN 0,1% kwas mrowkowy

Czas (min) Przeptyw (mL/min) YA %B
0 0,3 90 10

30 0,3 0 100
35 0,3 90 10

W identyfikacji a-hederyny w badanych prébach uwzgledniono wartosci czasu

retencji (IR) oraz przebieg widma UV z uzyciem detektora DAD.

Przyklad chromatograméw a-hederyny i frakcji N przedstawiono na Ryc. 14.

Pik a-hederyny zaznaczony jest na czerwono na obu chromatogramach.
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Ryc. 14. Chromatogramy HPLC a-hederyny (A) i frakcji N (B) Nigella

sativa

W celu oznaczenia a-hederyny w analizowanych frakcjach Nigella sativa,
przygotowano krzywa kalibracji (Ryc. 15), na podstawie analizy HPLC serii 6
roztworéw wzorcowej a-hederyny w DMSO, o stezeniach odpowiednio: 0,1; 0,08; 0,06;

0,04; 0,02 oraz 0,001 mg/ml.
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Ryec. 15. Krzywa kalibracji o-hederyny

Zawarto$¢ o-hederyny oznaczano we frakcjach ekstraktow etanolowych: ES0 i

Es50. Analizowano frakcje butanolowe: L i T oraz frakcje octanu etylu: N i S.

Na podstawie uzyskanej krzywej kalibracji i otrzymanych chromatograméw
badanych frakcji obliczono zawarto$¢ o-hederyny w prébkach w miligramach o-

hederyny na gram ekstraktu:

FRAKCJA L T N S
a-hederyna 5 7 33 23
[mg/g]

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekstrakcja o-hederyny =z najwyzsza

efektywnoscig ma miejsce przy zastosowaniu octanu etylu.

Z przegladu piSmiennictwa dotyczacego badan fitochemicznych Nigella sativa,
tylko w pojedynczych pracach sg informacje o stwierdzonej obecnosci o-hederyny w
nasionach tego gatunku. W surowcu pochodzacym =z Izraela analiza sktadu
jakosciowego metodg UPLC-Q-TOF-MS umozliwia identyfikacje¢ o-hederyny (8).
Roéwniez w nasionach Nigella sativa z Singapuru zidentyfikowano o-hederyne (26), bez

analizy ilosciowej.
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2.4. ldentyfikacja pochodnej hederageniny w nasionach Nigella sativa

W badaniach majacych na celu identyfikacj¢ saponin triterpenowych w
nasionach czarnuszki siewnej, przeprowadzono analizy zgodnie z opisem zawartym w

rozdz. 4.3.2.

Analizy ekstraktéw i frakcji Nigella sativa oraz okreslenie struktury pochodnej
hederageniny prowadzono we wspolpracy z Pracownig Biochemii Strukturalnej

Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Dla analizowanych ekstraktow 1 frakcji rejestrowano widma magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR) na spektrometrze Bruker AVANCE III 500 MHz

wyposazonym w szerokopasmowg sonde BBFO.

Z frakcji butanolowych wyizolowano zwigzek, dla ktérego zarejestrowano
ponadto widma dwuwymiarowe (2D NMR) homokorelacyjne (]H,IH - COSY, TOCSY,
ROESY) 1 heterokorelacyjne ("H,"”C- HSQC, HMBC) wykorzystujac standardowe
sekwencje pulséw firmy Bruker. Na podstawie analizy ww. widm zestawiono wszystkie

przesuni¢cia chemiczne 'Hi BC, wartosci, ktorych przedstawiono wTabela 10.

Tabela 10. Przesuniecia chemiczne 'H i C NMR w aglikonie

Nurr;s;ga;;omu 130 Iq
1 38.34 | 1.633,0.989
2 25.12 | 1.884,1.771
3 80.98 3.638
4 42.71 -
5 46.80 1.286
6 17.35 | 1.506, 1.391
7 31.98 | 1.618, 1.308
8 39.10 -
9 47.46 1.652
10 36.31 -
11 23.12 1.921
12 122.36 5.282
13 143.50 -

73



14 41.60 -

15 27.66 | 1.807,1.107

16 2275 2.071,1.729

17 46.45 -

18 41.10 2.881

19 45.85 1.734, 1.176

20 30.22 -

21 33.32 1.414, 1.237

22 31.84 1.737

23 63.30 | 3.547,3.371

24 12.35 0.727

25 15.07 0.997

26 16.47 0.825

27 24.83 1.196

28 176.72 -

29 32.07 0.931

30 22.71 0.967
Reszta Numer atomu | °C H

wegla
t-Pen 1 105.16 4.510
(E) 2 73.82 3.317

3 76.37 3.354

4 69.66 3.513

5 65.63 3.888, 3.236
—3-a-Rhap 1 99.90 5.243
(B) 2 70.26 4.101

3 80.76 3.871

4 71.38 3.590

5 68.54 3.930

6 16.64 1.270
—2-Penp 1 103.31 4.549
(D) 2 74.71 3.725

3 72.87 3.717

4 68.30 3.776

5 64.09 3.858, 3.528
—t-a-Rhap 1 101.51 4.863
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(C) 2 71.03 3.861
3 70.85 3.657
4 72.33 3.424
5 69.19 3.984
6 16.46 1.289
—4-B-Glep 1 102.84 4.427
(F) 2 73.88 3.247
3 75.30 3.485
4 78.15 3.556
5 75.30 3.320
6 60.51 3.821, 3.675
—6-B-Glcp 1 94.30 5.354
(A) 2 72.45 3.355
3 76.73 3.546
4 69.60 3.421
5 76.90 3.424
6 63.06 4.103, 3.813
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Na podstawie uzyskanych wynikow okreslono strukture wyizolowanego

zwigzku:

3-O-[B-D-ksylopiranozylo-(1—3)-a-L-ramnopiranozylo-(1—2)-o-L-
arabinopiranozylo]-28-O-[a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-B-D-glukopiranozylo-(1—6)-3-
D-glukopiranozyd]-hederageniny

R,0

”
’
/
s

R1 = B-Xylp—3-a-Rhap—2-a-Arap—
R2 = a-Rhap—4-B-Glcp—6-B-Glcp—

Okreslona struktura zostata potwierdzona za pomoca widm mas — MALDI TOF.
Widma mas zostaty zarejestrowane na spektrometrze Bruker BIFLEX III MALDI TOF,
wyposazonym w laser azotowy (A=337nm), wykorzystujac kwas  2.5-

dihydroksybenzoesowy jako matryce.

Stwierdzone wystgpowanie pochodnej hederageniny w nasionach czarnuszki
siewnej w surowcu polskiego pochodzenia jest potwierdzeniem wystgpowania tego
metabolitu w gatunku Nigella sativa. Uprzednio, metabolit ten zostal wydzielony i
zidentyfikowany w badaniach saponin nasion Nigella sativa, w surowcach

pochodzacych z Indii (11) 1 Turcji (12).
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3. Wyniki aktywnosci cytotoksycznej in vitro

a-hederyny na wybranych liniach komdérkowych.

Wptyw a-hederyny, aktywnej saponiny triterpenowej, na zywotno$¢ komorek
przetestowano za pomocg systemu Real-Time xCELLigence oraz testu MTT. Badanie
cytotoksycznosci przeprowadzono w stosunku do linii komérek SKOV-3 i1 Hela, a
takze nienowotworowej linii HaCaT. Komoérki w metodzie RTCA traktowano
roztworem o-hederyny, w zakresie st¢zen 1-70 pug/ml, a w tescie MTT w zakresie
stezen 0,5-50 pg/ml. Przyktadowy diagram przezywalnosci komoérek linii raka jajnika,

SKOV-3 pozyskany za pomocg systemu RTCA obrazuje Ryc. 16.

+ a-hederin

........ L e e B s e s R S

1 ctrl
110

09

Normalized Cell Index

b
s

it 5.0

"1 300;
= | 50.0;
700

0.0 9.0 18.0 2 6.0 450 40
Time (in Hour)

Ryc. 16. Przykladowy diagram przezywalnosci komorek linii raka jajnika
SKOV-3 po 24-godzinnej inkubacji ze wzrastajacymi stezeniami a-HN pozyskany
za pomocg analizy systemem RTCA; kontrola — komérki inkubowane z 0,7%
DMSO.

Zywotno$¢ komérek SKOV-3 spada po potraktowaniu roztworem o-hederyny.
Krzywe sa oznaczone cyframi 1 liczbami, ktdre reprezentuja wzrastajace stezenia o-
hederyny (odpowiednio 1-70 pg/ml), kontrole stanowia komorki SKOV-3 inkubowane
2 0,7% DMSO.

W prowadzonych badaniach analizowano krzywe zaleznos$ci efektu dziatania od
stezenia a-hederyny, uzyskiwane dla stosowanych linii komoérek, za pomocg systemu
RTCA 1 testu MTT. Przyktad zaleznosci efektu dziatania od stezenia a-hederyny na
komoérkach linii SKOV-3 przedstawia Ryc. 17.
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Ryc. 17. Krzywe zaleznosci efektu od stezenia uzyskane za pomocg systemu
RTCA i testu MTT po traktowaniu komoérek SKOV-3 roztworem o-HN
stosowanym, odpowiednio, w stezeniach 1-70 i 0,5-50 pg / ml. Wartosci 1Csy a-HN
mierzono na podstawie krzywych zaleznosci efektu od dawki za pomocg systemu
Real-Time xCELLigence (A) i testu MTT (B). Odchylenia standardowe sg

reprezentowane przez shupki btedow.

Uzyskane za pomoca systemu RTCA 1 otrzymane w tescie MTT wartosci ICsg a-
hederyny w stosunku do linii komérek SKOV-3, HelLa 1 HaCaT przedstawiono w
Tabela 11.

Tabela 11. Wartosci ICsp dla a-hederyny uzyskane za pomoca systemu

RTCA oraz testu MTT dla linii SKOV-3, HeLa i HaCaT.

SKOV-3 HeLa HaCaT
RTCA MTT RTCA MTT RTCA MTT
ICs ICs ICs ICs ICs ICs
[ug/ml] | [pg/ml] | [ug/ml] | [ug/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
2,62+0,04 2,72+0,59 2,71+0,35
R 0.99 2,48+0,32 RZ = 0.99 2,18+0,04 RZ = 0.99 2,57+0,21

R*-wspGtezynnik determinacji

Uzyskane wyniki wskazuja, ze aktywno$¢ cytotoksyczna o-HN w stosunku do
badanych linii komérkowych jest wysoka, z porownywalng wartoscig 1Cso. Przy
wysokiej aktywnosci cytotoksycznej nie jest jednak aktywna selektywnie w stosunku do

linii komérek nowotworowych.
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4. Wyniki dziatania frakcji ,N” na komorki SKOV-3

Analiza HPLC wybranych frakcji otrzymanych z ekstraktow nasion Nigella
sativa dowiodty, ze najwyzsza zawartos¢ a-hederyny znajduje si¢ we frakcji N (rozdziat
2.3 w czesci wynikowej). Badania aktywnosci cytotoksycznej wskazuja, ze jest to jedna
z dwoch najsilniejszych frakeji sposrod wszystkich 12-tu sporzadzonych z ekstraktow
nasion czarnuszki siewnej. Pozwala to potwierdzi¢ przypuszczenie, ze za wywarcie
cytotoksycznego efektu w duzej mierze odpowiedzialna jest a-hederyna. Ponadto,
niewiele jest danych w piSmiennictwie na temat mechanizméw dziatania
cytotoksycznego frakcji pozyskanych z nasion Nigella sativa. Istnieja pojedyncze
doniesienia méwigce o wptywie metanolowego ekstraktu z nasion czarnuszki siewnej
na hodowle raka piersi (MCF-7) i aktywacji kaskady kaspaz oraz biatka p-53 (176).
Dodatkowo, badano wptyw ekstraktéw z nasion Nigella sativa na indukcje syntazy
INOS (177). Niedostepne sa zadne dane na temat wplywu frakcji z Nigella sativa na
komorki raka jajnika. Powyzsze wyniki, jak 1 brak doniesien z piSmiennictwa sktonity
do przeanalizowania wptywu frakcji N na hodowle komérkowag SKOV-3 oraz oceng

pod wzgledem wywarcia efektu apoptotycznego.

4.1. Okres$lenie populacji komorek apoptotycznych i nekrotycznych

W celu okreslenia populacji komdrek apoptotycznych oraz populacji komérek
nekrotycznych zastosowano test z aneksyng wigzacg fofatydyloseryne (PS) oraz
markerem 7-AAD po inkubacji komérek z 30-320 pg/ml roztworu frakcji N przez 24
godziny, a nastepnie zbadano analizatorem do cytometrii przeptywowej Muse, zgodnie
z opisem metody w rozdziale 4.4.2.1. Testy wykorzystujgce cytometri¢ przeptywowa
pozwalaja na przeprowadzenie iloSciowej analizy populacji komoérek z jednoczesng
klasyfikacja ich na komoérki zywe, wczesnoapoptotyczne, pdznoapoptotyczne oraz
martwe. Komoérki martwe wykazuja odmienne wiasciwosci rozproszenia Swiatla w
poréwnaniu do populacji zywych komoérek po zastosowaniu testu Muse Annexin V &

Dead Cell Assay.

Komorki, ktore ulegaja apoptozie, w poczatkowych stadiach znaczaco si¢ kurcza
i tracg okoto 30% objetosci w przeciaggu kilku minut. Dochodzi wéwczas do powstania

zmian cytoszkieletowych, ktére powoduja ,,wrzenie” blony cytoplazmatycznej, tzw.
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zeioze (178, 179). Podczas zejozy dochodzi do pecherzykowania blony, powstaja ciata
apoptotyczne zawierajace material jadrowy oraz organella komérkowe otoczone btong
cytoplazmatyczng w nienaruszonym stanie. Ciatla te zostaja pochlonigte przez
sasiadujace komorki, przewaznie makrofagi (180). Komérki fagocytujace, za pomoca
specyficznych receptoréw, potrafia rozpozna¢ PS, ktéra w poczatkowych stadiach
apoptozy ulega redystrybucji z wewng¢trzne] warstwy btony lipidowe] na zewnatrz.
Dochodzi do zwigzania oraz konsumpcji zywych jeszcze cial apoptotycznych, co
zapobiega lizie komorek apoptotycznych i uwolnieniu substancji o charakterze
zapalnym. Apoptoza jest procesem fizjologicznym, zachodzacym ,po cichu” w

normalnych warunkach (181).

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen z zastosowaniem metody barwienia

aneksyng V / 7-AAD za pomoca cytometrii przeptywowej zgromadzono ilosciowe dane

&
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Tabela 12, Ryc. 18) na temat czterech otrzymanych populacji komérek SKOV-3

uprzednio poddanych dziataniu frakcji N w zakresie st¢zen 30,0 — 320,0 pg/ml przez 24

godziny :

komorki zywe, nieapoptotyczne: Aneksyna V (-) i 7-AAD (-); ,,Live”
komérki wezesnoapoptotyczne: Aneksyna V (+) 1 7-AAD (-); ,Early
apoptotic”

komérki péznoapoptotyczne: Aneksyna V (+) 1 7-AAD (+); ,Late
apoptotic”

martwe komorki: Aneksyna V (-) i 7-AAD (+); ,,Dead”
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Tabela 12. Zawarto$¢ [%] poszczegélnych populacji komérek SKOV-3

(komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, péznoapoptotyczne oraz martwe), ktore

poddano dzialaniu roztworowi frakcji N w zakresie 30 - 320 pug/ml przez 24

godziny.
Frakcja N [pug/ml]
Komorki SKOV-3

CTRL | 30 60 80 160] 320

[%] | 91,69 | 79,05 | 69,95 | 13,05 | 16,32 | 12,17

zywe +SD | 256 | 0588 | 130 | 073 | 1,77 | 540

[%] 2,96 | 6,36 | 11,20 | 28,65 | 22,57 | 12,82

wezesnoapoplolyezne " isn 10,86 | 1,00 | 023 | 1,80 | 3.01 | 0,57
[%] | 3,66 | 9,64 | 11,87 | 33,42 | 40,32 | 21,80

poznoapoptotyezne eI 06048 | 049 | 283 | 418 | 0,30
[%] | 0,72 | 6,68 | 7,93 | 24,88 | 21,04 | 53,22

martwe +SD | 0,69 | 0,09 | 049 | 309 | 147 | 5,14

CTRL 30 60 30 160 320
W Eywe Wwezesnoapoptotyczne W poznoapoptotyczne Emartwe
FrakcjaN [pg/ml]
Ryc. 18. Zawartos¢ [%] populacji komérek SKOV-3 zywych,

wczesnoapoptotycznych, péznoapoptotycznych oraz martwych uzyskanych w

wyniku dzialania roztworu frakcji N w zakresie stezen 30 — 320 pg/ml przez 24

godziny, kontrola — komérki SKOV-3.
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Wyniki zgromadzone w przeprowadzonych doswiadczeniach $wiadcza o
proapoptotycznych wilasciwosciach frakcji N wzgledem linii komérkowej SKOV-3.
Procent komorek apoptotycznych oszacowano w prébce kontrolnej nietraktowanych
komérek (CTRL) oraz z roztworem frakcji N w zakresie stezen 30-320 pg/ml
inkubowanych przez 24 godziny. Zaobserwowano, ze procent populacji zywych
komoérek SKOV-3 maleje wraz ze wzrostem stezenia zastosowanej frakcji. Ponadto,
zaobserwowano statystycznie istotny wzrost zaleznego od dawki odsetka komorek
apoptotycznych juz w stezeniu 30 pg/ml. Widoczny jest bardzo gwattowny wzrost
populacji wezesnoapoptotycznej poczawszy od stezenia frakcji N 80 pg/ml wzgledem
komorek kontrolnych, a takze bardzo zauwazalny wzrost liczebnosci tej grupy komorek
odnotowano dla stezenia frakcji N 160 pg/ml, zas w przypadku stezenia 320 pg/ml
przewazaja  juz  komoérki  martwe. W przypadku  procentu  komoérek
poznoapoptotycznych, zaobserwowano rdéwniez statystycznie istotny wzrost tej
populacji juz przy stezeniu frakcji 30 pg/ml w stosunku do kontroli. Catkowity procent

komérek apoptotycznych prezentuje Tabela 13 oraz Ryc. 19.

Tabela 13. Komoérki SKOV-3 [%] wczesno- oraz péznoapoptotyczne

uzyskane w wyniku dzialania roztworu frakcji N.

SKOV3 CTRL | 30 60 801 160 320
komérki wezesno- [%] 6.12| 17.12| 22.55| 62.07| 69.11| 34.62
o +SD 095| 205| o082] 250| 871 0,39
pdznoapoptotyczne ’ ’ ’ ’ 7 ’
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Komérki apoptotyczne
90,00
80.00 2
70.00 *
60.00
50.00

[%] 40,00 *
30.00 ” * Ekomorki wezesno-
20.00 . oraz
10,00 - poznoapoptotyczne
0,00 | MM . . . .
CTRL 30 60 80 160 320
Frakcja N [ug/ml]

Ryec. 19. Komérki SKOV-3 [%] wczesno- oraz péznoapoptotyczne uzyskane

w wyniku dzialania roztworu frakcji N.

Widoczny jest wyrazny wzrost populacji komoérek apoptotycznych, jakie
otrzymano w wyniku dziatania wzrastajacych stezen frakcji N na linii komérkowej
SKOV-3 i jest on statystycznie istotny juz od pierwszego zastosowanego stezenia
frakcji N, czyli 30 pg/ml. Najwyzsze zastosowane stezenie spowodowalo martwice

badanych komoérek.

Diagramy przedstawiajace zawarto$S¢ [%] poszczegélnych populacji komérek

SKOV-3 poddanych dziataniu frakcji N prezentuje Ryc. 20.
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A.
s APOPTOSIS PROFILE N APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
275 % 345% 6.74 % 10.03 %
3 24
S =
i 2 5 2
= =
> =
1 i
425%
: . ! 518 %
0 e ; . . Early Apop. 0 Live Early Apop.
v ! 2 3 4 0 1 2 3 4
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
C.
s APOPTOSIS PROFILE . APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop_/Dead
8.05% 12.10 % 25.55 % 3330 %
34 2
= r
- 3
o 2 o 2
< <
= =
e b
31.55%
. S 1115 % Live Early Apop.
Live Early Apop 0 ; T -
0 T T T . 0 1 2 3 4
0 1 2 3 4 Live ANNEXIN V Apoptotic
Live ANNEXIN V Apoptotic
E.
i APOPTOSIS PROFILE . APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
21.83% 36.80 % 55.80 % 2160 %
= =
= —
m m
< <
= >
17.94 % 2343 % 915 % 13.45 %
g Live Early Apop. 0 Live Early Apop.
0 1 2 3 4 0 i 7 3 H
Live ANNEXIN V Apoptotic Live ANNEXIN V Apoptotic
Ryc. 20. Diagramy przedstawiajace zawartos¢ [%] poszczegolnych

populacji komérek SKOV-3 poddanych dzialaniu réznych stezen roztworu frakcji
N; A - kontrola SKOV-3, B - frakcja N 30 pg/ml, C - frakcja N 60 pg/ml, D -
frakcja N 80 pg/ml, E - frakcja N 160 pg/ml, F - 320 pg/ml.
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4.2. Oszacowanie zmian potencjatu mitochondrialnego w komérkach

SKOV-3

Mitochondria stanowig wazne organella komdrkowe, poniewaz utrzymujg
podstawowy bilans energii komodrkowej. Utrata mitochondrialnego potencjatu
transblonowego czesto wigzana jest z poczatkowymi stadiami apoptozy. Uwaza sig, ze
wraz ze spadkiem tego potencjalu dochodzi do otwarcia poréw w blonie
mitochondrialnej i jej przepuszczalnosci, co skutkuje uwolnieniem cytochromu C do
cytozolu, a nastgpnie wyzwala nastgpujace po sobie zdarzenia w kaskadzie

apoptotycznej.

Stan bton mitochondrialnych komoérek SKOV-3 po inkubacji z roztworem
frakcji N oceniono za pomocg cytometrii przeptywowej zgodnie z opisem metody w
rozdziale 4.4.2.2. W tym celu postuzono si¢ odczynnikiem MitoPotential Dye bedacym
kationowym, lipofilowym barwnikiem do wykrywania zmian potencjatu blony
mitochondrialnej oraz zastosowano barwnik 7-AAD, ktdry jest wskaznikiem $mierci

komérkowej. Na tej podstawie otrzymano 4 grupy populacji komoérek:

e 7ywe komorki z nienaruszonym potencjatem mitochondrialnym:
MitoPotential (-) 1 7-AAD (-); ,,Live”

e 7zywe komoérki ze depolaryzowang btong mitochondrialng:
MitoPotential (+) 1 7-AAD (-); ,,Depolarized/Live”

¢ martwe komorki ze depolaryzowang btong mitochondrialna:
MitoPotential (+) 1 7-AAD (+); ,,.Depolarized/Dead”

* martwe komorki z nienaruszonym potencjatem mitochondrialnym:

MitoPotential (-) 1 7-AAD (+); ,,Dead”

Wewngtrzna blona nienaruszonych mitochondriéw zgromadzita barwnik
fluorescencyjny, ktéry byt widoczny w prébkach kontrolnych. Komérki inkubowane
przez 3 godziny z roztworem frakcji N (30-320 pg/ml), u ktérych doszto do
depolaryzacji btony 1 spadku potencjalu mitochondrialnego, przedstawiaty
zmniejszajaca sie fluorescencje, $wiadczac o zachodzacym procesie apoptozy. Srednie
wartosci zdepolaryzowanych/zywych komoérek po potraktowaniu roztworem frakcji N

prezentuje Tabela 14 oraz Ryc. 21.
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Tabela 14. Srednie wartosci procentu komérek zdepolaryzowanych/zywych

po inkubacji z roztworem frakcji N.

Frakcja N [ug/ml]
SKOV-3 CTRL
30 60 80 120 160 | 320
Srﬁ%“ 3,40 1142| 1642| 2522| 5024| 89,65 88,66
+SD 087| 015] 137] 240] 255| 258] 1,68
Komorki zywe / zdepolaryzowane
100
* *
90
80
70
60
*
(%] 50
40
30 *
20 *
*
0 __-I T T T T T
CTRL 30 60 80 120 160 320
SKOV-3 .
Frakcja N [pg/ml]

Ryc. 21. Srednia zawartosci [%] komérek depolaryzowanych/zywych w

populacji komérek SKOV-3 po inkubacji z roztworem frakcji N.

Widoczny jest wyrazny, istotny statystycznie dla wszystkich zastosowanych dawek
frakcji N wzrost komorek ze depolaryzowang btong mitochondrialng w stosunku do
kontroli, u ktérych — we wczesnych stadiach apoptozy — dochodzi do depolaryzacji tej
btony oraz do utraty wewngtrznego potencjalu transbtonowego (AWm). Poglad na
wszystkie uzyskane populacje komoérek SKOV-3 w wyniku dziatania roztworu frakcji

N w zakresie stezen 30-320 pg/ml prezentuje Ryc. 22.
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Ryc. 22. Diagramy przedstawiajace zawartos¢ [%] poszczegélnych populacji komérek SKOV-3 poddanych dzialaniu réznych
stezen roztworu frakcji N; A - kontrola SKOV-3, B — frakcja N 30 pg/ml, C - frakcja N 60 pg/ml, D - frakcja N 80 pg/ml, E - frakcja N
120 pg/ml, F - frakcja N 160 pg/ml, G - frakcja N 320 pg/ml.



Uzyskane dane potwierdzaja udzial mitochondriow w indukcji apoptozy w

wyniku dzialania wzrastajacych stezen frakcji N na linii SKOV-3.

4.3. OkresSlenie spadku aktywacji biatka antyapoptotycznego Bcl-2 w
hodowli SKOV-3

Proces spadku potencjatu mitochondrialnego jest scisle powigzany z rolg biatek
z rodziny Bcl-2 zakotwiczonych w zewngtrznej btonie mitochondrialnej i/lub w
cytozolu. Biatka te posiadajg zdolno$¢ m.in. do hamowania procesu apoptozy. Przez
zahamowanie ich aktywnosci dochodzi do powstania porow w blonie mitochondrialnej,
spadku potencjatu transbtonowego i uwolnienie cytochromu c¢ do cytozolu, co w

konsekwencji prowadzi do uruchomienia kaskady kaspaz.

W przeprowadzonym badaniu oceniajagcym spadek aktywacji biatka Bcl-2
zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.2.3 wykorzystywana jest para przeciwcial:
jedno przeciwcialo umozliwia wykrycie catkowitej ekspresji biatka, a drugie umozliwia
wykrycie ufosforylowanej (zaktywowanej) jego postaci. Zastosowanie obu
skoniugowanych przeciwcial daje poglad na calg $ciezke aktywacji Bcl-2 mierzonej
jednoczesnie w jednej komodrce. Dane uzyskane z cytometrii przeptywowe;j
przedstawiaja wartosci wzgledne (w procentach) dla kazdej populacji komoérek
zawierajacych Bcl-2: inaktywowane, aktywowane 1 niewykazujace ekspresji, uzyskane
z trzech niezaleznych powtdérzen. Obserwowany jest istotny oraz zalezny od dawki
efekt zahamowania aktywnosci tego biatka (

Tabela 15, Ryc. 23).

Tabela 15. Calkowity poziom aktywacji biatka Bcl-2 [%] w hodowli
komoérkowej SKOV-3.

Komoérki SKOV-3 TR Frakcja N [pg/ml]
zawierajace Bcl-2 30 60 80 120 160 320
% 0,10 81,87 81,17 | 78,73 | 98,60 | 98,87 | 98,10
Inaktywowane
+SD | 0,14 1,51 14,53 | 16,06 0,10 0,95 1,47
% 95,70 | 17,77 17,83 | 19,93 0,13 0,00 0,00
Aktywowane

+SD | 3,82 1,62 15,49 | 17,30 0,23 0,00 0,00

Nie % |08 | 037 | 097 | 1,33 | 1,27 | 1,13 | 1,90




wykazujace

- +SD 1,13 0,23 1,00 1,31 0,95 0,95 1,47
ekspresji
100 1
80 -
60 - SKOV-3
[9%] = Nie wykazujace
40 | elkspresji
B Aktywowane
20 - m Inaktywowane
0 T T T 1
CTRL 30 60 80 120 160 320
FrakcjaN [ug/mL]

Ryc. 23. Calkowity poziom aktywacji biatka Bcl-2 [%] w hodowli

komoérkowej SKOV-3 pod wplywem dzialania roztworu frakcji N.

Do inaktywacji biatka z rodziny Bcl-2 dochodzi juz w przypadku pierwszych
zastosowanych stezen frakcji N, tj. 30 pg/ml. Widoczny jest blisko 80%-wy poziom
zahamowania aktywnos$ci antyapoptotycznego biatka w stosunku do uzytej kontroli.
Nastepnie poziom ten rosnie, osiagajac niemalze 100%. Powyzsze wyniki swiadcza o
zachodzacym procesie apoptozy w badanej populacji komoérek SKOV-3 pod wpltywem
inkubacji z roztworem frakcji N. Poglad na wszystkie uzyskane populacje komorek

SKOV-3 w wyniku dziatania roztworu frakcji N w zakresie stezen 30-320 pg/ml

prezentuje Ryc. 24.
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Ryc. 24. Diagramy przedstawiajace zawarto$¢ [%] poszczegdlnych populacji komérek SKOV-3 poddanych dzialaniu réznych
stezen roztworu frakcji N; A - kontrola SKOV-3, B - frakcja N 30 pg/ml, C - frakcja N 60 pg/ml, D - frakcja N 80 pg/ml, E - frakcja N
120 pg/ml, F - frakcja N 160 pg/ml, G - frakcja N 320 pg/ml.



5. Wyniki badan mechanizmu dzialania a-hederyny w

hodowli komoérkowej raka jajnika, SKOV-3

Badania mechanizmu dziatania a-hederyny skupiono na linii SKOV-3, poniewaz
brak jest jakichkolwiek doniesien literaturowych na ten temat. Ponadto, waznos¢
probleméw zwigzanych z rakiem jajnika i1 jednoczesnie wysoka, zbadana in vitro
aktywnos$¢ cytotoksyczna a-hederyny na komérkach raka jajnika w rozdziale 3 czesci

wynikowej rowniez stanowily istotny czynnik w wyborze dalszych badan niniejszej

pracy.

5.1. OkreS$lenie zmian w jadrze komoérkowym badanych komorek

(barwienie Hoechsta) pod wptywem dziatania a-hederyny

Barwnik Hoechst 33342 nalezy do grupy barwnikow fluorescencyjnych, ktére
zawieraja uktad bis-benzimidazolowy (wzdr chemiczny barwnika Hoechsta 33342

obrazuje (Ryc. 25).

HiC—N N N
Ay \ H
M M
| 0
-3 HC 4 \—CH,

Ryec. 25. Struktura barwnika Hoechsta 33342

Jego dzialanie oparte jest na zasadzie interkalacji do matego rowka helisy DNA
po wzbudzeniu $wiattem ultrafioletowym (dlugos¢ fali Swietlnej ok 485 nm, barwa
niebiesko-fioletowa), co umozliwia wizualizacj¢ materialu DNA w komoérkach, réwniez
po zainicjowanym procesie apoptozy. Barwnik ten ma charakter lipofilowy, stad
posiada zdolnos¢ do przenikania przez btony biologiczne, rOwniez te o nienaruszonej
strukturze, a zatem stuzy do wybarwienia komoérek zywych, a takze utrwalonych. Jest to
substancja, ktéra, poprzez swoja zdolnos¢ interkalacji, potrafi zaburzy¢ replikacje DNA,
stad cechuje si¢ mutagennoscig oraz toksyczno$cig oraz wymaga szczegllnej

ostroznosci podczas pracy (182).



Zmiany w dystrybucji chromatyny w komérkach SKOV-3 poddanych dziataniu
roznych stgzen roztworu o-hederyny oceniano przez barwienie jader komoérkowych
barwnikiem fluorescencyjnym Hoechst 33342, zgodnie z opisem metody w rozdziale
4.4.1. Fragmentacja jadrowa i kondensacja chromatyny, jako zmiany charakterystyczne
dla obrazu zachodzacej apoptozy, byty widoczne w komdrkach SKOV-3 po barwieniu
(zdjecie B-D), w przeciwienstwie do probki kontrolnej z DMSO (zdjecie A) (Ryc. 26).

A

Ryc. 26. Zmiany apoptotyczne indukowane w komérkach SKOV-3 przez a-

hederyne. Strzalki wskazuja komorki apoptotyczne.

Stan chromatyny jadrowej SKOV-3 po potraktowaniu 0,1% DMSO (A) lub a-
hederyng w stezeniu 0.5, 2 1 10 pg/ml (B-D) oceniony za pomocg barwienia Hoechst
33342 dowodzi obecnosci komorek apoptotycznych powstatych po inkubacji z badang
saponing. Komérki pod wptywem dzialania a-hederyny przedstawiaja skondensowang
chromatyne (w przeciwienstwie do komérek kontrolnych DMSO). Strzatki wskazuja

komérki apoptotyczne.



5.2.  Wyniki badan in vitro mechanizmu dziatania cytotoksycznego a-

hederyny w komoérkach raka jajnika SKOV-3
5.2.1. Okreslenie populacji komérek apoptotycznych i nekrotycznych

W celu oceny indukcji procesu apoptozy oraz populacji komoérek nekrotycznych
zastosowano test z aneksyna oraz markerem 7-AAD po inkubacji komérek z 0,5-30,0
pug/ml roztworu a-hederyny przez 24 godziny, a nastgpnie zbadano analizatorem do
cytometrii przeptywowej Muse, zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.2.1. Testy
wykorzystujagce cytometri¢ przeptywowa pozwalajg na przeprowadzenie ilosciowej
analizy populacji komoérek, klasyfikujac je na komoérki zywe, wczesnoapoptotyczne,
poznoapoptotyczne oraz martwe. Komorki martwe wykazuja odmienne wilasciwosci
rozproszenia §wiatta w poréwnaniu do zywych po zastosowaniu testu Muse Annexin V

& Dead Cell Assay.

Btona komoérkowa, plazmolemma, zbudowana jest z podwdjnej warstwy
fosfolipidéw oraz biatek. W warunkach fizjologicznych ujemnie natadowane czasteczki
fosfatydyloseryny (PS) znajduja si¢ w wewnetrznej warstwie btony plazmatycznej,
podczas gdy sfingomielina oraz fosfatydylocholina ulokowane sa w warstwie
zewngetrznej. PS podczas procesu apoptozy zostaje redystrybuowana z wewnetrznej
dwuwarstwy lipidowej na zewnatrz. Aneksyna, jako wysoce specyficzna wobec PS,
wigze si¢ z jej czasteczkami o ujemnym tadunku w sposéb zalezny od dodatnio
natadowanych jonéw wapnia Ca**. Natomiast marker 7-AAD (7-aminoaktynomycyna)
stuzy do wykrywania martwych juz komorek, poniewaz przenika wylacznie przez
uszkodzong bton¢ komoérkowa, a takze posiada wysoka zdolno$¢ wigzania DNA,
tworzac z nim stabilne kompleksy (183, 184). 7-AAD jest specyficznym dla cytozyny i
guaniny interkalatorem czasteczek DNA (185) oraz umozliwia rozréznienie populacji

komérek martwych od zywych, badz wczesnoapoptotycznych.
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W wyniku przeprowadzonych doswiadczen z zastosowaniem metody barwienia
aneksyna V / 7-AAD za pomoca cytometrii przeptywowej zgromadzono ilosciowe dane
(Tabela 16, Ryc. 27) na temat czterech otrzymanych populacji komérek SKOV-3
uprzednio poddanych dziataniu o-hederyny w zakresie stezen 0,5 — 30 pg/ml przez 24
godziny :

- komorki zywe, nieapoptotyczne: Aneksyna V (-) 1 7-AAD (-); ,,Live”

- komorki wczesnoapoptotyczne: Aneksyna V (+) 1 7-AAD (-); ,.Early
apoptotic”

- komoérki poéznoapoptotyczne: Aneksyna V (+) i 7-AAD (+); ,Late
apoptotic”

- martwe komorki: Aneksyna V (-) 1 7-AAD (+); ,,Dead”

Tabela 16. Zawartosé¢ [ %] poszczegolnych populacji komérek SKOV-3 (komérki
zZywe, wczesnoapoptotyczne, poéznoapoptotyczne oraz martwe), ktéore poddano

dzialaniu roztworowi a-HN w zakresie 0,5 - 30,0 ng/ml przez 24 godziny.

CTRL o-HN [ug/ml]
Komorki
SROVSS SKOV-11 0.3% | 5 | 5 0 | 13 | 17 | 30
3 DMSO ’
) [%] 88,98 85,90 | 82,83 | 80,25 | 69,23 | 48,13 | 52,65 | 46,98
Zywe
Y +SD 2,25 1,06 7,95 1,92 | 10,15 1,80 3,04 5,90
WCZesno- [%] 6,83 8,70 9,03 | 12,85 | 29,55 | 30,95 | 38,25 | 47,38
apoptotyczne |  + SD 1,69 0,42 3,15 0,91 2,62 1,41 2,19 5,62
p6zno- [%] 3,59 4,90 6,52 5,65 6,55 | 15,18 | 6,98 5,25
apoptotyczne |  + SD 0,71 1,34 3,35 1,13 2,83 0,67 0,95 0,49
[%] 0,60 0,50 1,62 1,26 0,53 5,75 2,13 0,40
martwe
+SD 0,34 0,14 1,44 0,13 0,18 0,28 0,11 0,21
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Ryc. 27. Zawarto$¢ [%] populacji komoérek SKOV-3 zywych,
wczesnoapoptotycznych, péznoapoptotycznych oraz martwych uzyskanych w
wyniku dzialania roztworu o-hederyny w zakresie stezen 0,5 — 30 pg/ml przez 24

godziny.

Wyniki zgromadzone w przeprowadzonych doswiadczeniach $wiadcza o
cytotoksycznych wilasciwosciach o-hederyny wzgledem linii komérkowej SKOV-3.
Procent komérek apoptotycznych oszacowano w prébce kontrolnej nietraktowanych
komorek (CTRL), po inkubacji komérek z DMSO (ctrl z DMSO) w stezeniu 0,3% oraz
z roztworem o-hederyny w zakresie stezen 0,5-30pg/ml przez 24 godziny.
Zaobserwowano, ze procent zywych komorek SKOV-3 maleje wraz ze wzrostem
stezenie zastosowanej saponiny. Ponadto, zaobserwowano wzrost zaleznego od dawki
odsetka komoérek apoptotycznych. Zauwazalny jest gwaltowny wzrost populacji
wczesnoapoptotyczne] poczawszy od stezenia 10 pg/ml wzgledem komorek
kontrolnych. =W  przypadku procentu komérek pdznoapoptotycznych, nie
zaobserwowano, aby wraz ze wzrostem zastosowanego stezenia o-hederyny znaczaco
rosta takze procentowa zawarto$¢ tej populacji komoérek. Jedynie w stezeniu 13 pg/ml
zanotowano istotnie wigksza populacje komorek pdéznoapoptotycznych wzgledem

kontroli.
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Ryc. 28. Zawartos¢ [%] populacji komoérek  wczesno- i
poéznoapoptotycznych obliczona w poréwnaniu z grupa komorek kontrolnych

0.3% DMSO

Catkowity procent komorek apoptotycznych (wczesno- 1
poznoapoptotycznych), jako srednia z trzech niezaleznych doswiadczen, wynosit: 15,55
+6,51%, 18,50 = 2,04%, 36,1 £ 0,21%, 46,13 = 2,09%, 45,23 + 3,15%, 52,63 + 6,12%
dla stezen roztworu o-hederyny: odpowiednio 0,5, 2, 10, 13, 17 oraz 30 pg/ml
w poréwnaniu z nietraktowanymi, kontrolnymi komoérkami SKOV-3 i1 komoérkami
kontrolnymi traktowanymi 0,3% DMSO odpowiednio: 10,42 + 2,26% 1 13,6 £ 0,92%
(Ryc. 28). Analize¢ kazdej probki powtérzono trzy razy. Odchylenie standardowe jest
reprezentowane przez stlupki bledéw. Na podstawie zgromadzonych danych w wyniku
zastosowania wzrastajacych stezen roztworu a-hederyny inkubowanych z komoérkami
SKOV-3 mozna zauwazy¢, ze zawartos¢ populacji komorek apoptotycznych (wczesna 1
pdzna apoptoza) znaczaco ro$nie wraz ze wzrostem stezenia zastosowanej saponiny, a

roznice te sg istotne statystycznie poczawszy od stezenia 10 pg/ml.

Procentowg zawarto$¢ poszczegdlnych populacji komérek SKOV-3 uzyskanych w
wyniku dziatania roztworu o-hederyny w zakresie stezen 0,5-30 pg/ml prezentuje Ryc.

29.
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Ryc. 29. Diagramy przedstawiajace procentowg zawarto$¢ poszczegdlnych
populacji komoérek SKOV-3 poddanych dzialaniu réznych stezen roztworu o-

hederyny; A - kontrola 0,3% DMSO,B -0,5,C-2,D-10,E-17,F - 30 pg/ ml
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5.2.2. Oszacowanie zmian potencjatu mitochondrialnego w komoérkach SKOV-3

Mitochondria, o czym mowa byta juz w rozdz. 4.2 czgsci wynikowej, to wazne
organella komodrkowe, ktére utrzymuja podstawowy bilans energii komoérkowej,
ponadto stanowig gtéwne miejsce wytwarzania wolnych rodnikéw, a takze zawierajg
podstawowe regulatory procesOw prowadzacych do $mierci komoérki, np. apoptozy.
Zmiany zachodzace w obregbie mitochondriow sg wiec bardzo czutymi wskaznikami
zdrowia komorek oraz stresu. Energia komoérkowa, ktéra jest wytwarzana w trakcie
oddychania  mitochondrialnego,  zostaje =~ zmagazynowana  jako  gradient
elektrochemiczny przez bton¢ mitochondrialng, za§ ta kumulacja energii w zdrowo
funkcjonujacych komorkach tworzy transbtonowy potencjal mitochondrialny (A¥m),
dzieki ktoremu komorka kieruje synteza ATP. Utrata wewngtrznego potencjatu
mitochondrialnego transbtonowego cz¢sto wigzana jest z poczatkowymi stadiami
apoptozy. Uwaza si¢, ze spadek tego potencjatu jest zbiezny z otwarciem poréw w
btonie mitochondrialne] 1 z jej przepuszczalnoscia, co skutkuje uwolnieniem
cytochromu C do cytozolu, co nastgpnie wyzwala nastepujace po sobie zdarzenia w
kaskadzie apoptotycznej. Depolaryzacja transbtonowego potencjatu mitochondrialnego
jest zatem wiarygodnym wskaznikiem dysfunkcji mitochondriow 1 zdrowia
komérkowego, bedac istotnym elementem badan dotyczacych apoptozy, toksycznosci

lekéw oraz wielu choréb (186-191).

Stan bton mitochondrialnych komoérek SKOV-3 po traktowaniu roztworem o-
hederyny oceniono za pomocg cytometrii przeptywowej zgodnie z opisem metody w
punkcie 4.4.2.2. W tym celu postuzono si¢ odczynnikiem MitoPotential Dye, ktory jest
kationowym, lipofilowym barwnikiem do wykrywania zmian potencjatu btony
mitochondrialnej oraz postuzono si¢ barwnikiem 7-AAD, ktéry jest wskaznikiem

smierci komorkowej. Na tej podstawie otrzymano 4 grupy populacji komorek:

e 7ywe komorki z nienaruszonym potencjatem mitochondrialnym:
MitoPotential (-) 1 7-AAD (-); ,,Live”

e 7ywe komorki ze depolaryzowang btong mitochondrialng:
MitoPotential (+) 1 7-AAD (-); ,,Depolarized/Live”

¢ martwe komorki ze depolaryzowang btong mitochondrialna:

MitoPotential (+) 1 7-AAD (+); ,,.Depolarized/Dead”
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* martwe komorki z nienaruszonym potencjatem mitochondrialnym:

MitoPotential (-) 1 7-AAD (+); ,,Dead”

Wewngtrzna btona nienaruszonych mitochondriéw

zgromadzita

barwnik

fluorescencyjny, ktéry byt widoczny w probkach kontrolnych. Komoérki inkubowane

przez 3 godziny ze wzrastajacymi stezeniami roztworu o — hederyny przedstawiaty

zmniejszajaca sie fluorescencje. Srednie wartosci zdepolaryzowanych/zywych komérek

po potraktowaniu roztworem o-hederyny prezentuje Tabela 17 oraz Ryc. 30. Natomiast

procentowa zawartos¢ poszczegdlnych populacji komoérek SKOV-3 uzyskanych w

wyniku dziatania roztworu a-hederyny w zakresie st¢zen 0,5-30 pg/ml prezentuje Ryc.

31.

Tabela 17. Zawartos¢ populacji komoérek zdepolaryzowanych/zywych po

inkubacji z roztworem a-hederyny.

CTRL o-HN /ml
Komoérki [ng/mi]
SKOV-3
SKOV- | PVSO 1 05 | 20 5.0 10,0 13,0 170 | 200 | 30,0
Srednia [%] | 3,40 | 2,85 | 224 | 235 3,11 3,37 41,15 | 4351 | 5125 | 96,79
£5D 087 | 154 | 073 | 074 0.40 0,93 257 225 2,84 1.83
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Ryc. 30. Zawarto$¢ populacji komoérek zdepolaryzowanych/zywych po

inkubacji z roztworem a-hederyny.

Uzyskane dane potwierdzaja udzial mitochondriow w indukcji apoptozy w
komérkach SKOV-3 po potraktowaniu roztworem o-hederyny. Widoczny jest
gwattowny wzrost populacji komoérek zdepolaryzowanych/zywych poczawszy od
uzytego stezenia 13pug/ml o — hederyny 1 efekt ten ro$nie wraz ze wzrostem st¢zenia o—
hederyny. Pomiar depolaryzacji mitochondrialnej SKOV-3 oceniano w odniesieniu do
kontroli 0,3% DMSO. Eksperyment prowadzono trzy razy, niezaleznie. Odchylenie

standardowe jest reprezentowane przez stupki btedow.
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CELL HEALTH PROFILE

Ryc. 31. Diagramy przedstawiajace procentowa zawartos¢ poszczegolnych
populacji komérek SKOV-3 poddanych dzialaniu réznych stezen roztworu a-

hederyny; A - kontrola 0,3% DMSO, B - 0,5 ng/ml a-HN, C - 2 pg/ml a-HN, D - 10

pg/ml a-HN, E - 30 pg/ml a-HN.
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5.2.3. Okreslenie aktywacji biatka antyapoptotycznego Bcl-2 w hodowli SKOV-3

Catkowity poziom ekspresji biatka Bcl-2, z rodziny bialek antyapoptotycznych,
mierzono, stosujac zestaw Muse Activation Dual Detection, zgodnie z opisem metody
w rozdziale 4.4.2.3 oraz w rozdziale 4.3 cze¢sci wynikowej. Komoérki SKOV-3
eksponowano na wzrastajace stezenia roztworu o-hederyny (0,5-30ug/ml) przez 24
godziny, aby wywota¢ smier¢ komorki 1 zahamowa¢ odpowiedz kaskady sygnatowe;j
Bcl-2. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen uzyskano trzy rodzaje populacji
komérek zawierajacych biatko Bcl-2: inaktywowane, aktywowane i niewykazujace
ekspresji, uzyskane z trzech niezaleznych powtérzen. W niniejszym badaniu
zaobserwowano Znaczaca, zalezng od dawki inaktywacje biatka
przeciwapoptotycznego, w przeciwienstwie do probek kontrolnych z prawie 100%
poziomem aktywacji Bcl-2. Procent inaktywacji biatka Bcl-2 w komérkach SKOV-3
prezentuje Tabela 18 oraz Ryc. 32.

Tabela 18. Calkowity poziom [%] aktywacji bialka Bcl-2 w hodowli

komérkowej SKOV-3 pod wplywem dzialania roztworu a-hederyny.

Komoérki CTRL o-HN [pg/ml]
SKOV-3
zawierajace | skovs | M5O 0,5 2,0 so | 100 | 5, 170 20,0
Bcl-2 ’ ’ ’
[%] 0,10 0,30 61,87 | 92,65| 89,30 | 86,37 | 98,03| 99,07 98,80
Inaktywo-
wane
+SD| 0,14 0,30 3,35| 8,56 11,88] 10,26| 0,70 0,51 0,84
[%] | 95,70 98,87| 37,90| 6,05| 890 12,37| 0,03 0,03 0,05
Aktywo-
wane
+SD| 3,82 0,47| 3,56| 8,56 12,59 10,79| 0,06 0,06 0,06
Nie (%] | 0,80 0,00/ 023 1,30/ 1,80 1,27 1,93| 0,90 1,15
wykazujace
ekspresji | 45D | 1,13 0,00 0,21 0,00( 0,71| 0,55| 0,75 0,53 0,86

103



100 A

BO 7

60

[%]

a0 -

20 A

T
CTRL

T
CTRL

DMSO
0,3%

T
0,5

T T T
20 50 100 130

Stezenie o-hedervnv [ug/ml]

20,0

30,0

M Nie wykazujace ekspresji
B Akbywowane
M Inaktywowane

Ryc. 32. Calkowity poziom [%] aktywacji biatka Bcl-2 w hodowli

komérkowej SKOV-3 pod wplywem dzialania roztworu a-hederyny.

Widoczny jest gwattowny wzrost populacji komérek SKOV-3, u ktérych doszto

do inaktywacji biatka z rodziny Bcl-2 juz w zastosowanym st¢zeniu a-hederyny 2 pg/ml

w stosunku do komorek kontrolnych. Procent komoérek SKOV-3 z aktywna postacia

tego antyapoptotycznego biatka drastycznie spadt 1 jest wykrywalny jedynie w

stezeniach a-hederyny 0,5; 2,0; 5,0 oraz 10 pg/ml.

Wyniki powyzszych badan potwierdzaja indukcje apoptozy w hodowli komérkowej

SKOV-3 pod wptywem roztworu o-hederyny i dowodza, ze jednym z czynnikéw

bioracych udzial w przeprowadzeniu procesu apoptozy jest inaktywacja biatka z

rodziny Bcl-2 o charakterze antyapoptotycznym.

Procentowa zawarto$S¢ poszczegélnych populacji komérek SKOV-3 uzyskanych w

wyniku dziatania roztworu a-hederyny w zakresie st¢zen 0,5-30 pg/ml prezentuje Ryc.

33.
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Ryc. 33. Diagramy przedstawiajace poziom aktywacji bialka Bcl-2 w
hodowli komérek SKOV-3 pod wplywem dzialania roztworu a-hederyny przez 24
godziny wyrazony procentowo; A — kontrola 0,3% DMSO, B - 0,5 pg/ml a-HN, C
—2,0 pg/ml a-HN, D - 10,0 pg/ml a-HN, E - 17 pg/ml a-HN, F — 30 pg/ml a-HN
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5.2.4. Okreslenie aktywnos$ci kaspaz-3/7 w badanych komérkach SKOV-3

Smieré komérki na drodze apoptozy moze zachodzi¢ dwoma szlakami
(zewnetrznym — receptorowym oraz wewngtrznym — ,,mitochondrialnym”), podczas
ktérych aktywacja kaspaz stanowi istotny etap prowadzacy do zniszczenia struktur

biatkowych, degradacji kodu DNA, a w efekcie do dezintegracji komorki.

Kaspazy to enzymy z rodziny proteaz cysteinowych, wystepujace w komoérkach
pod postacig nieczynnych zymogenéw — prokaspaz, ktére w konkretnych warunkach
ulegaja kaskadowej aktywacji, prowadzac do zaprogramowanej S$mierci komorki.
Kaspaza-3 oraz kaspaza-7 naleza do kaspaz wykonawczych, ktdre, jako prokaspazy,
aktywowane sg przez kaspazy inicjujace -2, -8, -9, -10 (111, 192, 193). Kaspaza-3 jest
prawdopodobnie najlepiej poznang posrdd ssaczych kaspaz ze wzgledu na jej swoistos¢
oraz rol¢ w procesie apoptozy. Jest aktywna podczas wielu ztozonych sciezek smierci
apoptotycznej, ktére finalnie prowadza do kurczenia komérek, kondensacji chromatyny

oraz powstawania cial apoptotycznych (194).

W celu oszacowania aktywnos$ci kaspazy-3 oraz kaspazy-7 komoérki SKOV-3
poddano dziataniu wzrastajacych st¢zen roztworu a-hederyny przez 24 godziny, a
nastgpnie barwiono zestawem Muse Caspase-3/7 1 analizowano za pomoca Muse Cell
Analyzer, zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.2.4. W wyniku prowadzonych
do$wiadczen zgromadzono iloSciowe dane wyrazone w procentach na temat czterech
uzyskanych populacji komoérek w réznych stadiach apoptozy (Tabela 19, Ryc. 34, Ryc.

36).Zarejestrowane populacje komorek sa nastgpujace:

® zywe, nieapoptotyczne: barwnik Muse Caspase-3/7 (-) 1 7-AAD (-)
® weczesnoapoptotyczne: barwnik Muse Caspase-3/7 (+) 1 7-AAD (-)
® poznoapoptotyczne: barwnik Muse Caspase-3/7 (+) 1 7-AAD (+)

¢ martwe: barwnik Muse Caspase-3/7 (-) 1 7-AAD (+)
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Tabela 19. Zawarto$¢ [%] poszczegélnych populacji komérek SKOV-3

(komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, péznoapoptotyczne oraz martwe), ktore

poddano dzialaniu roztworowi a-HN w zakresie 0,5 - 30,0 pg/ml przez 24 godziny.

40

30

20

10

CTRL

0,3%DMSO

0,3

10

Stezenie o-hederyny [ug/ml]

20

30

Ewezesnoapoptotyczne

Wpéznoapoptotyczne

Emartwe

Komorki
SKOV-3 CTRL a-HN [ug/ml]
SKOV | 0,3%
3 DMSO 0,5 2 5 10 13 17 20 30
zywe [%] 82,83 | 89,25 | 92,03 | 90,68 | 83,30 | 83,97 | 84,75 | 83,73 | 69,88 | 51,57
+SD | 046 1,05 1,19 0,89 2,41 3,43 1,11 1,93 1,53 0,95
wczesno- [%] 8,60 7,35 5,28 5,75 | 11,90 | 12,73 | 12,35 | 12,42 | 29,58 | 48,03
apopto-
tyczne +SD | 0,14 1,09 0,81 0,35 0,91 1,75 0,68 0,99 1,54 0,96
p6zno- [%] 8,53 3,37 2,65 3,55 4,80 3,27 2,88 3,85 0,53 0,38
apopto-
tyczne +=SD | 0,60 0,52 0,39 0,69 1,78 1,70 1,24 0,98 0,03 0,12
martwe [%] 0,05 0,03 0,03 0,02 0,00 0,03 0,02 0,00 0,00 0,02
+SD | 0,00 0,03 0,03 0,03 0,00 0,06 0,03 0,00 0,00 0,03
@0
B0 ~
60
[%]
50 miywe

Ryc. 34. Zawarto$¢ [%] poszczegolnych populacji komérek SKOV-3

(komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, péznoapoptotyczne oraz martwe), ktore

poddano dziataniu roztworowi a-HN w zakresie 0,5 - 30,0 pg/ml przez 24 godziny.




Wazrastajace stezenia roztworu o — hederyny, ktérym zostaty poddane komorki
SKOV-3, spowodowaty wzrost populacji komoérek wczesnoapoptotycznych, poczawszy
od stezenia o — hederyny 5,0 pg/ml. Populacja komoérek péznoapoptotycznych nie
zwigkszyta si¢, wrecz zauwazalny jest jej spadek w stezeniach 20,0 oraz 30,0 ug/ml na
rzecz bardzo wyraznego wzrostu populacji komérek wczesnoapoptotycznych. W tych
tez stezeniach, inkubacja komoérek SKOV-3 z roztworem o — hederyny spowodowata

wyrazny spadek populacji komérek zywych.

Catkowity procent komérek apoptotycznych (wczesna i pdzna apoptoza), jako Srednia z
trzech niezaleznych do$wiadczeh w poréwnaniu do komérek kontrolnych oraz komoérek

kontrolnych poddanych dziataniu 0.3% DMSO prezentuje Tabela 20 oraz Ryc. 35.

Tabela 20. Zawartos¢ populacji komérek SKOV-3 wczesno- i
poéznoapoptotycznych, ktore poddano dziataniu roztworowi a-HN w zakresie 0,5 -

30,0 ug/ml przez 24 godziny.

CTRL o-HN [ug/ml]
Komorki
SKOV-3
SKOV- | 0,3%
3 DMSO 0,5 2 5 10 13 17 20 30

Komérki | %] | 17,13| 10,72 7,93| 9,30| 16,70| 16,00| 1523 | 16,27| 30,12| 4842

wczesno-
i

p6znoapo | + §p

ptoty-

czne 0,46 1,03 1,20 0,92 2,41 3,44 1,13 1,93 0,95 0,95
60
50 *
40

[%] *

30

Wkomérki wezesno- i péZnoapoptotycme

20

CIRL  03%DMSO 0.5 2 3 10 13 17 20 30

Stezenie a-hederyny [pg/ml]

Ryc. 35. Zawarto$¢ [%] populacji komoérek SKOV-3 wczesno- i
poznoapoptotycznych, ktéore poddano dzialaniu roztworowi a-HN w zakresie 0,5 -

30,0 ug/ml przez 24 godziny.



Aktywna kaspaza -3/-7 w populacji komoérek apoptotycznych (wczesnej 1 poznej
apoptozy) powoduje odciecie peptydowego substratu DEVD od odczynnika Muse
Caspase-3/7, co skutkuje uwolnieniem barwnika, nastepnie wnikni¢ciem do jadra
komérek z nieuszkodzong btong komdrkowa oraz emisjg fluorescencji. Efekt ten byt
zauwazalny w sposob istotny statystycznie przy st¢zeniu 5 pg/ml oraz przy wyzszych

badanej saponiny.

Procentowa zawartos¢ poszczegdlnych populacji komoérek SKOV-3 uzyskanych
w wyniku dziatania roztworu o-hederyny w zakresie stezen 0,5-30 pg/ml prezentuje

Ryec. 36.
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Ryc. 36. Diagramy przedstawiajace procentowy udzial poszczegélnych populacji
komoérek SKOV-3 poddanych dzialaniu réznych stezen alfa-hederyny; A — kontrola 0,3 %
DMSO, B - 0,5 pg/ml a-HN, C - 2,0 ug/ml a-HN, D - 10,0 ug/ml a-HN, E - 17 pg/ml a-HN,
F - 30 pg/ml o-HN.



5.2.5. Badanie zahamowania fazy cyklu komérkowego w hodowli SKOV-3

Cykl komoérkowy, jako cykl zyciowy komorki, to jeden z najwazniejszych i
fundamentalnych procesow w komorkach eukariotycznych, ktéry prowadzi do
utworzenia dwéch nowych, potomnych komoérek bedacych idealnymi kopiami
macierzystej komorki. Regulacja cyklu komérkowego ma istotne znaczenie dla
przezycia komorek, poniewaz wplywa na regulacje napraw uszkodzen genetycznych, a
takze zapobiega niekontrolowanemu podzialowi komoérkowemu. Wady cyklu
komérkowego s3 cechg charakterystyczng populacji komérek nowotworowych, a
mutacje w obrebie gendw zaangazowanych w kontrolowanie cyklu komérkowego sa
bardzo powszechne w przypadku raka. Analiza cyklu komérkowego staje si¢ coraz
wazniejsza w kontekscie dziatania zwiazkow przeciwnowotworowych oraz badania

mechanizméw podziatu komoérek (195, 196).

Cykl komérkowy dzieli si¢ na dwie fazy — M (mitoza lub mejoza) oraz interfaza,
ktora stanowi okres pomigdzy jednym podzialem komorki, a kolejnym. Interfaza dzieli
si¢ na cztery fazy: GO, G1, S oraz G2. W fazie GO znajdujg si¢ komorki, ktére w
najblizszym czasie nie ulegng podzialowi. Rozpoczecie fazy G1 nakazuje komorce do

przejscia przez nastepujace po sobie fazy cyklu 1 w efekcie skutkuje jej podziatem.

Dane uzyskane z analizy cyklu komoérkowego przeprowadzonego zgodnie z
opisem metody w rozdziale 4.4.2.5 za pomocg cytometru przeptywowego Muse Cell
Analyzer przedstawiajg istotny, zalezny od dawki wzrost populacji komérek SKOV-3 w

fazie GO/G1 (
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Tabela 21, Ryc. 37).

Po 24-godzinnej inkubacji komoérek SKOV-3 z roztworem a-hederyny w
zakresie 0,5 — 30,0 ug/ml zauwazalna byta znaczna akumulacja komérek w fazie GO/G1
w wyniku zatrzymania cyklu komérkowego w tej fazie. Efekt ten jest widoczny dla
dawki 13 pg/ml a-hederyny, za$ najistotniejszy w zakresie 17-30 pug/ml w poréwnaniu z

komérkami kontrolnymi.
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Tabela 21. Populacja [ % ] komérek SKOV-3 w poszczegolnych fazach cyklu

komoérkowego.
Stezenie o-HN G0/G1 S G2/M
[ug/ml] [%] +SD [%] +SD [%] +SD
ctrl 5598 | 224 | 3023 | 535 | 10,05 | 4,78
ctrl 0,3% DMSO | 56,05 | 2,17 | 2839 | 313 | 10,80 | 3,72
0,5 5783 | 475 | 27,64 | 149 | 955 | 3,72
2,0 56,35 5,94 27,09 1,38 10,45 | 4,85
5,0 50,35 0,07 26,05 0,78 16,55 0,21
10,0 61,86 8,63 24,98 1,54 9,48 5,42
13,0 6375 | 035 | 2015 | 035 | 1240 | 1,13
17,0 83,50 2,26 6,45 1,77 1,80 0,42
20,0 83,00 1,13 8,27 6,54 1,43 0,38
30,0 82,65 | 219 | 1,05 | 1,48 | 000 | 0,00
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Ryc. 37. Analiza cyklu komérkowego komérek SKOV-3 traktowanych

przez 24 godziny wzrastajacymi stezeniami roztworu o — hederyny.

5.3. Okreslenie aktywacji kaspaz-8/9 w hodowli SKOV-3 za pomoca

luminometru

Kaspaza -8 oraz kaspaza -9 nalezg do kaspaz inicjujacych, ktére aktywuja
wykonawcze. Kaspaza —8 odpowiedzialna jest za aktywacj¢ prokaspaz -3, -6, -7,

natomiast kaspaza —9 aktywuje prokaspazy -3 1 =7 (111, 192, 193). Kaspaza —8 moze
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zosta¢ zaktywowana na skutek pobudzenia receptora smierci, ktéry znajduje si¢ na
btonie komorkowej 1 w efekcie dochodzi do uruchomienia tzw. ,,zewnetrznego szlaku
apoptozy”. Natomiast, kaspaza -9 zwigzana jest z tzw. ,wewnetrznym szlakiem
apoptozy”. W okreslonych momentach z miedzyblonowej przestrzeni mitochondrialne;j
uwalniane sg do cytoplazmy liczne biatka, m.in. cytochrom c oraz czynnik aktywacji
proteaz apoptotycznych (Apaf-1), ktéry razem z ATP tworzy struktur¢ nazwang
apoptosomem. Nastepnie, Apaf-1 ulega oligomeryzacji, przytacza si¢ szereg czasteczek
prokaspazy -9, ktore to ulegaja samoaktywacji. Dalej, dochodzi do aktywacji kaspaz
wykonawczych, ktore ostatecznie doprowadzaja komorke do programowanej smierci
poprzez proteolize biatka PARP, histondéw, topoizomeraz, a takze innych biatek (111,

197, 198).

W celu oszacowania aktywno$ci kaspazy-8 i kaspazy-9 komoérki SKOV-3
poddano dzialaniu wzrastajacych stezen roztworu a-hederyny (0,5-30ug/ml) przez 2, 5

124 godziny zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.3.

W przypadku kaspazy-8 w poréwnaniu z kontrolg (komorki traktowane 0,3%
roztworem DMSO), nie zaobserwowano znaczacej jej aktywacji. Aktywnos¢ kaspazy-8
dla stgzen 0,5; 2; 5 ug/ml a-hederyny byta podobna do kontroli (Ryc. 38); jednak dla
wyzszych stezen o-hederyny (w zakresie 10-30ug/ml) i we wszystkich punktach

pomiaru czasu aktywnos¢ ta byta zblizona do wartosci O (dane nie pokazane).

W przypadku kaspazy - 9, nastgpit znaczacy wzrost jej aktywacji po 5 godzinach
inkubowania komorek SKOV-3 z roztworem o-hederyny dla stezen 0,5, 2 1 5 pg/ml.
Aktywnos¢ kaspazy - 9 byla odpowiednio 1,56-, 1,58- 1 1,71-krotnie wyzsza w
poréwnaniu z aktywno$cig kaspazy w komoérkach kontrolnych DMSO (Ryc. 38).
Podobnie do wynikéw luminometrycznych kaspazy-8, aktywnos¢ kaspazy-9 byla
zblizona do wartosci 0 dla wyzszych stezen roztworu o-hederyny (w zakresie 10—
30ug/ml) dla kazdego punktu pomiarowego (danych nie pokazano). Powyzsze dane
potwierdzajg indukcje procesu apoptozy na linii komérkowej SKOV-3 pod wptywem a-
hederyny oraz wskazuja na znaczacg rolg¢ w tym procesie wewnetrznego szlaku

mitochondrialnego.
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Ryc. 38. Aktywnos¢ kaspazy-8 i kaspazy-9 po traktowaniu komérek SKOV-

3 roztworem oa-hederyny.

Zgromadzone w niniejszej pracy powyzsze wyniki dostarczaja wielu nowych
informacji, badz konfrontacji z danymi literaturowymi pochodzacymi gtéwnie z
Dalekiego Wschodu, gdzie czarnuszka siewna posiada status cudownej ro$liny,

panaceum na wszystkie choroby.

Nasiona N. sativa byly uzywane juz od czaséw starozytnych do leczenia wielu
chordb, poniewaz przypisywano im wiele leczniczych wiasciwosci, m.in. stymulujace,
zoOkciopedne, zolciotworcze, wiatropedne, moczopedne 1 napotne. W medycynie
ludowej nasiona miaty stanowi¢ leczenie i zapobieganie m. in. dyslipidemii, astmie i
egzemie. MOowiono, ze nasiona czarnego kminku sg w stanie uchroni¢ przed kazdym

schorzeniem, procz $mierci (29).

W dzisiejszych czasach prowadzone sg na szerokg skale badania w kierunku
poszukiwania skutecznie dziatajacych przeciwnowotworowo zwigzkOéw naturalnego
pochodzenia. Wsrdd substancji o wysokiej aktywnosci 1 znacznym potencjale dziatania
znajdujg si¢ saponiny triterpenowe. Wiele rodzajéw nowotwordéw, szczegdlnie rak
jajnika, jest stabo uleczalnych oraz ma niewystarczajace mozliwosci terapeutyczne. Rak
jajnika jest uwazany za jeden z najgrozniejszych ginekologicznych nowotwordw,
plasowany jest na czwartym miejscu wsrdod zgonéw spowodowanych kobiecymi

nowotworami (142). Dostgpne metody terapii wcigz sg mato skuteczne, a jak wskazuja

115



wyniki badan stwierdzana jest szybko rosnaca opornos¢ komérek nowotworowych na
dostepne terapie 1 stosowana chemioterapie¢ (145). Dlatego istnieje duze

zapotrzebowanie na nowe substancje, rowniez pochodzenia naturalnego.

Nasiona czarnuszki siewnej, ktére byty stosowane od wiekéw, niezaprzeczalnie
cechuje bardzo réznorodna 1 szeroka aktywnos$¢ biologiczna, przyktadowo -
przeciwutlenigjaca, przeciwzapalna, przeciwcukrzycowa, przeciwbakteryjna,
przeciwwirusowa, przeciwpasozytnicza 1 przeciwnowotworowa (5). Wiele z tych
dziatan przypisano giéwnemu sktadnikowi olejku eterycznego czarnego kminku -
tymochinonowi. W badaniach tymochinonu wykazano réwniez jego aktywnos¢
przeciwnowotworowa (199-203). Wystepujaca w Nigella sativa o-hederyna - aktywna
saponina triterpenoidowa — takze posiada wlasciwosci przeciwnowotworowe, chociaz
dane na temat cytotoksyczno$ci saponin zawartych w nasionach czarnuszki sg nadal
niewystarczajace. Dlatego prowadzenie badan nad aktywno$cig saponin w czarnuszce

powinno by¢ rozwijane i kontynuowane.

Aktywno$¢  cytotoksyczna  pigciu  badanych  ekstraktéw  pierwotnych
otrzymanych z nasion czarnuszki siewnej byla bardzo zréznicowana. Najwyzsza
aktywnos¢ wykazat 50% etanolowy ekstrakt wspomagany ultradzwickami (Es50). Po
podziale na frakcje stwierdzono, ze substancje czynne przechodza do rozpuszczalnika

organicznego, co jest zgodne z wynikami wczesniejszych badan (47, 80).

Wyniki badan cytotoksycznosci ICsy ekstraktow 1 frakcji otrzymanych z nasion
Nigella sativa w stosunku do badanych linii komoérkowych, wykazaly wyzsza
aktywno$s¢ w porOwnaniu z aktywno$cia ekstraktow otrzymanych z surowcow

pochodzacych z krajéw Dalekiego Wschodu (47, 82, 174).

Zastosowang metod¢ RTCA do oznaczania cytotoksycznosci cechuje czeste
zawyzanie wynikow wzgledem metod klasycznych, szczegdlnie dla zwigzkéw o
niewyraznie zaznaczonej aktywnos$ci cytotoksycznej z uwagi na analiz¢ catego profilu
dziatania zwigzkéw, jednak réznice otrzymanych wynikéw wzgledem danych
literaturowych potwierdza takze wykorzystany klasyczny test MTT. Mozliwos¢ analizy
catosci przebiegu eksperymentu daje szeroki poglad na profil badanej substancji oraz
przybliza proces projektowania nowych terapeutykéw, a takze ulatwia prowadzenie
,screeningu”  potencjalnych substancji o charakterze nowych lekéw. Ponadto,

opracowana metoda regeneracji E-ptytek stosowanych w systemie RTCA dodatkowo
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zmniejsza istotnie koszty eksploatacji urzadzenia wyposazonego w ptytki z elektrodami

pokrytymi ztotem, jak i przyczynia si¢ do ochrony srodowiska.

Nasiona i gtéwny sktadnik lotnego olejku, tymochinon, byly rowniez szeroko
badane w licznych badaniach naukowych, takze pod katem ich wtasciwosci
cytotoksycznych (65, 204-207). Jednakze, do tej pory, zwrocono niewielkg uwage na
aktywna saponine¢ z nasion N. sativa, o — HN (triterpenoid z aglikonem hederageniny),
szczegOlnie, jesli chodzi o wilasciwosci przeciwnowotworowe i mechanizmy tej
aktywnosci. Wyniki badan fitochemicznych wybranych frakcji prowadzone w niniejsze;j
pracy wskazuja, ze za wywarcie efektu cytotoksycznego odpowiedzialna jest ta wtasnie
saponina. Frakcje, ktére w najwigkszym stopniu hamowaty proliferacje komoérek
posiadaly najwyzsza zawarto$¢ a-hederyny. Ponadto, udowodniono, ze frakcja N o
najwyzszej zawarto$ci a-hederyny posiada wilasciwosci proapoptotyczne na linii
komérkowej SKOV-3. W pismiennictwie brak jest informacji na temat wptywu o-
hederyny na lini¢ komoérek jajnika SKOV-3. Dostepne sa wyniki badan aktywnosci
cytotoksycznej syntetycznych pochodnych a-hederyny, na trzech rodzajach linii
komoérkowych, m.in. na komorkach raka jajnika, SK-OV-3 (208). Badania aktywnosci
cytotoksycznej saponin triterpenoidowych w stosunku do linii komérkowej SKOV-3
obejmowaty saponiny typu lupanu i oleanu izolowane z korzeni Pulsatilla koreana
(209, 210). Niewiele jest danych o aktywnosci cytotoksycznej saponin z aglikonem
hederageniny, obecnym w a-hederynie. Pochodne te badano pod katem ich
cytotoksycznosci, chociaz nie na linii komérkowej SKOV-3, a a-hederyna okazata si¢
najsilniejszag  sposréd innych pokrewnych diglikozydéw hederageniny. W
pismiennictwie dostepne sa wyniki badah wskazujace, ze saponiny z aglikonem
hederageniny oddzialujg z cholesterolem btonowym i powoduja destabilizacje btony
(211). Lorent i in. stwierdzili, ze a-hederyna wnika do komoérki prawdopodobnie przez

szlak zalezny od sterolu (101, 102).

W niniejszej pracy zbadano wptyw a-hederyny na lini¢ komérek raka jajnika
SKOV-3 1 okreslono mechanizm jej aktywnosci przeciwnowotworowej. Wyniki
wskazuja, ze ta triterpenowa saponina wykazuje kluczowg aktywnos¢ cytotoksyczng
wobec komoérek SKOV-3. Proliferacja badanych komérek oceniana za pomocg systemu
Real-Time xCELLigence i testu MTT byla silnie hamowana w spos6b zalezny od dawki
1 czasu. Badania te wskazuja rowniez, ze typem $Smierci komérkowej indukowanej przez

a-hederyn¢ w hodowli SKOV-3 jest apoptoza. Ta zaprogramowana Smier¢ komorkowa

117



wyrdznia si¢ specyficznymi cechami biochemicznymi 1 morfologicznymi, takimi jak
kurczenie si¢ komorki, tworzenie skondensowanych jader komoérkowych, a nastgpnie
jego fragmentacja i pecherzykowanie btony (212). W powyzszych badaniach wszystkie
te zmiany jadrowe zaobserwowano, stosujac barwienia komérek SKOV-3 barwnikiem

fluorescencyjnym, Hoechsta 33342, po inkubacji komérek z roztworem o — HN.

Roéwniez, cechg charakterystyczng wczesnej apoptozy jest utrata asymetrii blony
komoérkowej z translokacja fosfatydyloseryny z wewnetrznej czgsci btony komoérkowe;j
do zewnetrznej jej powierzchni. W rezultacie zalezne biatko, wigzace fosfolipidy,
zwane aneksyng V, moze wigza¢ si¢ z fosfatydyloseryng (184, 213, 214). Dane
uzyskane z eksperymentu przedstawiaja istotny wzrost populacji apoptotycznych

komoérek SKOV-3 po traktowaniu roztworem o-hederyny w sposéb zalezny od dawki.

Glowne szlaki apoptozy to: zewngtrzne szlaki receptorow $mierci 1 wewngetrzne
poprzez Sciezke mitochondrialng (215-217). W szlaku zewnatrzpochodnym ligand jest
przytaczony do blonowego receptora smierci, co powoduje zmiany w domenie $mierci
receptora, skutkiem czego aktywowana jest réwniez kaspaza-8. Daje to sygnat do
rozpoczecia apoptozy. Jesli chodzi o wewngtrzny szlak zalezny od mitochondriéw, w
wyniku bodzca chemicznego liczne biatka sg uwalniane z mitochondriow do
cytoplazmy. Stad mozna zaobserwowac utrat¢ mitochondrialnego wewngtrznego
potencjatu transbtonowego (A¥m) (218), ktory jest rdwniez zwigzany z wczesnymi
stadiami apoptozy (188, 189, 219). Proces ten jest scisle zwiazany z rolg zar6wno anty-
jak 1 proapoptotycznych bialek Bcl-2, ktére znajduja si¢ w zewnetrznej blonie

mitochondrialnej i / lub w cytozolu.

Zdolnos¢ biatka Bcl-2 do hamowania apoptozy jest regulowana przez proces
fosforylacji. Jego posta¢ fosforylowana ma funkcje antyapoptotyczng i defosforylacja
jest wymagana dla aktywnos$ci proapoptotycznej (220, 221). Proces ten prowadzi do
powstawania poréw w Dblonie mitochondrialnej 1 uwalniania cytochromu c¢ z
mitochondriow do cytozolu. Uwolniony cytochrom ¢ wraz z apoptotycznym
czynnikiem aktywacji proteazy Apaf-1 i1 ATP tworza struktur¢ zwang apoptosomem. W
nastepnym etapie zachodzi oligomeryzacja biatka Apaf-1 i przylacza si¢ szereg
czasteczek prokaspazy-9. Czasteczki prokaspazy-9 ulegaja samoaktywacji, a ta nowa
struktura jest aktywna katalitycznie przez dtuzszy czas. Podstawowg rolag apoptosomu

jest aktywacja kaspaz wykonawczych, w tym kaspazy-3 - podstawowego enzymu
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wykonawczego procesu apoptozy (222-230). W niniejszej pracy wykryto istotna,
zalezng od dawki depolaryzacje btony mitochondrialnej w linii komérkowej SKOV-3 w
ciggu kilku godzin po potraktowaniu komoérek badang saponing wraz z inaktywacja
antyapoptotycznego biatka Bcl-2. Ponadto zaobserwowano znaczny wzrost aktywnos$ci
kaspazy-9, co doprowadzilo do aktywacji kaspazy 3/7 w komoérkach, potwierdzajac
zainicjowanie wewnetrznego szlaku mitochondrialnego w Smierci komorkowej linii
SKOV-3. Jednoczesnie nie zaobserwowano aktywacji kaspazy-8, zaangazowanej
gléwnie w zewnetrzny szlak apoptozy. Zaobserwowano réwniez, ze W
przeprowadzonych badaniach zatrzymanie cyklu komérkowego w komoérkach SKOV-3
nastepuje w fazie GO / G1 po traktowaniu przez 24 godziny roztworem o — HN o

wzrastajagcym zakresie stezen.

Wyniki powyzszych badan mechanizmu dziatania o — hederyny potwierdzaja
indukcje procesu programowanej $mierci komoérkowej pod wplywem inkubacji
komérek SKOV-3 z roztworem badanej saponiny, wskazujac, ze wewnetrzny,

mitochondrialny szlak odgrywa znaczaca role w tym procesie.
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V. PODSUMOWANIE

Przeprowadzone w niniejszej pracy liczne doSwiadczenia i1 analizy pozwolily na
zrealizowanie zatozonych celéw gloéwnych oraz posrednich dotyczacych tematu
,Aktywno$¢ cytotoksyczna ekstraktow 1 gtdwnych metabolitéw wtérnych nasion

czarnuszki siewnej Nigella sativa”.

Na podstawie badan aktywnosci cytotoksycznej za pomocg systemu Real-Time
xCELLigence oraz testu MTT oszacowano zahamowanie proliferacji badanych linii
komoérek nowotworowych (SKOV-3 — linia komoérkowa raka jajnika; HelLa — linia
komérkowa raka szyjki macicy) i nienowotworowej linii komoérek ludzkich
keratynocytéw (linia komérkowa HaCaT) pod wplywem dzialania ekstraktow oraz
metabolitow wtornych uzyskanych z nasion czarnuszki siewnej. Jak dotad nie
odnotowano badan cytotoksycznosci ekstraktow, czy frakcji na komérkach liniit SKOV-
3. Efekt ten jest zauwazalny dla poszczegélnych frakcji, czy ekstraktow, jednak
uzyskane wyniki ICsy nie klasyfikujg ich jako cytotoksyczne wedlug US National

Cancer Institute, gdyz warto$¢ ta przekracza 20 pg/ml.

W wyniku przeprowadzonych analiz dokonano oceny wptywu sposobow
ekstrakcji Nigella sativa. Zauwazono, ze ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami
(UAE) zwigksza site dziatania ekstraktow wykorzystujacych mieszaning wody 1
alkoholu (ekstrakt 50% etanolowy), prawdopodobnie przez efekt kawitacji, dzieki
ktéremu dochodzi do sprawniejszego uwalniania zawarto$ci komoérki do $rodowiska.
Zauwazono takze niekorzystny wptyw UAE przy zastosowaniu ekstrakcji wodnej,
spowodowany prawdopodobnie zachodzacg sonoliza.

Uzyskane wyniki wskazuja réwniez, ze zwiagzki cytotoksyczne czarnuszki
odznaczajg si¢ r6zng polarnoscig. Potwierdza to stwierdzona zréznicowana aktywno$¢
cytotoksyczna ekstraktow. Wyzsza aktywnos¢ wykazuja ekstrakty wodno-etanolowe
(ESO 1 Es50) w stosunku do nieaktywnego ekstraktu etanolowego 95% (E95), jak
rowniez ekstraktu wodnego o niskiej aktywnosci (Aq).

Analiza aktywnosci cytotoksycznej badanych frakcji wskazuje, ze najwyzszymi
aktywnos$ciami odznaczajg si¢ frakcje z octanem etylu, otrzymane z ekstraktow 50 %
etanolowych (frakcje N i S). Dla wymienionych frakcji, oznaczone ICsy na linii SKOV-
3 maja wartos$ci ponizej 100 pg/ml, w zakresie od 65,8 ug/ml do 97,83 pg/ml,

niezaleznie od metody oznaczania.
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Analiza metabolitow z grupy saponin triterpenowych pozwolita na identyfikacje
pochodnej hederageniny w nasionach czarnuszki w surowcu polskiego pochodzenia.
Uprzednio, zwigzek ten zostal wydzielony i zidentyfikowany w badaniach saponin

nasion Nigella sativa w surowcach pochodzacych z Indii oraz z Turcji.

W wyniku oznaczenia zawartosci a-hederyny w wybranych frakcjach oraz
ekstraktach z nasion Nigella sativa metoda HPLC zaobserwowano, ze ekstrakcja tej
saponiny z najwyzsza efektywnosciag ma miejsce przy zastosowaniu octanu etylu, co
potwierdzity badania chromatograficzne. Zidentyfikowano najwyzsza zawarto$¢ o-
hederyny dla frakcji N sposréd badanych frakcji, a takze zaobserwowano, ze juz w
najnizszych zastosowanych stezeniach (od okoto 30 pg/ml) powoduje ona zmiany

apoptotyczne w hodowli SKOV-3.

Analiza wiasciwosci cytotoksycznych badanej saponiny triterpenowej wykazata
jej bardzo wysoka aktywnos¢ wobec komorek raka jajnika SKOV-3, bez wzgledu na
zastosowang metode pomiaru. Ponadto, ustalono takze mechanizm aktywnos$ci
cytotoksycznej a-hederyny na linii komoérkowej SKOV-3. Dowiedziono, ze w
komorkach linii raka jajnika, SKOV-3, w wyniku inkubacji z roztworem o-hederyny,
dochodzi do indukcji procesu apoptozy oraz ze wewnetrzny szlak mitochondrialny
odgrywa znaczgcg role¢ w tym procesie, z jednoczesng inaktywacja antyapoptotycznego

biatka Bcl-2 oraz aktywacja kaspaz -3, -7, -9.

Dokonano poréwnania obu zastosowanych metod do badania cytotoksycznos$ci
(MTT oraz RTCA). Analizy prowadzone za pomoca systemu RTCA, pozwalaja na
sledzenie dziatania zwiazku w czasie rzeczywistym, nie punktowym, oraz dostarczaja
kompletnych informacji na temat profilu badanego zwigzku, dajac mozliwosé
oszacowania jego aktywnosci cytotoksycznej. Klasyczny test MTT nie dostarcza takich
mozliwosci. Jesli analizowany zwigzek nie charakteryzuje si¢ bardzo wysokimi
wlasciwosciami cytotoksycznymi, pozwalajac komérkom na wzglednie dlugie
przezycie w czasie trwania eksperymentu zanim dojdzie do spadku ich przezywalnosci,
to wowczas system odnotowuje takze te pierwsze, wzglednie wysokie wartosci 1Cs,
ktére podnosza ostateczny wynik. Przeciwnie dzieje si¢ w przypadku zastosowania
klasycznego testu MTT, ktéry nie umozliwia przesledzenia wplywu badanych

zwi3zkow podczas trwania danej analizy.
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Ponadto, opracowano metode regeneracji E-ptytek uzywanych w systemie
RTCA, co znacznie obniza koszty analiz. Ustalono, ze regeneracja nie wplywa na

powtarzalno$¢ wynikéw.
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VI. WNIOSKI

W podsumowaniu wykonanych badan i przeprowadzonej analizy uzyskanych
wynikow oraz przeprowadzonej dyskusji mozna stwierdzi¢, ze zrealizowano

wszystkie cele pracy i postawi¢ nastepujgce wnioski:

. Badania aktywnosci cytotoksycznej ekstraktow Nigella sativa w stosunku do linii
komoérek nowotworowych (SKOV-3 - linia komérkowa raka jajnika; Hela — linia
komérkowa raka szyjki macicy), a takze nienowotworowej linii komérek ludzkich
keratynocytow (linia komoérkowa HaCaT) wykazaly, ze najwyzsza aktywnoS$¢
wykazuje ekstrakt wodno-etanolowy (50% v/v) otrzymany metoda wspomagana
ultradzwigkami oraz frakcje z octanem etylu. Uzyskane wartosci ICsy przekraczaja
warto$¢ 20 pug/ml i zgodnie z klasyfikacja National Cancer Institute nie wykazuja

aktywnosci cytotoksyczne;j.

. We frakcjach o najwyzszej aktywnoS$ci cytotoksycznej stwierdzono wystgpowanie

saponiny triterpenoidowej, a-hederyny.

. W nasionach Nigella sativa potwierdzona zostata obecnos¢ wczesniej wyodrebnionej
i opisanej w literaturze, pochodnej hederageniny: 3-O-[f-D-ksylopiranozylo-(1—3)-
o-L-ramnopiranozylo-(1—2)-a-L-arabinopiranozylo]-28-O-[o-L-ramnopiranozylo-

(1—4)-B-D-glukopiranozylo-(1—6)-B-D-glukopiranozyd]-hederageniny.

. Badania wplywu aktywnej frakcji N, zawierajacej a-hederyng, na komorki linii

SKOV-3 wykazaty, ze frakcja ta powoduje zmiany apoptotyczne.

. o-Hederyna, monodesmozydowa saponina triterpenoidowa, wykazuje bardzo silne
wlasciwosci cytotoksyczne w hodowli komorkowej raka jajnika, SKOV-3 z
wartosciami ICsy wynoszacymi 2.62+0.04 oraz 2.48+0.32 odpowiednio dla metod

RTCA i MTT.

. Okreslono mechanizm aktywnosci a-hederyny w stosunku do komérek linii SKOV-
3. o-Hederyna wywoluje apoptoze. Wykazano, ze jest to szlak wewnetrzny,

mitochondrialny programowanej $mierci komoérkowej, z jednoczesng inaktywacja
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antyapoptotycznego biatka Bcl-2 oraz aktywacja kaspaz -3, -7, -9; zas cykl

komoérkowy zostal zatrzymany w fazie GO/G1.

. Stosowane do pomiaru cytotoksycznosci metody: test MTT oraz system Real-Time

xCELLigence dostarczaja porownywalnych i uzupelniajacych si¢ wynikow.

. Opracowano metod¢ regeneracji E-ptytek stosowanych w systemie Real-Time
xCELLigence (RTCA). Wykazano, ze E-ptytki mogg by¢ kilkukrotnie regenerowane
oraz ponownie wykorzystywane z dobrg odtwarzalno$cia wynikéw w

eksperymentach.
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