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Wykaz skrótów 

• ATCC (ang. American type culture collection) – Ameryka�ska Kolekcja 

Hodowli Komórkowych 

• ATP – adenozyno-5’-trifosforan, nukleotyd adeninowy, molekularna jednostka 

w wewn�trzkomórkowym transporcie energii 

• APAF-1- czynnik aktywacji proteaz apoptotycznych  

• Bcl-2 – heterogenna grupa białek reguluj�ca proces apoptozy 

• BRCA (ang. breast cancer) – geny człowieka, których mutacje mog� sta� si� 

przyczyn� dziedzicznych form raka piersi i jajnika 

• DAD (ang. diode array detector) – detektor z matryc� diodow� 

• DMEM (ang. Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) – rodzaj po�ywki 

hodowlanej Eagle’a Dubelcco 

• DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) – dimetylosulfotlenek 

• EACC (ang. The European Collection of Cell Cultures) – Europejska Kolekcja 

Hodowli Komórkowych 

• E-płytka (ang. E-plate) – płytka stosowana w systemie Real Time xCELLigence 

• EZ4U – test oceny proliferacji komórek i cytotoksyczno�ci oparty na redukcji 

soli tetrazoliowej, firmy Biomedica, GmbH, Austria 

• GABA -  kwas gamma-aminomasłowy, organiczny zwi�zek chemiczny nale��cy 

do grupy aminokwasów, pełni funkcj� podstawowego neuroprzeka�nika o 

działaniu hamuj�cym 

• HaCaT – nienowotworowa linia ludzkich keratynocytów 

• HeLa – linia ludzkich komórek raka szyjki macicy 

• HPLC (ang. high performance liquid chromatography) – wysokosprawna 

chromatografia cieczowa 

• IC50 (ang. inhibitory concentration) – st��enie zwi�zku, przy którym proliferacja 

komórek jest zahamowana w 50% w stosunku do komórek kontrolnych 

• IL-6 – interleukina 6, jeden z najwa�niejszych i najbardziej wielokierunkowo 

działaj�cych cytokin 

• iNOS – indukowalna syntaza tlenku azotu 

• LDH – dehydrogenaza mleczanowa 

• MCF-7 – komórki estrogenozale�nego raka sutka 
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• 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 białkowy działaj�cy jako czynnik transkrypcyjny 

• NMR (ang. nuclear magnetic resonance) – spektroskopia magnetycznego 

rezonansu j�drowego  

• PARP – polimerazy poli-ADP-rybozy, białko katalizuj�ce polimeryzacj� 

jednostek ADP-rybozy 

• PBS (ang. phosphate-buffered saline) – zbuforowany roztwór soli fizjologicznej 

• PS (ang. phosphatidylserine) – fosfatydyloseryna 

• RTCA (ang. Real Time xCeLLigence) – system do monitorowania proliferacji 

komórek adherentnych w czasie rzeczywistym 

• SDS-PAGE (ang. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) – 

to wariant elektroforezy w �elu poliakryloamidowym wykorzystuj�cy cz�steczki 

dodecylosiarczanu sodu (SDS); słu�y do rozdzielania naładowanych cz�steczek 

w mieszaninach według ich mas cz�steczkowych w polu elektrycznym 

• SKOV-3 – linia komórkowa raka jajnika 

• 	
m – elektrochemiczny potencjał mitochondrialny 

• ±SD – odchylenie standardowe 

• �–HN - �-hederyna 

• TLC (ang. thin layer chromatography) – chromatografia cienkowarstwowa 

• TNF- � (ang. tumor necrosis factor �) – czynnik martwicy nowotworów 

• UAE (ang. ultrasound assisted extraction) – ekstrakcja wspomagana 

ultrad�wi�kami 

• UPLC-Q-TOF-MS (ang. Ultra Performance Liquid Chromatography Time-of-

Flight Mass Spectrometry) - ultra sprawna chromatografia cieczowa sprz��ona z 

analizatorem czasu przelotu z jonizacj� metod� rozpylania w polu elektrycznym 

• UV –promieniowanie ultrafioletowe, promieniowanie nadfioletowe; 

promieniowanie elektromagnetyczne o długo�ci fali od 10nm do 400nm 

• WST (ang. Water-soluble Tetrazolium salts) – kolorymetryczny test okre�laj�cy 

�ywotno�� komórek oparty na konwertowaniu soli tetrazolowej do 

nierozpuszczalnego formazanu 
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• XTT – test kolorymetryczny okre�laj�cy �ywotno�� komórek na podstawie 

redukcji soli tetrazolowej do formazanu, jednak w przeciwie�stwie do testu 

MTT, produkt formazanu pochodz�cy z XTT jest rozpuszczalny w wodzie 
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STRESZCZENIE 

Nigella sativa, czarnuszka siewna, jest gatunkiem nale��cym do rodziny 

Ranunculaceae, pochodzi z południowej Europy i Zachodniej Azji, w Polsce jest 

uprawiana i czasami miejscowo dziczej�ca. Gatunek ten był cenionym surowcem ju� za 

czasów staro�ytnych, za� w tradycji islamu uznawany był za panaceum.  

W dzisiejszych czasach nasiona czarnuszki stanowi� obiekt bada� wielu 

o�rodków naukowych, szczególnie w krajach Bliskiego Wschodu. Wi�kszo�� bada� 

dotyczyła szeroko wykorzystywanego olejku z czarnuszki siewnej i aktywno�ci 

obecnego w nim tymochinonu. Tylko pojedyncze doniesienia dotyczyły bada� 

ekstraktów z nasion, w tym aktywno�ci przeciwnowotworowej. W pi�miennictwie, 

mimo stwierdzonej w nasionach Nigella sativa obecno�ci wtórnych metabolitów z 

grupy triterpenowych saponin, w tym wyst�powania �-hederyny, brak jest 

wystarczaj�cych informacji o badaniach dotycz�cych aktywno�ci cytotoksycznej tej 

grupy zwi�zków. W pi�miennictwie nie ma równie� �adnych informacji na temat 

wpływu �-hederyny na lini� komórkow� SKOV-3 ludzkiego raka jajnika.  

Przygotowanie ekstraktów i frakcji z Nigella sativa obejmowało zastosowanie 

rozpuszczalników o ró�nej sile elucji, w klasycznej metodzie ekstrakcji i wspomaganej 

ultrad�wi�kami – UAE (ultrasound assisted extraction). Najwy�sz� aktywno�ci� 

cytotoksyczn� odznaczały si� ekstrakty wodno-etanolowe (50% v/v) otrzymane z 

zastosowaniem UAE. 

W pracy dokonano oceny działania ekstraktów i ich frakcji z nasion Nigella 

sativa na komórki linii nowotworowych: linii komórkowej raka szyjki macicy HeLa, 

linii komórkowej raka jajnika SKOV-3 i nienowotworowej linii komórek ludzkich 

keratynocytów. Najwy�sz� aktywno�� cytotoksyczn� wykazano dla frakcji, w których 

stwierdzono obecno�� �-hederyny. Badania aktywno�ci cytotoksycznej prowadzono za 

pomoc� dwóch metod: systemu Real-Time xCELLigence oraz testu MTT. 

Szczegółowym badaniom poddano wpływ �-hederyny na lini� komórkow� 

SKOV-3. Przeprowadzaj�c badania zmian potencjału mitochondrialnego w komórkach, 

okre�laj�c spadek aktywacji białka antyapoptotycznego Bcl-2, okre�laj�c aktywno�� 

kaspaz-3/7 i -8/9 oraz badaj�c zahamowania fazy cyklu komórkowego w hodowli 

SKOV-3, dowiedziono, �e w komórkach tej linii pod wpływem działania �-hederyny, 
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dochodzi do indukcji procesu apoptozy. Stwierdzono równie�, �e znacz�c� rol� w tym 

procesie odgrywa wewn�trzny szlak mitochondrialny. 

Przeprowadzone badania znacz�co pogł�biaj� wiedz� na temat aktywno�ci 

biologicznej nasion Nigella sativa oraz mechanizmu działania aktywno�ci 

cytotoksycznej �-hederyny w stosunku do linii komórkowej 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 �-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 �-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 �-hederin was found. Cytotoxic 

activity studies were conducted using two methods: Real-Time xCELLigence system 

and MTT assay.  

The effect of �-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 �-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 �-hederin in relation to the SKOV-3 cell line of human ovarian cancer. 
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I. CZ��� TEORETYCZNA 

�� �������	�
��
���
����������������������������	�
��

1.1. �����������		

Nigella sativa niezale�nie od zastosowanych systemów taksonomicznych 

przynale�y do rodziny Ranunculaceae. Poni�sza systematyka zgodna jest z systemem 

Cronquista (1) 

Domena: Eukaryota (j�drowe) 

Królestwo:  Plantae (ro�liny) 

Podkrólestwo: Tracheobionta (naczyniowe) 

Nadgromada: Spermatophyta (nasienne) 

Gromada: Magnoliophyta (okrytonasienne) 

Klasa: Magnoliopsida (dwuli�cienne) 

Podklasa: Magnoliidae (magnoliowe) 

Rz�d: Ranunculales (jaskrowce) 

Rodzina: Ranunculaceae (jaskrowate) 

Rodzaj: Nigella (czarnuszka) 

Gatunek: Nigella sativa (czarnuszka siewna) 

1.2. 
�����
������	�
��
�
���	

Wyst�powanie 

Nigella sativa, czarnuszka siewna pochodz�ca z rodziny jaskrowatych, 

Ranunculaceae (2-4), wyst�puje w stanie naturalnym w strefach umiarkowanych i 

subtropikalnych, na suchych terenach basenu Morza �ródziemnego: południowo-

wschodniej Europy, północnej Afryki, a tak�e na terenie Bliskiego Wschodu. W Polsce 
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jest uprawiana, głównie na południu kraju, czasem miejscowo zdziczała, spotykana 

w�ród zbó�, na siedliskach ruderalnych (5-7). 

Morfologia 

Czarnuszka siewna, jako jednoroczna ro�lina zielna, dorasta do 40 cm, ma prost� 

i sztywn�, b�d� lekko rozgał�zion� łodyg� ulistnion� skr�tolegle. Pokrój ro�liny został 

przedstawiony na Ryc. 1. 

 

Ryc. 1. Nigella sativa, Fot. Anna Adamska 

Li�cie Nigella sativa s� barwy jasnozielonej, podwójnie pierzastosieczne o 

równow�skich odcinkach, za� korze� palowy. Czarnuszka kwitnie od maja do wrze�nia. 

Jej kwiaty s� do�� du�e (�rednica około 3cm), wyrastaj�ce na szczycie p�dów oraz 

posiadaj�ce podwójny okwiat, w którym zewn�trzny okółek posiada pi�� działek 

kielicha barwy bladoniebieskiej lub białej wraz z bł�kitnym unerwieniem oraz 

seledynowymi szczytami, za� wewn�trzny okółek ma osiem działek korony, 

szerokojajowatych, zw��onych w krótki paznokie� i zako�czony dzióbkiem, 

przekształconych w miodniki. Pomi�dzy płatkami korony, rosn� pr�ciki oraz pi�� 

słupków, z których po zro�ni�ciu powstaje wielomieszek przypominaj�cy torebk�. 

Owoc czarnuszki zawiera wewn�trz wiele trójgraniastych nasion, pocz�tkowo białych, 

drobnych, a nast�pnie p�czniej�cych i przybieraj�cych czarn� barw� po dojrzeniu. 
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Nasiona te, Semen Nigellae sativae, s� ostro trójkanciaste, o 1mm grubo�ci, 3mm 

długo�ci, 1,5mm szeroko�ci (Ryc. 2). 

 

Ryc. 2. Nasiona Nigella sativa, Fot. Anna Adamska 

Nasiona posiadaj� silny muszkatołowy, korzenny zapach, a smak gorzkiej kawy. Czas 

potrzebny od zakwitni�cia do osi�gni�cia dojrzało�ci przez nasiona to w przybli�eniu 75 

dni. Zbiór nasion nast�puje we wrze�niu (8-10). 

1.3. �����	���������	����������	�
�	

W skład nasion czarnuszki siewnej wchodz�: oleje (30-50%), białka, alkaloidy, 

saponiny oraz olejek eteryczny (0.4-2.5%) (11-13).  

Olej tłusty 

Frakcja tłuszczowa (30-50%) jest bogatym �ródłem nienasyconych kwasów 

tłuszczowych, głównie oleinowego, linolowego oraz �-linolenowego, a tak�e mało 

spotykanego eikozadienowego; poza tym oleopalmitynowego, oleomirystynowego, 

margarynowego i margarooleinowego. Z po�ród kwasów nasyconych wyst�puj�: 

palmitynowy, stearynowy, arachidowy, mirystynowy, behenowy i lignocerynowy. W 

oleju tłustym nasion czarnuszki obecne s� te� tokoferol, fosfolipidy oraz fitosterole (14-

18). Olej z nasion czarnuszki wyró�nia si� długim czasem przechowywania i wysok� 

trwało�ci� (9). 
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Olejek eteryczny 

W oleju tłustym z nasion czarnuszki obecne jest 0,4-2,5% olejku eterycznego 

(5). Głównymi komponentami olejku s� tymochinon (27,8-57,0%), tymohydrochinon 

oraz ditymochinon. Najprawdopodobniej w olejku obecny jest polimer tymochinonu – 

nigellon (5), z którym identyfikowany jest tak�e dimer ditymochinon (15). Tymochinon 

ulega dimeryzacji do ditymochinonu w obecno�ci �wiatła (19). Pozostałe składniki 

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, �-tujon, �-pinen, 

karwon oraz tymol. Zawarto�� olejków eterycznych nie wykazuje istotnych ró�nic 

mi�dzy surowcami wywodz�cymi sie z ró�nych krajów, w tym z Indii, Izraela, Algierii, 

a tak�e krajów Europy np. Austrii (5, 8). Badania zespołu prof. Kalemby wykazały, �e 

olejek z nasion czarnuszki, hodowanej w centralnej Polsce, zawierał 48 zwi�zków 

terpenowych i seskwiterpenowych. Autorzy zidentyfikowali obecno�� nie 

stwierdzonych wcze�niej dwóch zwi�ków terpenowych: cis- i trans-4-metoksytujonów 

(20). 

 

 

Tymochinon 

Alkaloidy 

W nasionach czarnuszki obecne s� alkaloidy diterpenowe o strukturze 

dolabellanu (21), tj. nigellaminy A1-A5, B1-B2 oraz C, ponadto alkaloidy  b�d�ce 

pochodnymi izochinoliny nigellamina (22) i jej N-tlenek nigellina (23), a tak�e 

alkaloidy zawieraj�ce w swej strukturze pier�cie� indazolowy - nigellicyna (24) i 

nigellidyna (25). Nigellidyna oraz nigellicyna zgromadzone s� przewa�nie w łupinie 

nasiennej (8). 



 

          Nigellimina

Nigellicyna

 

Saponiny 

Nasiona czarnuszki siewnej zawieraj

niewiele jest danych na temat wyst

sativa. Stwierdzona została obecno

pochodne hederageniny 

– rozdystrybuowana jest równomiernie w tkankach nasio
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igellimina N-tlenek nigelliminy

                                    

igellicyna Nigellidyna

czarnuszki siewnej zawieraj� saponiny triterpenowe. W pi

niewiele jest danych na temat wyst�powania tej grupy zwi�zków w nasionach 

została obecno�� takich zwi�zków jak: melantyna, hederakozyd 

(11, 12) oraz �-hederyna (26), która - przeciwnie do alkaloidów 

rozdystrybuowana jest równomiernie w tkankach nasion (8).  

�-hederyna 

 

nigelliminy 

 

igellidyna 

terpenowe. W pi�miennictwie 

zków w nasionach Nigella 

melantyna, hederakozyd C, 

przeciwnie do alkaloidów 
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Białka 

W nasionach czarnuszki obecnych jest ok. 22% białka. Frakcjonowania białek 

dokonano za pomoc� metody SDS-PAGE, dzi�ki której wykryto proteiny o masie 10-94 

kDa. W składzie białek czarnuszki wyró�ni� mo�na osiem z dziewi�ciu egzogennych 

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

W�glowodany 

W nasionach czarnuszki wyst�puj� w�glowodany w ilo�ci ok. 32 % (9) i s� to 

przewa�nie monosacharydy, tj. glukoza, ksyloza, ramnoza oraz arabinoza, a tak�e 

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

Inne 

W nasionach czarnuszki obecne s� tak�e: melanina; karoten; witaminy B1 i B6; 

flawonoidy (pochodne kemferolu i kwercytyny); sole mineralne (Ca, Fe, K, Na, Mg, Se, 

Zn) (9, 15, 17), a tak�e alkohole cukrowe (ksylitom, galaktitol, inozytol); kwasy 

organiczne (bursztynowy, jabłkowy, fumarowy, cytrynowy) oraz GABA (8, 18). 

1.4. ����������	�������
���	������
�
������	�	����
�
�����	���������	

����������	�
�	

Czarnuszka siewna, Nigella sativa, zwana czarnym kminkiem, była znana i 

ceniona ju� za czasów staro�ytnej Asyrii, wzmianki o niej mo�na znale�� równie� w 

Biblii. Z jej leczniczych wła�ciwo�ci korzystał Hipokrates, a opatrzył opisem 

Dioskurides, grecki lekarz (27). W tamtejszych czasach nasiona czarnuszki stosowano 

jako panaceum w nie�ycie �oł�dka oraz jelit. Ponadto, w Polsce nasiona te stanowiły 

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

W dzisiejszych czasach, nasiona czarnuszki s� wykorzystywane ch�tnie w 

ró�nych gał�ziach przemysłu. W przemy�le cukierniczym korzysta si� z olejku 

eterycznego czarnuszki, w sztuce kulinarnej nasiona s� cz�sto dodawane do potraw 

m.in. w Bułgarii, czy na dalekim wschodzie. Równie� w Polsce popularne stało si� 

posypywanie chleba nasionami czarnego kminku – samych, b�d� te� w poł�czeniu z 

miodem, a tak�e do aromatyzowania wina, czy do sporz�dzania warzywnych 

przetworów. Ponadto, nasiona czarnuszki po zmieleniu stanowi� substytut pieprzu dla 
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osób cierpi�cych na nadwra�liwo�� �oł�dka, poniewa� s� łagodne dla jego błony 

�luzowej (28, 29). 

W ogrodnictwie, kwiat oraz owoce czarnuszki siewnej s� wykorzystywane jako 

ozdoby, Nigella sativa hodowana jest na ogrodowych rabatach oraz na kwiaty ci�te do 

bukietów.  

W kosmetyce zarówno olejek eteryczny, jak i olej tłusty staj� si� coraz 

modniejsz� komponent� kosmetyków naturalnych. Spotykane s� szampony, czy mydła 

na bazie składników pochodz�cych od czarnuszki siewnej. Tak�e przemysł 

perfumeryjny czerpie z bogactwa tej ro�liny (5, 30).  

Równie�, w kulturze medycyny folklorystycznej i tradycyjnej wykorzystuje si� 

wielokierunkowe wła�ciwo�ci lecznicze czarnego kminku, szczególnie w Indiach (31, 

32), czy krajach arabskich, gdzie nazywany jest ‘habbatu sawda’ lub ‘habbatu el baraka’ 

i tam czarne nasiona posiadaj� status panaceum na wszelkie dolegliwo�ci, z wyj�tkiem 

uchronienia od �mierci (28, 33-35). Tak�e w Polskim folklorze czarnuszka siewna jest 

cenion� ro�lin� (36). 

Surowiec leczniczy stanowi� nasienie i olej czarnuszkowy – Semen et Oleum 

Nigellae sativae. Wykazuj� działanie: silnie antybiotyczne, przeciwwirusowe, 

przeciwrobacze, �ółciop�dne i �ółciotwórcze, poprawiaj�ce trawienie, wiatrop�dne, 

przeciwzapalne – równie� w reumatyzmie, przeciwbólowe, hipoglikemiczne, 

moczop�dne, za�ywane całe nasiona pomagaj� w eradykacji Helicobacter pylori; za� 

zewn�trznie stosowane napary pomocne s� w atopowym zapaleniu skóry, czy tr�dziku 

(37-39).   

Z pi�miennictwa wynika, �e gatunek Nigella sativa badany był ju� w latach 60-

tych ubiegłego stulecia (40, 41). 

Wiele wła�ciwo�ci leczniczych stosowanych intuicyjnie w medycynie ludowej 

zostało potwierdzonych przez badania naukowe przeprowadzanych zarówno in vitro, 

jak i in vivo. Doniesienia literaturowe skupiaj� si� przede wszystkim na aktywno�ci 

przeciwzapalnej, antyoksydacyjnej (42), przeciwbakteryjnej (43), hipoglikemicznej 

(44), przeciwwrzodowej (45), a tak�e przeciwnowotworowej (46) czarnuszki siewnej. 

Nasiona podawano doustnie w czystej postaci, b�d� oleju z czarnuszki, administrowano 

olejek eteryczny w miejsce nowotworu(47) lub te� aplikowano do hodowli 
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komórkowych w postaci ekstraktów, czy roztworów wyizolowanych metabolitów 

wtórnych (37). Olej z nasion czarnuszki wykazuje wła�ciwo�ci cytoprotekcyjne dla 

szczurzych jajników przy aplikowaniu doustnym (48). 

Jednym z metabolitów wtórnych nasion czarnego kminku, wielokrotnie 

poddawanym badaniom naukowym, jest tymochinon, główny składnik olejku 

eterycznego. Wykazuje on bardzo szerokie spectrum aktywno�ci biologicznych, m.in. 

przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne (49), antyutleniaj�ce, przeciwzapalne, 

immunostymuluj�ce, przeciwhistaminowe, hepato-, nefro-, neuro- oraz 

gastroprotekcyjne, wspomagaj�ce w zaburzeniach sercowo-naczyniowych, a tak�e w 

zaburzeniach płodno�ci, czy układu oddechowego, równie� wspomagaj�co w cukrzycy 

oraz zaburzeniach kostnych (50). Ponadto, stwierdzono w badaniach in vitro, �e jest 

silnym czynnikiem cytotoksycznym w stosunku do linii komórkowych m.in. na liniach: 

białaczki (51, 52), raka �oł�dka (53), raka piersi (54), raka jelita grubego (55-58), raka 

trzustki (59), raka w�troby (60), włókniakomi�saka (61), raka nerki (62), raka prostaty 

(63, 64) wraz ze zbadanymi mechanizmami swoich wła�ciwo�ci antynowotworowych 

(65, 66). Istniej� tak�e badania na temat wpływu tymochinonu na komórki raka jajnika 

(67-69). 

1.5. ������
��	��
�
������	�������� �	����������	�
�	

Ekstrakty czarnuszki siewnej poddawano analizom zarówno w modelach 

badawczych in vivo m.in. z ocen� działania przeciwzapalnego, neuroprotekcyjnego, 

hepatoprotekcyjnego, przeciwbólowego, antybiotycznego i przyspieszaj�cego gojenie 

ran oraz zrastanie ko�ci (29, 70-75), jak i in vitro. Informacje na temat bada� in vitro 

dotycz� głównie ekstraktów etanolowych, metanolowych, wodnych, heksanowych, czy 

benzenowych oraz ich wła�ciwo�ci antyoksydacyjnych w porównaniu do kwasu 

askorbowego (76), a tak�e ich aktywno�ci antybiotycznej przeciwko szczepom 

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

Ekstrakty z nasion czarnuszki przebadano tak�e ze wzgl�du na ich aktywno�� 

cytotoksyczn� na wybranych liniach komórkowych. 

W przypadku ekstraktu etanolowego badano jego cytotoksyczno�� m.in. na 

nast�puj�cych liniach nowotworowych: dwóch białaczkowych - P388 i Molt4, ponadto 
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pi�ciu pochodz�cych z guzów litych - Wehi 164, LL-2, Hep G2, SW620 i J82 za 

pomoc� testu MTT. Dodatkowo, ekstrakt etanolowy podzielono na frakcje, z których 

octan etylu wykazywał najwi�ksz� aktywno�� cytotoksyczn� (80). Ponadto, ekstrakt ten 

przebadano na linii komórek raka piersi MCF-7 (81), a tak�e na linii A-549 (raka płuc) 

z uzyskanym efektem cytotoksycznym zale�nym od dawki ekstraktu (82). 

Ekstrakt metanolowy badano na dwóch liniach komórek nowotworowych U-937 

i HL-60 oraz na jednym nienowotworowym HEK-293T równie� za pomoc� testu MTT 

w porównaniu z cyklofosfamidem (83, 84). Ponadto, metanolowy ekstrakt przyniósł 

pomy�lne rezultaty w hamowaniu wzrostu komórek linii AGS (raka �oł�dka) (37) oraz 

raka jelita grubego DLD-1 (78). 

Aktywno�� ekstraktów wodnych oceniono na komórkach linii HeLa i Vero (85). 

Dowiedziono tak�e wła�ciwo�ci cytoprotekcyjnych tego� ekstraktu na komórkach linii 

PBLs (izolowanych limfocytów z krwi obwodowej) z indukowanymi bleomycyn� 

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

Według stanu wiedzy autora, istnieje jedynie doniesienie konferencyjne na temat 

wpływu ekstraktów nasion czarnuszki na hodowl� komórek raka jajnika (SKOV-3). 

Etanolowy ekstrakt z nasion czarnuszki wykazał synergizm działania 

antynowotworowego w poł�czeniu z docetakselem i paklitakselem wi�kszy od 

pojedynczego działania ka�dej z wymienionych cytotoksycznych substancji (87). 

W pi�miennictwie jest równie� doniesienie z Malezji na temat wpływu Nigella 

sativa na komórki raka jajnika, jednak na lini� Caov-3 (88). 

1.6. ������
��	��
�
������	!"��������	

�-Hederyna (�-HN), która obecna jest w nasionach czarnuszki siewnej (Nigella 

sativa), zidentyfikowana jest tak�e w gatunkach Hedera helix, Chenopodium quinoa, 

Kalopanax pictus, to monodesmozydow� saponina triterpenoidowa o wzorze 

chemicznym C41H66O12. Znana jest tak�e jako kwas (3�, 4�) -3 - [[2-O- (6-deoksy-�-L-

mannopiranozylo)-�-L-arabinopiranozylo]oksy]-23-hydroksyolean-12-en-28-oowy 

(wzór str. 17). Ma posta� białego krystalicznego proszku o masie cz�steczkowej 750,96, 

temperaturze topnienia 128-268°C. �-Hederyna jest rozpuszczalna w di-

metyloformamidzie, di-metylosulfotlenku i etanolu (89) 
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�-Hederyna ma wiele znacz�cych działa� biologicznych. Została ona 

zidentyfikowana jako kolejny, oprócz tymochinonu, składnik aktywny nasion Nigella 

sativa. Udowodniono, �e saponina posiada wła�ciwo�ci przeciwzapalne i 

przeciwartretyczne, przeciwutleniaj�ce, cytotoksyczne i przeciwnowotworowe, a 

ponadto mo�e zwalcza� paso�yty i grzyby oraz jest �rodkiem desmutagennym i 

hepatoprotekcyjnym (90-100).  

W przypadku przeciwnowotworowych wła�ciwo�ci �-hederyny, 

przeprowadzono jedynie kilka prac, jednak�e mechanizm jej aktywno�ci cytotoksycznej 

nie został jeszcze ostatecznie ustalony. Lorent i in. stwierdzili, �e �-hederyna powoduje 

tworzenie porów błonowych oraz �e �-hederyna wnika do komórki prawdopodobnie 

przez szlak zale�ny od sterolu (101, 102). Udowodniono równie�, �e �-hederyna 

powoduje zmiany w błonie komórkowej ł�cznie z wakuolizacj� cytoplazmy prowadz�c� 

do �mierci komórek w hodowli komórek nowotworowych (czerniak) i 

nienowotworowych (mysie komórki fibroblastów 3T3) (99). Jeong HG i Choi CY 

twierdz�, �e �-hederyna mo�e zwi�ksza� ekspresj� iNOS poprzez transaktywacj� NF-

kappa B, a zatem stymuluje uwalnianie tlenku azotu (NO), co przyczynia si� do 

uszkodze� oksydacyjnych komórek w mysich makrofagach (103). Z drugiej strony �-

hederyna wraz z pentoksyfilin� okazały si� cytotoksyczne przez obni�enie poziomu 

mRNA IL-6 i TNF-� w liniach komórkowych mysich makrofagów (RAW 264,7) i 

mysiego w�trobiaka (Hepa-1c1c7) (97). Co wi�cej, wytwarzanie reaktywnych form 

tlenu i wewn�trzkomórkowe zubo�enie glutationu odgrywaj� równie� rol� w 

mechanizmie cytotoksycznego działania �-hederyny na komórki P388 mysiej białaczki 

(104). �-hederyna aktywuje ponadto kaspaz�-3 i -9 poprzez depolaryzacj� potencjału 

błony mitochondrialnej, co wyzwala uwalnianie apoptosomu (Apaf-1) i cytochromu c w 

ludzkich komórkach raka piersi (MDA-MB-231 i MCF -7) (105). W raku krtani (HEp-

2) �-hederyna wywołuje apoptoz� i martwic� (100). Co wi�cej, �-hederyna jest aktywna 

wobec innych ludzkich linii komórek nowotworowych, na przykład przeciwko rakowi 

płuc Lewis (LL/2), mi��niom gładkim (HASM), ludzkiej nerki (HEK293) i transfekcji 

linii komórkowych HEK293 (26, 106). W odniesieniu do raka okr��nicy (HT-29), �-

hederyna ma działa� synergistycznie z 5-fluorouracylem i 3-O-alfa-L-ramnopiranozylo- 

(1 -> 2) -alfa-L-arabinopiranozydem (107, 108). Ponadto, badano równie� �-hederyn� 

w porównaniu z nanocz�stkami chitozanu sprz��onymi z cz�steczk� �-hederyny (�-HN-

CS-CD147-NP) na liniach komórek ludzkiego raka w�troby SMMC-7721 i HepG2. W 



26 
 

�

rezultacie, przeciwciało sprz��one z �-hederyn� okazało si� bardziej aktywne w 

stosunku do tych linii komórkowych ni� sama �-hederyna (109). Ponadto �-hederyna w 

st��eniu 0,13–13,0 nmol/mL okazała si� nie-mutagenna w ludzkich limfocytach z 

indukowan� toksyczno�ci� przez doksorubicyn� (110). Jak wynika z przedstawionych 

wyników, badania dotyczyły aktywno�ci przeciwnowotworowej �-hederyny na kilku 

liniach komórkowych. W pi�miennictwie nie ma �adnych informacji na temat wpływu 

�-hederyny na lini� komórkow� SKOV-3 ludzkiego raka jajnika.  
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Cytotoksyczno�� jest terminem oznaczaj�cym szeroko rozumian� toksyczno�� 

substancji chemicznych lub poszczególnych rodzajów komórek wobec komórek 

okre�lonego organizmu. Cytotoksyczno�� jest podstaw� działania chemioterapeutyków 

u�ywanych w farmakoterapii, dotyczy leków antybiotycznych i 

przeciwnowotworowych. Nowe zwi�zki chemiczne, ro�linne wtórne metabolity maj�ce 

mo�liwo�� potencjalnego wykorzystania w terapii zawsze podlegaj� ocenie bada� in 

vitro opartych zazwyczaj na pomiarze zaburze� w funkcjonowaniu komórek, 

spowodowanych dan� substancj� (111). Badania cytotoksyczne nie s� równowa�ne z 

toksykologicznymi badaniami in vivo. Słu�� do okre�lenia mechanizmu na poziomie 

komórki, a nie na poziomie tkanki, czy narz�du, b�d� całego organizmu. Najcz��ciej 

stosowan� miar� liczbow� cytotoksyczno�ci jest IC50, które jest st��eniem badanego 

czynnika hamuj�ce w 50% proliferacj� komórek hodowli in vitro w porównaniu z prób� 

kontroln� (112, 113). 

Badania cytotoksyczno�ci oparte s� m.in. o zmiany zawarto�ci białka lub 

materiału genetycznego, zdolno�ci komórek do proliferacji, zmiany integralno�ci błony 

komórkowej, czy aktywno�ci enzymów komórki. S� to np. testy z zastosowaniem soli 

tetrazoliowej (MTT, XTT, WST, EZ4U, LDH) (114-121) lub wychwyt czerweni 

oboj�tnej (122), a tak�e testy prze�yciowe Alamar Blue (123). Ponadto, jedn� z 

najnowszych metod do pomiaru zmian procesów komórkowych in vitro o wy�szej 

czuło�ci ni� inne testy cytotoksyczno�ci jest system RTCA (124, 125). 

#$#$ ����
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System Real Time xCELLigence (RTCA), wprowadzony na rynek �wiatowy w 

2008 roku, pozwala na ci�gły monitoring proliferacji linii komórkowych w czasie 

rzeczywistym dzi�ki zastosowaniu elektrycznej impedancji (126). Hodowane komórki 

nowotworowe wysiewane s� i inkubowane w wielodołkowych płytkach zintegrowanych 
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z mikroelektronicznym czujnikiem. Pozwala to na ci�gł� obserwacj� interakcji komórek 

z elektronicznymi biosensorami w odniesieniu do ich prze�ywalno�ci, liczebno�ci, 

morfologii oraz stopnia adhezji. Metoda zapewnia powtarzalno�� i odtwarzalno�� 

do�wiadcze� dzi�ki wielogodzinnej kontroli inkubowanych hodowli komórek. Mo�liwa 

jest kontrola wpływu zastosowania ró�nych st��e� ekstraktów ro�linnych na badane 

komórki nowotworowe oraz czas, po którym efekt cytotoksyczny zostanie osi�gni�ty. 

Ponadto, w badaniu monitorowany jest wpływ ró�nych zwi�zków na testowane 

komórki, okre�lenie ich aktywno�ci cytotoksycznej, a tak�e poznanie mechanizmów 

działania nowych, nieanalizowanych jeszcze zwi�zków, dzi�ki porównaniu ze znanymi 

profilami kinetycznymi pochodz�cymi od dobrze poznanych zwi�zków. Krzywe te 

zale�� od rodzaju komórki, st��enia u�ytego zwi�zku, czasu ekspozycji komórki 

nowotworowej na zwi�zki cytotoksyczne oraz mechanizmu działania. 

Zalet� tej metody jest mo�liwo�� ci�głej obserwacji zmian zachodz�cych w 

badanych komórkach oraz ocena warto�ci IC50 przez całe prowadzone do�wiadczenie, 

w przeciwie�stwie do tradycyjnych metod (np. do testów z wykorzystaniem soli 

tetrazolowej MTT, XTT), które dostarczaj� obrazu wyrywkowego w wybranych 

punktach (127), (128). Powy�sza metoda umo�liwia obserwacj� ponownej proliferacji 

komórki nowotworowej, migracji komórek, po uprzednio zaobserwowanym spadku 

prze�ywalno�ci. 

Metoda Real-Time xCELLigence pozwala na przyspieszenie post�pów w 

pracach badawczych w poszukiwaniu naturalnych zwi�zków wykazuj�cych aktywno�� 

cytotoksyczn�. 

Jednym z celów po�rednich autora niniejszej pracy było opracowanie metody 

regeneracji E-płytek umo�liwiaj�cej wielokrotne ich stosowanie (129). Zało�enie 

dotyczyło opracowania metody na ponowne u�ycie E-płytek, które, według zalecenie 

producenta, s� jednorazowego u�ytku. Wykazano, �e płytki elektroniczne zawieraj�ce 

studzienki z elektrodami czujnikowymi, które maj� szerokie zastosowanie w wielu 

obszarach badawczych, m.in. w profilowaniu reakcji na leki, w optymalizacji 

warunków hodowli komórkowych (130, 131), mog� by� wielokrotnie regenerowane i 

ponownie wykorzystywane. Regeneracja płytek zmniejsza koszty oraz ilo�� odpadów 

powstałych podczas eksperymentów RTCA i, co wa�niejsze, nie wpływała na 

odtwarzalno�� danych w naszych eksperymentach. Nale�y podkre�li�, �e całkowite 
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usuni�cie substancji cytotoksycznej po ka�dym u�yciu jest obowi�zkowe, chocia� w 

przypadku niektórych zwi�zków mo�e to nie by� mo�liwe. 

Prowadzone wszystkie badania zawarte w niniejszej monografii zaliczane s� do 

metod alternatywnych, których definicja opiera si� mi�dzy innymi na zasadach 

zaproponowanych przez Russella i Burcha w 1959 roku. Dotycz� one zast�pienia 

zwierz�t w eksperymencie przez model badawczy „3Rs koncept” (Refinement, 

Reduction and Replacement) tj. udoskonalenie metod badawczych (Refinement), ,,nie 

odczuwaj�cy cierpie�” (ang. Replacement) oraz zmniejszenia liczby zwierz�t, na 

których trzeba przeprowadzi� badania (ang. Reduction) (132). Nale�y podkre�li�, �e 

Komisja Europejska przywi�zuje du�� wag� do opracowywania i wprowadzania do 

praktyki metod alternatywnych (Dyrektywa Rady nr 86/609/EEC). 

 

 

  



30 
 

�

�� ����������������������������� !"#$�%�&'!�('()*!'�

Linia SKOV-3 (lub wymiennie SK-OV-3) pochodzi z komórek raka jajnika 

zebranych w 1973 r. od 64-letniej kobiety i wykazuje wysok� odporno�� na liczne 

�rodki cytotoksyczne, w tym TNF, adriamycyn� i cisplatyn� (133, 134). Ponadto, jest to 

linia nadaj�ca si� do bada� przedklinicznych, cechuj�ca si� podobie�stwem do 

nowotworu jajnika in vivo oraz wykazuj�ca du�� zdolno�� do tworzenia guzów u myszy 

po wstrzykni�ciu w okre�lonych miejscach (135). Linia ta jest cz�sto wykorzystywana 

w badaniach naukowych (136-140), tak�e podczas poszukiwa� nowych leków (141). 

 

Ryc. 3. Komórki SKOV3 w hodowli, pasa� 38. Powi�kszenie 100x. Zdj�cie 

wykonane w Katedrze i Zakładzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej. Fot. Anna 

Adamska 

Rak jajnika jest uwa�any za jeden z najgro�niejszych ginekologicznych 

nowotworów, plasowany jest na czwartym miejscu w�ród zgonów spowodowanych 

kobiecymi nowotworami (142). Ponadto, wg statystyk, zachorowalno�� na ten typ 

nowotworu wci�� ro�nie (143). Spowodowane jest to nie tylko faktem pó�nego 

wykrywania choroby, z uwagi na brak specyficznych jej objawów, ale tak�e braku 

bada� przesiewowych w kierunku tego nowotworu, równie� w�ród chorych obj�tych 

kontrol� z powodu rozpoznanej mutacji genów BRCA (144). Dodatkowo, istniej� wci�� 

niewystarczaj�ce metody terapii nowotworu jajnika, a tak�e wzgl�dnie szybko rosn�ca 

oporno�� komórek nowotworowych na dost�pn� i stosowan� chemioterapi� (145). 

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

kierunkiem. 

Etiologia ponad 95-ciu procent zło�liwych nowotworów jajnika jest pochodzenia 

nabłonkowego. Najwa�niejsze czynniki ryzyka wyst�powania tego nowotworu to: 

� posiadanie mutacji w genach BRCA 1/2 (odnosi si� do 13-stu procent 

wykrytych przypadków zło�liwego nowotworu jajnika) 

� zespoły dziedzicznego raka jajnika i piersi 

� rodzinne wyst�powanie dziedzicznego raka jelita grubego 

niepolipowatego (zespół Lyncha) 

� długotrwała stymulacja owulacji, bezdzietno��, nieudane próby 

zapłodnie� in vitro 

Ryzyko zachorowalno�ci na raka jajnika jest zmniejszone podczas stosowania 

antykoncepcji hormonalnej, okluzji jajowodów, b�d� wyci�cia jajników, jajowodów 

oraz macicy, a tak�e podczas karmienia piersi� (146). 

Zdiagnozowanie raka jajnika w pocz�tkowych stadiach szacuje si� jedynie na 

około 20-30 %, pozostałe 70 % to odsetek kobiet b�d�cych w III i IV stopniu 

zaawansowania choroby. U wi�kszo�ci chorych pacjentek przez pierwszy rok przed 

rozpoznaniem pojawiaj� si� atypowe dolegliwo�ci dyspeptyczne, brak jest za� objawów 

patognomicznych (147). Notuje si� tak�e podwy�szony poziom antygenu CA125, a 

tak�e płyn w jamie otrzewnej brzusznej, cz�sto tak�e w jamie opłucnej. U cz��ci 

pacjentek jajniki stwierdza si� prawidłowej wielko�ci, b�d� wył�cznie nieznacznie 

powi�kszone, pomimo, �e nowotwór jest ju� rozsiany w jamie brzusznej. 

W ka�dym przypadku stwierdzonego guza jajnika, rekomenduje si� wykonanie 

standardowego testu ROMA lub obliczenie indeksu RMI, które to klasyfikuj� 

przynale�no�� pacjentki do okre�lonej grupy ryzyka, a zatem rekomenduj� tak�e obj�cie 

leczeniem w specjalistycznej placówce z do�wiadczeniem w nowotworach jajnika (146, 

148). 

Leczenie raka jajnika jest terapi� skojarzon� uwzgl�dniaj�c� zarówno 

cytoredukcj� na drodze operacji, jak i chemioterapi�. Leczenie farmakologiczne opiera 

si� przewa�nie na dwóch grupach leków – pochodnych platyny (cisplatyna lub 

karboplatyna) oraz taksoidu (paklitaksel), ł�cznie z premedykacj� lekami 
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przeciwhistaminowymi, blokerami receptora H2, steroidowymi, a tak�e w niektórych 

przypadkach stosowanym podtrzymuj�co bewacyzumabem (149-151). Konieczne jest 

monitorowanie parametrów krwi podczas trwania terapii, szczególnie obrazu krwinek 

czerwonych. 

Niestety, rak jajnika jest typem nowotworu trudno uleczalnym, st�d – z uwagi na 

nawroty choroby – przyjmuje ona cz�sto charakter schorzenia przewlekłego. Dla 

wi�kszo�ci pacjentek s� to pojawiaj�ce si� po sobie cykle wznowy choroby, nast�pnie 

skracaj�cych si� okresów bez objawów choroby, a� do momentu braku wra�liwo�ci na 

leczenie preparatami cytostatycznymi. Stosowana farmakologia przybiera posta� 

paliatywnej chemioterapii, gdzie priorytetem nie staje si� uzyskanie pozytywnej 

odpowiedzi na leczenie, lecz celem jest poprawa jako�ci �ycia pacjenta, 

przeciwdziałanie objawom, opó�nienie pojawienia si� objawowej progresji nowotworu, 

a tak�e przedłu�enie czasu �ycia (152-154).  

Niezb�dne jest zatem poszukiwanie nowych leków, o innych punktach uchwytu, 

innych mechanizmach molekularnych ni� dost�pne i stosowane �rodki farmakologiczne 

do walki z rakiem jajnika. 
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II. CELE PRACY 

Podj�cie w realizacji pracy doktorskiej bada� dotycz�cych aktywno�ci 

cytotoksycznej nasion czarnuszki siewnej Nigella sativa, uzasadniały wyniki bada� tego 

gatunku prowadzone przez ró�ne o�rodki naukowe. Wi�kszo�� bada� dotyczyła szeroko 

wykorzystywanego olejku z czarnuszki siewnej i aktywno�ci obecnego w nim 

tymochinonu. Tylko pojedyncze doniesienia dotyczyły bada� ekstraktów z nasion, w 

tym aktywno�ci przeciwnowotworowej. W badaniach wykazano aktywno�� 

cytotoksyczn� w stosunku m.in. do komórek linii MCF-7 (rak piersi), A-549 (rak płuc), 

jak równie� w stosunku do komórek linii AGS (rak �oł�dka) oraz raka jelita grubego 

DLD-1. Jak dot�d nie odnotowano �adnych informacji o badaniach wpływu ekstraktów 

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

W pi�miennictwie, mimo stwierdzonej w nasionach Nigella sativa obecno�ci 

wtórnych metabolitów z grupy triterpenowych saponin, w tym wyst�powania �-

hederyny, brak jest wystarczaj�cych informacji o badaniach dotycz�cych aktywno�ci 

cytotoksycznej tej grupy zwi�zków. W pi�miennictwie nie ma równie� �adnych 

informacji na temat wpływu �-hederyny na lini� komórkow� SKOV-3 ludzkiego raka 

jajnika.  

Przedstawiony powy�ej stan wiedzy na temat Nigella sativa uzasadnia podj�cie 

bada�, które miały dwa główne cele: 

Oszacowanie:  

• aktywno�ci cytotoksycznej ekstraktów oraz metabolitów wtórnych 

nasion gatunku Nigella sativa na liniach komórek nowotworowych 

(linia komórkowa SKOV-3 – linia komórkowa raka jajnika; linia 

komórkowa HeLa – linia komórkowa raka szyjki macicy) i 

nienowotworowej linii komórek ludzkich keratynocytów (linia 

komórkowa HaCaT)  

Poznanie: 

• mechanizmu aktywno�ci cytotoksycznej �-hederyny na linii 

komórkowej SKOV-3 

 



34 
 

�

W rozprawie doktorskiej wyznaczono tak�e cele po�rednie: 

• Ocena wpływu sposobów ekstrakcji nasion Nigella sativa na 

aktywno�� cytotoksyczn� ekstraktów i frakcji 

• Porównanie metody badania aktywno�ci cytotoksycznej MTT z 

systemem Real-Time xCelligence (RTCA). 

• Opracowanie metody regeneracji E- płytek w systemie RTCA 

• Analiza metabolitów z grupy saponin triterpenowych  

• Oznaczenie zawarto�ci �-hederyny w wybranych frakcjach oraz 

ekstraktach z nasion Nigella sativa  
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III. CZ��� DO�WIADCZALNA 
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• Ła�nia wodna W410E, LaboPlay, Polska 

• Ła�nia ultrad�wi�kowa UM-1, Unitra-Unima, Polska 

• Ła�nia wodna B-490, Büchi, Szwajcaria 

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

• Młynek elektryczny A-10, 20000 rpm, Yellow line IKA- Werke, Niemcy 

• Pompa pró�niowa KNF Laboport, KNF, USA 

• S�czki bibułowe 

• S�czki membranowe 0,22�m 

• Strzykawki 

• Szkło laboratoryjne 

• Wyparka pró�niowa Rotavapor R-200, Büchi, Szwajcaria 

• Zestaw do dejonizacji wody, MILLI-RO i MILLI-Q MILLIPORE, Francja 

• Wytrz�sarka MS3 basic, IKA, Niemcy 

• Liofilizator ALPHA 2-4Lplus, Martin Christ, Niemcy 

• Wstrz�sarka Vortex MS-1 – IKA-Werke, Niemcy 
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• Zestaw pipet automatycznych (0,4 -2,5 �l; 1-100 �l x12; 30-300 �l x12) – 

Eppendorf, Niemcy 
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• Zestaw pipet automatycznych (1-10 �l; 2-20 �l; 10-100 �l; 20-200 �l; 100-1000 

�l)  – Biohit, Finlandia 

• Zestaw pipet automatycznych (1-10 �l; 2-20 �l; 10-100 �l; 20-200 �l; 100-1000 

�l)  – Brand, Niemcy 

• Pipetor automatyczny Accumax PipetController  – Fine Care Biosystems, Indie 

• Pipetor automatyczny Pipet-Aid – Drummond, USA 

• Pompa aspiracyjna FTA-1, Biosan, Łotwa 

• Mikroskop odwrócony DM IL LED, Leica, Szwajcaria 

• Inkubator CO2 CB150, Binder, Niemcy 

• Laminar Labculture Reverse Horizontal Flow Cabinets, Esco, Singapur 

• Sprz�t jednorazowy (ko�cówki do pipet automatycznych, ko�cówki do 

aspiratora, tipsy do pipet automatycznych, próbówki typu Eppendorf 1.5ml, 

próbówki typu Falkon 15ml i 50ml) 

• Butelki do hodowli komórkowych T25 i T75 

• R�kawiczki jednorazowe 
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• RTCA DP Analyzer, Roche, USA 

• E-plate 16, Roche, USA 

• Komputer osobisty, Hewlett Packard, USA 

• Oprogramowanie RTCA Software 1.2.1, Roche, USA 
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• Wytrz�sarka IKA KS130 Basic – IKA-Werke, Niemcy 

• Spektrofotometr Epoch – BioTek, USA 
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• Komputer osobisty – Asus, Tajwan 

• Płytki 96-dołkowe do MTT 
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• Mikroskop fluorescencyjny Leica, Szwajcaria 
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• Mikrokapilarny cytometr przepływowy,  Muse Cell Analyzer, Merc Millipore 

• Probówki kompatybilne z mini cytometrem przepływowym Muse Cell Analyzer 

• Płytki 6- oraz 12-dołkowe 
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• Luminometr Glomax Multi+ Detection System (Promega), USA 

• Płytki 96-dołkowe kompatybilne z luminometrem 
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• Chromatograf Acquity Ultra Performance Liquid Chromatograph firmy Waters 

wyposa�ony w detektor DAD 

• Warunki chromatograficzne: 

� Kolumna: LumiSep HPLC column, C18 3µm, 120Å, 2,1x50mm 

� Temperatura kolumny: 35oC 
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• Etanol 96%, Polmos, Polska 

• Butanol, POCh Gliwice, Polska 

• Octan etylu, POCh Gliwice, Polska 

• Woda dejonizowana oraz destylowana – Katedra i Zakład Biologii i Botaniki 

Farmaceutycznej 
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• Po�ywka McCoy’s, Sigma-Aldrich, USA 

• Po�ywka 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 
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• Składniki do hodowli – jw. 

• 1% roztwór kolagenu pochodz�cego ze skóry ciel�cej – Sigma Aldrich 

• Siarczan winblastyny – Sigma-Aldrich 
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• MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) – Sigma-

Aldrich, USA 

• DMSO (dimetylosulfotlenek) – POCh, Polska 
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• Barwnik Hoechsta (Hoechst dye 33342) - Life Technologies, USA 
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• Odczynnik MuseTM Annexin V & Dead Cell Reagent (7-AAD) 
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• Odczynnik Mitopotential dye (kationowy, liofilowy barwnik słu��cy do detekcji 

zmian w potencjale mitochondrialnym), znacznik martwych komórek (7-AAD) 

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

#$5$.$ 7���������	�����(	�������'�	������	������
��
�������
	/��"#	

• Dwa specyficzne skoniugowane ze sob� przeciwciała: 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) 

#$5$0$ 7���������	������
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• Odczynnik MuseTM Caspase-3/7 reagent NucViewTM4 
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• 7-AAD 

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

• PBS 

#$5$2$ /������	�����
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• Odczynnik: Muse Cell Cycle reagent 

• 70% etanol 

#$9$ /������	������
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• Zestaw do analizy kaspazy 8 i 9 - Caspase-Glo 8 and 9 Assay Kits (Promega, 

USA) 
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• �������
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A: H2O, 0,1% kwas mrówkowy 

B: 90% ACN 0,1% kwas mrówkowy 
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• Kraj pochodzenia – Polska 

• Zakład Zielarski „KAWON – HURT” Nowak sp. j.  

• Zbiór nasion - wrzesie� 2013 r.�

.$#$ !"��������	

• �-hederyna – Sigma-Aldrich, USA 

.$.$ >����	�
� ��
��	

• Linia komórkowa SKOV-3 – linia komórkowa raka jajnika; komórki 

adherentne, epitelialne; po�ywka McCoy’s 5A+ streptomycyna (100�g/ml) + 

penicylina G (100jm/mL) + FBS (10%); pasa� co 3 dni; pochodzenie ATCC 

• Linia komórkowa HeLa – linia komórkowa raka szyjki macicy; komórki 

adherentne, epitelialne; po�ywka DMEM + L-glutamina (2mM/mL) + 

streptomycyna (100�g/ml)  + penicylina G (100jm/mL) + FBS (10%); pasa� co 

3 dni; pochodzenie ATCC 

• Linia komórkowa HaCaT – nienowotworowa linia komórek ludzkich 

keratynocytów; komórki adherentne, epitelialne; po�ywka DMEM + L-

glutamina (2mM/mL) + streptomycyna (100�g/ml)  + penicylina G (100jm/mL) 

+ FBS (10%); pasa� co 3 dni; pochodzenie ATCC 

�

�

�
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W pracy zało�ono badania ekstraktów wodnych i etanolowych („ekstrakty 

pierwotne”) otrzymanych z nasion Nigella sativa oraz frakcji przygotowanych z 

„ekstraktów pierwotnych” wykazuj�cych aktywno�� cytotoksyczn�. Proces ekstrakcji 

prowadzony był w temperaturze 40°C, co zapewniało bezpieczne warunki dla 

zawartych w nich zwi�zków saponinowych, w tym α−hederyny.  

Przygotowanie ekstraktów obejmowało nast�puj�ce etapy:  

• proszkowanie  nasion (20 g) Nigella sativa,  

• dodanie 200 g rozpuszczalnika (woda dejonizowana, 50% etanol (v/v) 

lub 95% etanol),  

• wytrz�sanie na wstrz�sarce automatycznej przez 60 minut,  

• maceracja w ła�ni wodnej w 40 ° C przez 24 godziny lub w ła�ni 

ultrad�wi�kowej przez 45 minut,  

• filtracja ekstraktu, zag�szczanie na wyparce pró�niowej, 

• liofilizacja.  

Otrzymano pi�� ekstraktów pierwotnych: (Aq) ekstrakt wodny, (Aqs) wodny 

ekstrakt wspomagany ultrad�wi�kami, (E50) 50% ekstrakt etanolowy, (Es50) 50% 

etanolowy ekstrakt wspomagany ultrad�wi�kami i (E95) 95% ekstrakt etanolowy. 

Zliofilizowane ekstrakty rozpuszczono w wodzie dejonizowanej do uzyskania 

po��danego st��enia wyj�ciowego do bada� cytotoksyczno�ci (2mg/mL lub 20mg/mL). 

Frakcje wykonano z pierwotnego ekstraktu wodnego (Aq), 50% ekstraktu 

etanolowego (E50) i 50% etanolowy ekstrakt wspomagany ultrad�wi�kami (Es50).  
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Przygotowanie frakcji obejmowało: 

• rozpuszczenie ka�dego zliofilizowanego ekstraktu (1000 mg) w 50 ml wody 

dejonizowanej,  

• poł�czenie rozpuszczonego ekstraktu z równ� ilo�ci� (50 ml) rozpuszczalnika 

organicznego (n-butanol i octan etylu) w rozdzielaczu, wstrz�sanie, rozdzielenie 

faz po ustaleniu równowagi (proces dodawania rozpuszczalnika i rozdzielanie 

dwóch faz powtarzano dwukrotnie),  

• zat��anie i liofilizacja faz.  

 

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

octanem etylu i 6 frakcji wodnych (po dwie z ka�dego ekstraktu pierwotnego). Frakcje 

rozpuszczano w wodzie dejonizowanej do osi�gni�cia ko�cowego st��enia 20 mg/ml. 

Proces przygotowania ekstraktów i otrzymanych z nich frakcji przedstawia 

poni�szy schemat.  



 

Schemat 1. Proces

 

1. Proces przygotowania ekstraktów i otrzymanych z nich frakcji

 

ji
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System Real-Time xCELLigence (ACEA Biosciences, USA) jest 

wykorzystywany do monitorowania cytotoksyczno�ci. Pomiar oparty jest o zmiany 

impedancji w elektronicznych biosensorach zintegrowanych z wielodołkowymi E-

płytkami (Ryc. 4). Zasada działania systemu RTCA została szczegółowo opisana w 

rozdziale 2.2 cz��ci teoretycznej. 

 

Ryc. 4. Od lewej: płytka E-16, dna studzienek pokryte elektrodami, rozwój 

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

 

Komórki w ilo�ci 2x104 komórek/studzienk� wysiano na 16-dołkow� E-płytk�, 

ka�da studzienka wyj�ciowo zawierała 100 µl po�ywki. Gdy komórki wkroczyły w faz� 

logarytmicznego wzrostu, dodano roztwory:  

� wodne 5-ciu ró�nych ekstraktów o zakresie st��e� 10,0 – 2000 µg/ml, 

� wodne 12-stu ró�nych frakcji o zakresie st��e� 10 - 600 µg/ml oraz 

� roztwór �-hederyny (rozpuszczonej w 99,9% DMSO) w zakresie 1–70 µg/ml. 

St��enie DMSO w kontroli nie przekraczało 0,7% (v/v). 

Alfa-hederyna została rozpuszczona w DMSO w st��eniu 10 mg/ml do testów 

cytotoksyczno�ci. DMSO dodano do komórek kontrolnych w st��eniach, które 
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odpowiadaj� maksymalnemu st��eniu DMSO stosowanemu z maksymalnym st��eniem 

alfa-hederyny w ka�dym eksperymencie. I tak na przykład w stosowanym zakresie 

st��e� 1-70 µg/ml alfa-hederyny ko�cowe st��enie DMSO w próbce kontrolnej 

wyniosło 0,7% (v/v) (alfa-hederyna została rozcie�czona 143 razy, aby uzyska� 70 

µg/ml i DMSO (99,9%) równie� rozcie�czono 143 razy, wi�c ko�cowe st��enie DMSO 

dodanego do komórek wyniosło 0,7%). Gdy zakres st��e� alfa-hederyny wynosił 0,5-30 

µg / ml, ko�cowe st��enie DMSO w próbce kontrolnej wynosiło 0,3% (v / v). 

Komórki nast�pnie inkubowano z ww. roztworami i monitorowano przez 24 

godziny w 37°C w atmosferze 5% CO2; eksperyment powtórzono niezale�nie co 

najmniej trzykrotnie.  

Indeks komórek, Cell Index, (CI) oraz warto�ci IC50 uzyskano ze zmierzonej 

impedancji komórka-elektroda, która jest bezpo�rednio zwi�zana z �ywotno�ci� i liczb� 

komórek. 

Warto�� CI oblicza si� w nast�puj�cy sposób: 

�� �
��� � ��	


��

 

gdzie Zi jest oporem zbadanym w dowolnym momencie eksperymentu, 

 Zo to oporno�� tła, która została zbadana dla samego medium tu� przed 

rozpocz�ciem do�wiadczenia. 

0$#$#$ )��������'�		B"������	�	��������	)*+�	

Pomimo wielu zalet systemu RTCA, które przedstawiono w poprzednich 

rozdziałach, głównym jego ograniczeniem jest zalecane przez producenta jednokrotne 

stosowanie E-płytek, co powoduje wysokie koszty u�ytkowania.  

Zało�eniem prowadzonych w niniejszej pracy eksperymentów było opracowanie 

metody regeneracji E-płytek, z mo�liwo�ci� wielokrotnego ich stosowania.  

W opracowanej metodzie (129) regeneracji E-płytek testowano dwa rodzaje E-

płytek: płytki pokryte kolagenem i płytki bez kolagenu. Skuteczno�� metody testowano, 

u�ywaj�c komórki HeLa traktowane siarczanem winblastyny. Studzienki E-płytek 

przemywano dwukrotnie PBS. Komórki przył�czone do dna studzienki „odklejano” 
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przez dodanie 100 µl roztworu trypsyny-EDTA. Nast�pnie komórki usuwano, a 

studzienki przemywano dwukrotnie PBS. Wszystkie etapy przygotowania płytki 

przeprowadzono w sterylnym �rodowisku. Aby unikn�� uszkodzenia elektrody, media, 

bufor i trypsyn� delikatnie usuwano przez odessanie.  Przed ka�dym ponownym 

u�yciem płytki, weryfikowano brak komórek na dnie studzienek pod mikroskopem.  

W celu zbadania rezultatów ponownego u�ycia E-płytek, przeanalizowano 

profile impedancji RTCA i obliczono uzyskane warto�ci IC50 dla przeprowadzonych 

eksperymentów po traktowaniu komórek HeLa siarczanem winblastyny. Profile 

impedancji RTCA uzyskano z sze�ciu ró�nych grup płytek, które zostały oznaczone 

nast�puj�co:  

• płytki bez powłoki kolagenowej: A, B, C - odpowiednio nowe, 

jednokrotnie u�yte i dwukrotnie u�yte  

• płytki  z powłok� kolagenow�; D, E, F — odpowiednio nowe, 

jednokrotnie u�yte i dwukrotnie u�yte.    

Na Ryc. 5 przedstawiono profile impedancji uzyskane dla komórek HeLa, które  

były porównywalne we wszystkich sze�ciu grupach płytek. 

   We wszystkich eksperymentach warto�ci IC50 siarczanu winblastyny wynosiły 

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

Tabela 1. Warto�ci IC50 (nM) siarczanu winblastyny w oparciu o RTCA 

uzyskane w eksperymentach z komórkami HeLa i E-płytkami u�ytymi do trzech 

razy. 

E-płytki IC50 [nM]; R2 

Płytki 1x u�yte Płytki 2x u�yte Płytki 3x u�yte 

Płytki bez 
kolagenu 5.06±0.35; R2=0.93 5.22±0.56; R2=0.98 5.11±0.58; R2=0.96 

Płytki          
pokryte 
kolagenem 

5.05±0.37; R2=0.95 5.21±0.50; R2=0.96 5.16±0.39; R2=0.96 

R2- współczynnik determinacji 

*IC50 i R
2 wyniki wyra�ono jako warto�ci �rednie uzyskane z co najmniej dziesi�ciu 

niezale�nych eksperymentów 

 



 

Ryc. 5. Profile impedancji RTCA E

traktowane siarczanem winblastyny przez 24 godziny 

Analizy statystyczne nie wykazały znacz

ró�nych grup płytek. St�

wpłyn�ły na wyniki cytotoksyczno

Na podstawie uzyskanych wyn

regenerowane i ponownie wykorzystywane, z dobr

eksperymentach (129). 
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Profile impedancji RTCA E-płytek zawieraj	cych komórki HeLa 

traktowane siarczanem winblastyny przez 24 godziny w zakresie st

Analizy statystyczne nie wykazały znacz�cych ró�nic mi�dzy warto�

�d, ani trypsynizacja komórek, ani powłoka kolagenowa n

ły na wyniki cytotoksyczno�ci. 

Na podstawie uzyskanych wyników wykazano, �e E-płytki mog�

regenerowane i ponownie wykorzystywane, z dobr� odtwarzalno

 

cych komórki HeLa 

zakresie st��e� 1 – 20 nM. 

�ciami IC50 sze�ciu 

ani trypsynizacja komórek, ani powłoka kolagenowa nie 

� by� wielokrotnie 

 odtwarzalno�ci� danych w 



 

Ryc. 6. Warto

godzinnym traktowaniu komórek HeLa na 6
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ywotno�� komórek okre

Komórki w ilo�ci 2x103

nast�pnie traktowano przez 24 godziny

� wodnymi 5-ciu ró

� wodnymi 12 ró�nych 

� roztworem �-hederyny

50 µg/ml. DMSO dodano do komórek kontrolny

Nast�pnie po�ywk

roztworem MTT (0,5 mg / ml) oraz inkubowano przez 3

optyczn� roztworu formazanu zmierzono przy długo
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. Warto�ci IC50 otrzymane dla siarczanu winblastyny po 24

godzinnym traktowaniu komórek HeLa na 6-ciu ró�nych grupach E
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 komórek okre�lano równie� za pomoc� testu MTT
3 komórek / studzienk� wysiewano na 96-studzienkowe płytki, a 

pnie traktowano przez 24 godziny roztworami: 

ró�nych ekstraktów o zakresie st��e� 10,0 – 2000 

nych frakcji o zakresie st��e� 10 - 600 µg/ml

hederyny (rozpuszczonej w 99,9% DMSO) w zakresie st

. DMSO dodano do komórek kontrolnych w st��eniu 0,5% (

ywk� odrzucono i do komórek dodano �

roztworem MTT (0,5 mg / ml) oraz inkubowano przez 3 godziny w 37 ° C. G

 roztworu formazanu zmierzono przy długo�ci fali 570 nm 

 

otrzymane dla siarczanu winblastyny po 24- 

nych grupach E-płytek.  
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tu MTT (115, 155). 

studzienkowe płytki, a 

2000 µg/ml, 

 oraz 

w zakresie st��e� 0,5-

eniu 0,5% (v/v). 

�wie�� po�ywk� z 

 godziny w 37 ° C. G�sto�� 

ci fali 570 nm oraz 650 nm za 



50 
 

�

pomoc� czytnika płytek Epoch (BioTek Instruments, USA). Wyniki trzech niezale�nych 

eksperymentów wyra�ono jako �rednie warto�ci IC50 (± SD).  
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Analizy ekstraktów i frakcji oraz oznaczenie α -hederyny prowadzono metod� 

chromatografii cieczowej – HPLC-UV  (Chromatograf Acquity Ultra Performance 

Liquid Chromatograph firmy Waters wyposa�ony w detektor DAD).  

Warunki chromatograficzne: 

� Kolumna: LumiSep HPLC column, C18 3µm, 120Å, 2,1x50mm 

� Temperatura kolumny: 35oC 

Analizy przeprowadzano we współpracy z Laboratorium Analizy 

Chromatograficznej Instytutem Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk  w 

Warszawie.  
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Widma magnetycznego rezonansu j�drowego (1H-NMR i 13C-NMR) były 

rejestrowane na spektrometrze Bruker AVANCE III 500 MHz, wyposa�onym w 

szerokopasmow� sond� BBFO. Sonda BBFO umo�liwia akwizycj� widm w szerokim 

zakresie j�der oraz wykonywanie eksperymentów korelacyjnych.  

Analizowane próbki rozpuszczano w 0,6 ml D2O i umieszczono w probówkach 

NMR o �rednicy 5 mm. Dla wszystkich analizowanych próbek zarejestrowano widma 
1H NMR w temperaturze 25oC. Przesuni�cia chemiczne były kalibrowane według 

sygnałów acetonu (δH 2,225; δC 31,45). 

Analizy ekstraktów i frakcji Nigella sativa oraz okre�lenie struktury pochodnej 

hederageniny prowadzono we współpracy z Pracowni� Biochemii Strukturalnej 

Wydziału Chemii Uniwersytetu Gda�skiego. 
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W prowadzonych badaniach do okre�lenia zmian w j�drze komórkowym linii 

SKOV-3 stosowano technik� mikroskopii fluorescencyjnej. 

Mikroskopia fluorescencyjna, jako odmiana mikroskopii �wietlnej, daje 

mo�liwo�� identyfikacji struktur sub-komórkowych. W technice tej wykorzystuje si� 

mikroskop fluorescencyjny, którego zasada działania oparta jest na zjawisku 

epifluorescencji umo�liwiaj�cym detekcj�, a tak�e wizualizacj� sygnału wywodz�cego 

si� z fluorochromu. Fluorochromy to substancje, które po wzbudzeniu �wiatłem o 

konkretnej długo�ci fali, zdolne s� do emitowania �wiatła fluorescencyjnego, które w 

tym układzie optycznym kierowane jest przez system luster i filtrów do obiektywu, 

dalej pada na analizowany preparat, po czym powraca do obiektywu i kierowane jest do 

detektora obrazu (156).  

W celu okre�lenia wpływu �-hederyny na j�dra komórek SKOV-3 zastosowano 

niebieski fluorescencyjny barwnik Hoechst 33342 (Life Technologies, USA). Barwnik 

ten umo�liwia wizualizacj� DNA w komórkach, poniewa� ma zdolno�� do penetracji 

błon komórkowych oraz wi�zania si� bezpo�rednio z DNA.  

W prowadzonych badaniach wysiano komórki w ilo�ci 5x105 

komórek/studzienk� w 6-dołkowych płytkach, a nast�pnie potraktowano roztworem �-

hederyny rozpuszczonej w DMSO o st��eniach 0,5, 2,0 i 10,0 µg / ml. St��enie DMSO 

w kontroli nie przekraczało 0,1% (v/v). Nast�pnie, po 24 godzinach barwiono komórki 

SKOV-3 przez 25 minut w inkubatorze CO2 barwnikiem Hoechsta o st��eniu 0,5 µg / 

ml (rozpuszczonym w PBS). Zmiany zaistniałe w komórkach obserwowano pod 

mikroskopem fluorescencyjnym (Leica, Szwajcaria). 
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W prowadzonych badaniach do okre�lenia mechanizmu działania 

cytotoksycznego �-hederyny w komórkach raka jajnika posłu�ono si� technik� 

cytometrii przepływowej. 
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Analiza cytometryczna umo�liwia pomiar ilo�ciowy, jak i jako�ciowy 

wła�ciwo�ci chemicznych oraz fizycznych pojedynczych komórek, b�d� cz�stek 

biologicznych np. mitochondriów, j�der, kwasów nukleinowych. Komórki s� 

pocz�tkowo odpowiednio wybarwione przez wzbogacenie barwnikiem 

fluorochromowym, który został zintegrowany z przeciwciałami kompatybilnymi z 

antygenami badanych komórek. Przygotowana zawiesina komórek poddanych analizie 

wprowadzana jest do komory pomiarowej cytometru przepływowego, gdzie populacja 

ta porusza si� ze stał� pr�dko�ci� z uwagi na działanie układu hydrodynamicznego 

(157-160). Wi�zka promieniowania laserowego, która o�wietla badan� populacj�, ulega 

rozproszeniu oraz przeniesieniu na kolejne komórki, za� fotodetektor znajduj�cy si� w 

cytometrze rejestruje nat��enie rozproszonego promieniowania. Detektor zapisuje 

wszystkie napotkane sygnały od ka�dego obiektu, umo�liwiaj�c rozró�nienie 

poszczególnych komórek (161, 162).   

Stosowany w niniejszych badaniach mikrokapilarny cytometr przepływowy, 

Muse Cell Analyzer (Ryc. 7), jest kompaktowym urz�dzeniem stacjonarnym, 

wpisuj�cym si� w trend tzw. „intuicyjnych, inteligentnych technologii” z dotykowym 

ekranem. Posiada w zestawie zoptymalizowane testy dostarczaj�ce wiarygodnych, 

ilo�ciowych danych na temat stanu analizowanych komórek oraz procesów �yciowych 

w nich zachodz�cych. 

 

Ryc. 7. Minicytometr przepływowy firmy Merck Milli Pore 

http://www.merckmillipore.com/PL/pl/product/Muse-Cell-Analyzer,MM_NF-0500-3115#anchor_REF 
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W celu oceny indukcji procesu apoptozy oraz populacji komórek nekrotycznych 

zastosowano test z aneksyn� oraz markerem 7-AAD. Aneksyna słu�y do wykrywania 

cz�steczek fosfatydyloseryny (PS) translokowanej w pocz�tkowych stadiach apoptozy z 

wewn�trznej warstwy błony komórkowej do zewn�trznej jej cz��ci, gdzie cz�steczki PS 

zostaj� zwi�zane przez aneksyn�. Natomiast, marker 7-AAD, b�d�cy wska�nikiem 

integralno�ci błon komórkowych (163), umo�liwia rozró�nianie martwych komórek od 

�ywych, poniewa� posiada zdolno�� przenikania wył�cznie przez uszkodzon� błon� 

martwych ju� komórek. 

W prowadzonych badaniach komórki SKOV-3 w ilo�ci 1x105  

komórek/studzienk� wysiano na 24 godziny, a nast�pnie poddano działaniu roztworu �-

hederyny (rozpuszczonej w DMSO w st��eniu 10 mg/ml) w st��eniu 0,5-30 µg/ml 

przez 24 godziny. St��enie DMSO w kontroli nie przekraczało 0,3% (v/v). W 

pierwszym etapie badania zebrano komórki SKOV-3, a nast�pnie wybarwiono je za 

pomoc� zestawu Muse Annexin V i Dead Cell Assay Kit (7-AAD) i analizowano za 

pomoc� Muse Cell Analyzer (Merck Millipore). Testy powtarzano co najmniej trzy razy 

niezale�nie. 
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W pocz�tkowych stadiach apoptozy dochodzi do depolaryzacji błony 

komórkowej, a nast�pnie spadku wewn�trznego potencjału transbłonowego  (	
m), co 

wskazuje na niepoprawne funkcjonowanie mitochondrium komórkowego. 

Zastosowanie mikrokapilarnego cytometru przepływowego umo�liwia 

okre�lenie wpływu �-hederyny na proces depolaryzacji błony mitochondrialnej w 

komórkach SKOV-3. 

Komórki SKOV-3 wysiano w ilo�ciu 1x105 komórek/studzienk� i nast�pnie 

traktowano �-hederyn� o zakresie st��e� 0,5-30 µg/ml przez 3 godziny. Taki okres 

inkubacji wybrano w celu zaobserwowania wczesnego stadium dysfunkcji 

mitochondrialnej komórek SKOV-3. St��enie DMSO (próbka kontrolna) nie 

przekraczało 0,3% (obj./obj.). Komórki zebrano po 3 godzinach ekspozycji i 
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przygotowano zgodnie z protokołem producenta zestawu Mitopotential Muse (Merck 

Millipore). W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskuje si� ilo�� (procent) 

zdepolaryzowanych/�ywych komórek w badanej populacji. Próby powtarzano co 

najmniej trzy razy niezale�nie. 
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Białka z rodziny Bcl-2, zakotwiczone w cytozolu i/lub w zewn�trznej błonie 

mitochondrialnej, wykazuj� działanie hamuj�ce proces apoptozy. Zahamowanie ich 

aktywno�ci skutkuje indukcj� procesu apoptozy. 

Wpływ �-hederyny na aktywacj� białka antyapoptotycznego Bcl-2 w komórkach 

SKOV-3 przeprowadzono badania z u�yciem specyficznych przeciwciał za pomoc� 

cytometru przepływowego. 

Komórki SKOV-3 wysiano w ilo�ci 5 x 105 komórek / studzienk�, a nast�pnie 

potraktowano roztworem �-hederyny o zakresie st��e� 0,5-30 µg / ml przez 24 godziny. 

St��enie DMSO w kontroli nie przekraczało 0,3% (v/v). Komórki nast�pnie zebrano, 

przemyto PBS i, zgodnie z protokołem producenta, dodano mieszanin� specyficznych 

przeciwciał (fosfo-specyficzny anty-fosfo-Bcl-2 (Ser70) -Alexa Fluor 555 i anty-Bcl-2 -

PECy5 sprz��one przeciwciała) z zestawu Muse Activation Dual Detection Kit (Merck 

Millipore). Komórki inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut w 

ciemno�ci, a nast�pnie zmierzono całkowity poziom ekspresji Bcl-2 i aktywowanej 

postaci tego białka za pomoc� Muse Cell Analyzer. Eksperymenty powtarzano 

minimum trzy razy niezale�nie. 
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Aktywacj� kaspazy-3 i kaspazy-7 okre�lono za pomoc� zestawu Muse Caspase-

3/7 (Muse Cell Analyzer). Zestaw mierzy dwa istotne parametry zdrowia komórki - 

status apoptozy na podstawie aktywacji kaspazy 3/7 oraz status �mierci komórki na 

podstawie barwnika 7-aminoaktynomycyny D, który jest wska�nikiem integralno�ci 

strukturalnej błony komórkowej i �mierci komórki. Metoda pozwala na jednoczesne 

okre�lenie procentu �ywych, apoptotycznych (wczesnej i pó�nej apoptozy) oraz 

martwych komórek. Błona komórkowa stanowi barier� przepuszczaln� dla 

nietoksycznego odczynnika Muse Caspase-3/7 zawieraj�cego barwnik wi���cy DNA, 



55 
 

�

który poł�czony jest z peptydowym substratem DEVD. Aktywna kaspaza - 3/7 

powoduje odci�cie DEVD oraz uwolnienie barwnika, który wnika do j�dra 

komórkowego i wi��e DNA, emituj�c fluorescencj�. St�d, wzrost fluorescencji 

dostarcza informacji na temat obecno�ci aktywnej kaspazy – 3/7. 

Komórki wysiano w ilo�ci 1x105 komórek/studzienk� w 6-studzienkowych 

płytkach, a nast�pnie potraktowano roztworem �-hederyny rozpuszczonej w DMSO o 

zakresie st��e� 0,5; 2; 5; 10; 13; 17; 20 i 30 µg/ml. St��enie DMSO w kontroli nie 

przekraczało 0,1% (obj./obj.). Po 24 godzinach komórki zebrano, wybarwiono 

odczynnikiem Muse Caspase-3/7 i inkubowano przez 30 minut w inkubatorze CO2; 

nast�pnie barwiono 7-AAD i inkubowano w temperaturze pokojowej w ciemno�ci przez 

5 minut. Wynikiem prowadzonego procesu mo�liwa jest ocena aktywno�ci kaspazy-3 i 

kaspazy-7 na komórkach SKOV-3. Eksperyment powtórzono trzy razy niezale�nie. 
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Badanie wpływu �-hederyny na przebiegaj�cy cykl komórkowy komórek 

SKOV-3 uwidoczniono w reakcji z barwnikiem interkaluj�cym do DNA, jodkiem 

propidyny (PI), za pomoc� mikrokapilarnego cytometru przepływowego oraz zestawu 

Muse Cell Cycle Assay (Merc Millipore). 

Zastosowany barwnik pozwala na rozró�nienia komórek SKOV-3 na ró�nych 

etapach cyklu komórkowego. W prowadzonym eksperymencie komórki wysiewano w 

ilo�ci 5 x 105 komórek / studzienk� w 6-studzienkowych płytkach, a nast�pnie 

traktowano przez 24 godziny roztworem �-hederyny (rozpuszczonej w DMSO) o 

zakresie st��e� 0,5, 2, 10, 20 i 30 µg / ml. St��enie DMSO nie przekraczało 0,3% (v/v). 

Komórki SKOV-3 zebrano, wybarwiono odczynnikiem Muse Cell Cycle zgodnie z 

protokołem producenta, inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej i 

analizowano za pomoc� mikrokapilarnego cytometru przepływowego Muse Cell 

Analyzer. Eksperyment powtarzano co najmniej trzy razy niezale�nie. 
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Okre�lenia aktywno�ci kaspazy-8 oraz kaspazy-9 dokonano za pomoc� 

zestawów odczynników Caspase-Glo 8 oraz Caspase-Glo 9 Assay Kits (Promega, 

USA), które umo�liwiły 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 poł�czeniu z aminolucyferyn�) w 

układzie buforowym zoptymalizowanym pod k�tem aktywno�ci kaspaz, aktywno�ci 

lucyferazy i lizy komórek. Dodanie buforu lizuj�cego wraz z substratem Z (Z-LETD- 

lub Z-LEHD-aminilucyferyna) powoduje liz� komórek, a nast�pnie uwolnienie z 

kompleksu Z przez aktywn� kaspaz�-8 lub -9 aminolucyferyny, która jest z kolei 

substratem dla lucyferazy. To powoduje wygenerowanie sygnału luminescencyjnego 

„typu jarzeniowego” (reakcja wytwarzana przez lucyferaz�; Ryc.  8). Generowany 

sygnał jest proporcjonalny do aktywno�ci kaspaz w badanych komórkach. 

 

Ryc.  8. Schemat działania testu Caspase-Glo 8 and 9 Assay Kits (Promega, 

USA) wykorzystuj	cy pomiar luminometryczny; 
ródło: Promega, technical 

bulletin. 

Aktywno�� kaspazy-8 i kaspazy-9 zmierzono po 2, 5 i 24 godzinach ekspozycji 

komórek (1 x 104 komórek / studzienk�) na roztwór �-hederyny w DMSO o zakresie 

st��e� 0.5, 2, 5, 10, 13, 17, 20 i 30 µg/ml. Ko�cowe st��enie DMSO nie przekraczało 

0,3% (v/v). Komórki nast�pnie potraktowano Caspase-Glo 8 lub 9 Assay Kits 

(Promega, USA) zgodnie z protokołem producenta. Aktywno�� kaspaz analizowano za 

pomoc� luminometru Glomax Multi + Detection System (Promega). Eksperyment 

powtórzono co najmniej trzy razy, niezale�nie. 
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Metoda MTT 

W analizach ocen� aktywno�ci badanej próby do danej linii komórkowej 

przeprowadzano w 6 powtórzeniach w jednym eksperymencie. Ka�dy eksperyment 

powtarzano trzykrotnie. Dla uzyskiwanych wyników wyliczano warto�� �redni� i 

odchylenie standardowe. Obliczenia wszystkich pomiarów wykonano w programie 

Grafit 7.0. 

System RTCA (Real Time xCELLigence ) 

Obliczenia uzyskanych pomiarów wykonano stosuj�c oprogramowanie RTCA 

1.2.1. Program wykre�la krzywe sigmoidalne zale�no�ci dawka-odpowied� dla danych 

punktów pomiarowych i automatycznie wylicza warto�� IC50 jak równie� współczynnik 

determinacji R2 . Ka�dy eksperyment powtarzano trzykrotnie w odst�pie czasowym.  

W przypadku eksperymentów z zakresu regeneracji E-płytek RTCA, wszystkie 

dane wyra�ono jako odchylenie standardowe z 10 powtórze� (±SD). Porównania 

statystycznego mi�dzy wynikami uzyskanymi z eksperymentów przeprowadzono za 

pomoc� dwuczynnikowego testu ANOVA. Ró�nice mi�dzy poszczególnymi grupami 

wyników uznawano za statystycznie istotne przy p < 0,05. 

Muse 

Obliczenia uzyskanych pomiarów uzyskano za pomoc� systemu MuseTM (Merck 

Millipore), który obejmuje instrument minicytometr przepływowy Muse wraz ze 

zintegrowanym komputerem i oprogramowaniem do akwizycji i analizy danych. 

System automatycznie zlicza zawarto�� [%] poszczególnych populacji otrzymanych 

komórek. Na podstawie uzyskanych wyników obliczono warto�ci �rednie oraz 

odchylenia standardowe (±SD). Ka�dy eksperyment powtarzano trzykrotnie w odst�pie 

czasowym. Otrzymane �rednie warto�ci były porównywane z wynikiem kontroli za 

pomoc� testu t-Studenta dla prób niezale�nych wzgl�dem zmiennych. Ró�nice mi�dzy 

wynikami były statystycznie istotne przy p<0,05 i zostały oznaczone na wykresach jako 

„*”. 

Luminometr 
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Zasada działania luminometru oparta jest o GloMax®-Multi Detection System 

wraz ze zintegrowanym komputerem i oprogramowaniem. Na podstawie uzyskanych 

wyników obliczono warto�ci �rednie oraz odchylenia standardowe (±SD). Ka�dy 

eksperyment z u�yciem luminometru powtarzano trzykrotnie w odst�pie czasowym. 

Otrzymane �rednie warto�ci były porównywane z wynikiem kontroli za pomoc� testu t-

Studenta. Ró�nice mi�dzy wynikami były statystycznie istotne przy p<0,05 i zostały 

oznaczone na wykresie jako „*”. 
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IV. WYNIKI I DYSKUSJA 

�� 1
����� 
���/� ���
������� �
������
���	��

	������������2�����������������	�
��

%$%$ 
�����	������
���	���
�
�������'	���
�	�
	�������� �	�
��������	

�	����������	�
�	

Ekstrakty oraz frakcje pozyskane z nasion czarnuszki siewnej otrzymane 

zgodnie z metodyk� opisan� w rozdz. 4.1 poddano analizie ich aktywno�ci 

cytotoksycznej. W badaniach u�yto trzech linii komórkowych: lini� komórek raka 

jajnika SKOV-3, lini� ludzkiego raka szyjki macicy HeLa oraz nienowotworow� lini� 

ludzkich keratynocytów HaCaT. Badanie przeprowadzono zgodnie z opisem w 

metodyce pracy (rozdz. 4.2.1 i 4.2.2). 

W celu okre�lenia aktywno�ci cytotoksycznej badanych ekstraktów posłu�ono 

si� systemem Real-Time xCELLigence, który działa w oparciu o elektryczn� 

impedancj� mierzon� w wielodołkowych płytkach wyposa�onych w bioelektrody. 

Pozwala to na monitorowanie adherentnych komórek w sposób ci�gły i ilo�ciowy (164). 

Ka�da zmiana �ywotno�ci komórek, morfologii, liczby lub stopnia adhezji ma wpływ 

na impedancj� elektrody, która jest reprezentowana przez parametr CI (165, 166). 

Warto�� IC50 obliczano na podstawie CI w ka�dym punkcie pomiarowym 

do�wiadczenia. Uzyskiwane dane gromadzone s� w ci�gu całego okresu trwania 

eksperymentu.  Zalety systemu RTCA zostały opisane w rozdz. 2.2. Dzi�ki 

zastosowaniu matryc czujników w płytkach, system RTCA wykrywa zmiany w 

komórkach z wi�ksz� czuło�ci� ni� inne testy cytotoksyczno�ci (124, 125) i dostarcza 

wi�cej informacji ni� warto�ci uzyskiwane w klasycznych testach (127, 128).  

Wyniki aktywno�ci cytotoksycznej IC50 ekstraktów pierwotnych otrzymanych z 

nasion Nigella sativa, uzyskane metod� RTCA i MTT przedstawiono w Tabela 2 i 

Tabela 3 oraz na Ryc. 9 i Ryc. 10. 

Analizowane wyniki wskazuj�, �e ekstrakt wodny Aqs wspomagany 

ultrad�wi�kami (sonifikowany), jak równie� 95% ekstrakt etanolowy E95 nie wykazuj� 

aktywno�ci cytotoksycznej w stosunku do wszystkich trzech badanych linii 
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komórkowych: SKOV-3, HeLa i HaCaT. Nisk� aktywno�� wykazuje ekstrakt wodny 

Aq, wy�sz� ekstrakty etanolowe, zarówno 50% ekstrakt etanolowy E50, jak i 50% 

ekstrakt etanolowy wspomagany ultrad�wi�kami Es50, przy czym ekstrakt Es50 

(wspomagany ultrad�wi�kami) wykazał najsilniejsze działanie cytotoksyczne (warto�ci 

IC50: 165,56 µg/ml, 178,16 µg/ml i 183,30 µg/ml odpowiednio dla hodowli 

komórkowych SKOV-3, HeLa i HaCaT). 

 

Tabela 2. �rednie wyniki IC50 dla 5-ciu pierwotnych ekstraktów z nasion 

czarnuszki siewnej uzyskane za pomoc	 systemu Real-Time xCELLigence (n=12) 

Linia komórkowa 

  

SKOV-3 HeLa HaCaT 
IC50 

[µg/ml] ±SD 
IC50 

[µg/ml] ±SD 
IC50 

[µg/ml] ±SD 

Ekstrakt Aq 602,70 71,05 645,39 47,28 759,55 20,58 

Ekstrakt Aqs 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 

 

 

Ryc. 9. �rednie wyniki IC50 dla 5-ciu pierwotnych ekstraktów z nasion 

czarnuszki siewnej uzyskane za pomoc	 systemu RTCA (n=12). 

 

Wyniki warto�ci IC50 dla ekstraktów okre�lone w te�cie MTT potwierdziły 

warto�ci IC50 uzyskane z zastosowaniem systemu RTCA (Tabela 3, Ryc. 10). 
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Najsilniejsze działanie cytotoksyczne wykazały 50% ekstrakty etanolowe Es50, jak i 

E50. Analogicznie jak w przypadku analiz RTCA, warto�ci IC50 dla ekstraktu Es50 

otrzymane metod� MTT s� najwy�sze: 155,34 µg/ml, 132,48 µg/ml i 160,63 µg/ml 

odpowiednio dla hodowli komórkowych SKOV-3, HeLa, HaCaT.  

 

Tabela 3. �rednie wyniki IC50 dla 5-ciu pierwotnych ekstraktów z nasion 

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

Linia komórkowa 

  

SKOV-3 HeLa HaCaT 
IC50 

[µg/ml] ±SD 
IC50 

[µg/ml] ±SD 
IC50 

[µg/ml] ±SD 

Ekstrakt Aq 391,74 8,29 697,18 36,13 439,00 5,08 

Ekstrakt Aqs 2000,00 0,00 2000,00 0,00 2000,00 0,00 

Ekstrakt E50 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 

 

 

Ryc. 10. �rednie wyniki IC50 dla 5-ciu pierwotnych ekstraktów z nasion 

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

 

Uzyskane wyniki wskazuj�, na znacz�cy wpływ nie tylko stosowanego 

rozpuszczalnika (woda, 50% etanol, 95% etanol), ale równie� sposobu ekstrakcji. Z 

przegl�du pi�miennictwa dotycz�cego ekstrakcji surowców ro�linnych wspomaganej 

ultrad�wi�kami – UAE (Ultrasound assisted extraction) wynika, �e jest to proces 
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zwi�kszaj�cy efektywno�� ekstrakcji, ale równie� mog�cy wpływa� degraduj�co na 

ekstrahowane zwi�zki.  

Ekstrakcja UAE jest procesem zło�onym. W procesie tym wykorzystuje si� 

zdolno�� fal ultrad�wi�kowych o małej cz�stotliwo�ci (20-100 kHz)  do wywoływania    

efektu kawitacji (łac. cavitas – jama, pustka), który ma wpływ na wła�ciwo�ci 

fizykochemiczne i biochemiczne ekstrahowanych materiałów (167, 168). 

Kawitacja jest spowodowana implozj� p�cherzyków gazu (169). Tworz�ce si� w 

miejscu zderzania p�cherzyków kawitacyjnych siły mechaniczne jak równie� fala 

generowana po ich implozji s� czynnikami wpływaj�cymi na uszkadzanie komórek. 

Efektem kawitacji w przypadku ekstrakcji materiałów ro�linnych jest dezintegracja 

struktur komórkowych, niszczenie �cian i błon komórkowych, co skutkuje 

sprawniejszym uwalnianiem zawarto�ci komórki do �rodowiska.  Jako skutecznie 

wspomagaj�c� metod� w procesie ekstrakcji UAE była stosowana m.in. w ekstrakcji 

etanolem zwi�zków fenolowych z owoców Euterpe edulis  i Vaccinium myrtillus (170).  

Niekorzystny wpływ UAE, przy zastosowaniu ekstrakcji wodnej mo�e by� 

spowodowany zachodz�c� sonoliz�. Proces sonolizy wykorzystywany jest m.in. do 

destrukcji estrogenów obecnych w komunalnych i przemysłowych �ciekach (171).  

Rozkład ekstrahowanych z u�yciem UAE wtórnych metabolitów z ro�lin, z 

u�yciem UAE stwierdzono m.in. dla zwi�zków terpenowych (172) oraz alkaloidów 

(167). 

Uzyskane wyniki wskazuj� równie�, �e zwi�zki cytotoksyczne czarnuszki 

odznaczaj� si� ró�n� polarno�ci�. Potwierdza to stwierdzona zró�nicowana aktywno�� 

cytotoksyczna ekstraktów. Wy�sz� aktywno�� wykazuj� ekstrakty wodno-etanolowe 

(E50 i Es50) w stosunku do nieaktywnego ekstraktu etanolowego 95% (E95), jak 

równie� ekstraktu wodnego o niskiej aktywno�ci (Aq). 

Warto�ci IC50 otrzymane dla badanych ekstraktów pierwotnych s� znacznie 

wy�sze od wskazanych przez Ameryka�ski Narodowy Instytut Raka (ang. US National 

Cancer Institute – NCI), który przyjmuje, �e za aktywne cytotoksycznie mo�na przyj�� 

ekstrakty, dla których warto�ci IC50 <20 �g/ml (173). W prowadzonych badaniach, ze 

wzgl�du na fakt stwierdzonej obecno�ci w nasionach czarnuszki siewnej saponin 

triterpenowych, w tym aktywnego saponozydu – α-hedryny (8, 26), postanowiono 

przeprowadzi� analizy aktywno�ci frakcji otrzymanych z ekstraktów pierwotnych 

(frakcje butanolowe i z octanem etylu).	
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Zgodnie z metodyk� opisan� w rozdz. 4.1 z ekstraktów pierwotnych wodnych i 

etanolowych z nasion Nigella sativa, przygotowano frakcje butanolowe, z octanem 

etylu i wodne (Schemat 1) str. 44.  

Wyniki aktywno�ci cytotoksycznej IC50 w stosunku do trzech badanych linii 

komórkowych: SKOV-3, HeLa i HaCaT, otrzymano przy zastosowaniu testu MTT oraz 

systemu RTCA. Wyniki IC50 dla frakcji:  

• butanolowej – B 

• octanu etylu – I 

przygotowanych z wodnego ekstraktu pierwotnego A, przedstawiono w tabelach 

(Tabela 4,  

Tabela 5) oraz na rycinach Ryc. 11. Dla frakcji wodnej po butanolu oraz frakcji wodnej 

po octanie etylu uzyskano warto�ci IC50 > 1000 µg/ml. 

 

Tabela 4. Wyniki IC50 otrzymane metod	 RTCA dla frakcji butanolowej – 

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

RTCA 
SKOV-3 HeLa HaCaT Linia 

komórkowa 

FRAKCJA 
IC50 ±SD 

IC50 ±SD 
IC50 ±SD 

[µg/ml] [µg/ml] [µg/ml] 
Frakcja B 195,04 3,88 313,90 10,35 255,61 4,65 
Frakcja I 190,89 4,23 297,00 8,48 152,67 10,78 

 

Tabela 5. Wyniki IC50 otrzymane metod	 MTT dla frakcji butanolowej – B, 

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

MTT 
SKOV-3 HeLa HaCaT Linia 

komórkowa 

FRAKCJA 
IC50 

±SD 
IC50 

±SD 
IC50 

±SD 
[µg/ml] [µg/ml] [µg/ml] 

Frakcja B 111,01 14,17 144,88 12,65 160,06 7,17 
Frakcja I 62,60 5,15 97,18 5,35 46,66 1,63 



64 
 

�

 

Ryc. 11. Porównanie IC50 frakcji butanolowej (B) oraz octanu etylu (I) 

otrzymanych z wodnego ekstraktu pierwotnego metod	 RTCA i MTT. 

 

Analogicznie jak dla frakcji otrzymanych z pierwotnego ekstraktu wodnego, 

analizowano aktywno�� cytotoksyczn� frakcji otrzymanych z pierwotnego ekstraktu 

etanolowego 50% (E50). 

Wyniki aktywno�ci cytotoksycznej IC50 w stosunku do trzech badanych linii 

komórkowych: SKOV-3, HeLa i HaCaT, otrzymane przy zastosowaniu systemu RTCA 

i testu MTT, dla frakcji przygotowanych z pierwotnego ekstraktu etanolowego 50% 

(E50): 

• frakcji butanolowej – L 

• octanu etylu – N 

• wodnej po octanie etylu - O 

przedstawiono w Tabela 6 i Tabela 7 oraz na Ryc. 12. Dla frakcji wodnej po 

ekstrakcji butanolowej otrzymano wynik IC50 > 1000 µg/ml. 
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Tabela 6. Wyniki IC50 otrzymane metod	 RTCA dla frakcji butanolowej – 

L, octanu etylu – N, wodnej po octanie etylu – O przygotowanych z pierwotnego 

ekstraktu etanolowego 50% (E50). 

RTCA 
SKOV-3 HeLa HaCaT Linia 

komórkowa 

FRAKCJA 
IC50 ±SD 

IC50 ±SD 
IC50 ±SD 

[µg/ml] [µg/ml] [µg/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 IC50 otrzymane metod	 MTT dla frakcji butanolowej –L, 

octanu etylu – N, wodnej po octanie etylu – O przygotowanych z pierwotnego 

ekstraktu etanolowego 50% (E50). 

 MTT 
SKOV-3 HeLa HaCaT Linia 

komórkowa 

FRAKCJA  
IC50 ±SD 

IC50 ±SD 
IC50 ±SD 

[µg/ml] [µg/ml] [µg/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 77,67 13,70 
Frakcja O 113,24 5,95 139,30 7,58 82,40 2,91 
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Ryc. 12. Porównanie IC50 frakcji butanolowej (L) oraz octanu etylu (N) z 

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

 

Wyniki badania aktywno�ci cytotoksycznej dla frakcji uzyskanych z ekstraktu 

Es50 etanolowego 50%, otrzymanego w procesie ekstrakcji wspomaganej 

ultrad�wi�kami : 

• butanolowej – T 

• octanu etylu –S 

przedstawiono w Tabela 8 i Tabela 9 oraz na Ryc. 13. 

Dla poddanych badaniom frakcji wodnych po ekstrakcji butanolowej i po ekstrakcji 

octanem etylu otrzymano równie� wynik IC50 > 1000 µg/ml. 

 

Tabela 8. Wyniki IC50 otrzymane metod	 RTCA dla frakcji (butanolowej – 

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

wspomaganego ultrad
wi�kami (Es50). 

RTCA 
SKOV-3 HeLa HaCaT Linia 

komórkowa 

FRAKCJA  
IC50 ±SD 

IC50 ±SD 
IC50 ±SD 

[µg/ml] [µg/ml] [µg/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 IC50 otrzymane metod	 MTT dla frakcji (butanolowej – 

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

wspomaganego ultrad
wi�kami (Es50). 

MTT 
SKOV-3 HeLa HaCaT Linia 

komórkowa 

FRAKCJA  
IC50 ±SD 

IC50 ±SD 
IC50 ±SD 

[µg/ml] [µg/ml] [µg/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 

 

 

 

Ryc. 13. Porównanie IC50 frakcji butanolowej oraz octanu etylu z ekstraktu 

pierwotnego etanolowego 50% wspomaganego ultrad
wi�kami (Es50) metod	 

RTCA i MTT. 

 

Analiza aktywno�ci cytotoksycznej badanych frakcji wskazuje, �e najwy�szymi 

aktywno�ciami odznaczaj� si� frakcje z octanem etylu, otrzymane z ekstraktów 50 % 

etanolowych (frakcje N i S). Dla wymienionych frakcji, oznaczone IC50 na linii SKOV-

3 maj� warto�ci poni�ej 100 µg/ml, w zakresie od 65,8 µg/ml do 97,83 µg/ml, 

niezale�nie od metody oznaczania. Wyniki �wiadcz�ce o przechodzeniu substancji 

aktywnych do organicznego rozpuszczalnika s� zgodne z wcze�niejszymi doniesieniami 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

Frakcja T Frakcja S Frakcja T Frakcja S Frakcja T Frakcja S

Skov-3 HeLA HaCaT

RTCA MTT

IC50
[ug/ml]



68 
 

�

(15, 47, 80). Uzyskane warto�ci s� jednak wyra�nie wy�sze od doniesie� literaturowych 

dotycz�cych podobnych ekstraktów, czy frakcji z czarnuszki siewnej (47, 82, 83, 174). 

Przykładowo, frakcja octanu etylu wykazywała cytotoksyczno�� przy IC50 wynosz�cym 

od 11 do 22 µg/ml dla ró�nych linii nowotworowych pochodz�cych od guzów litych 

(Wehi-164, LL-2, Gep G2 i innych), lecz nie dost�pne s� informacje na temat wpływu 

tej frakcji na komórki raka jajnika. Ró�nice te mog� by� wynikiem pewnych ró�nic w 

składzie surowca, zastosowanych metod oznaczania aktywno�ci cytotoksycznej, b�d� 

sposobem przeprowadzonej ekstrakcji zwi�zków, jak równie� badan� lini� komórkow�. 

Dla badanych frakcji nie zaobserwowano tak�e, aby były one selektywnie 

cytotoksyczne wobec linii nowotworowych. Linia nienowotworowa HaCat okazała si� 

lini� najwra�liwsz� w wielu przeprowadzonych eksperymentach. W niniejszej pracy za 

kontrol� posłu�yła nienowotworowa linia keratynocytów (HaCaT), gdy� posiada ona 

ludzkie pochodzenie oraz epitelialn� morfologi�, tak jak badana linia SKOV-3. W 

kolekcji ATCC nie istnieje linia komórek nienowotworowych jajnika. Dost�pne s� 

jedynie komórki jajnika nienowotworowe takich gatunków jak: Spodoptera sp., 

Cricetulus sp., Antheraea sp. Brak selektywno�ci potencjalnych badanych zwi�zków w 

terapii nowotworu to cz�sty problem w poszukiwaniu nowych leków (175). Jednak�e, w 

opozycji do uzyskanych wyników w niniejszej pracy prezentuj� si� niektóre dane 

literaturowe na temat wybiórczego działania ekstraktów oraz wtórnych metabolitów 

pozyskanych z nasion czarnuszki siewnej. Dane te wskazuj� na wysok� aktywno�� 

tych�e zwi�zków jedynie wobec linii nowotworowych, bez efektu hamuj�cego wzrost 

komórek kontrolnych, nienowotworowych (80, 83, 84). Przykładowo, metanolowy 

ekstrakt sporz�dzony metod� maceracji na zimno powodował inhibicje wzrostu 

komórek nowotworowych linii HL-60 oraz linii U-937 z warto�ciami IC50 odpowiednio 

13,7 µg/ml oraz 28,31 µg/ml, natomiast nie wykazywał zahamowania wzrostu komórek 

kontrolnych, nienowotworowych linii HEK-293T. W tym samym badaniu zastosowany 

lek cytostatyczny, cyklofosfamid, powodował inhibicj� ka�dej z testowanych linii. 

Podobnie, nie zaobserwowano wpływu badanej frakcji octanu etylu na lini� ludzkich, 

nienowotworowych komórek �ródbłonka w st��eniu 50 µg/ml tej frakcji. 

Wst�pne analizy oceny zawarto�ci α− hederyny w badanych frakcjach metod� 

chromatografii cienkowarstwowej (TLC) wykazały jej obecno�� we frakcjach 

otrzymanych z ekstraktów etanolowych 50% oraz potwierdziły jej brak w ekstraktach i 

frakcjach niehamuj�cych proliferacji badanych linii komórkowych. Ekstrakty etanolowe 
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50% i pochodz�ce z nich frakcje octanu etylu odznaczały si� w niniejszych badaniach 

najsilniejsz� aktywno�ci� spo�ród wszystkich testowanych.  

Istotn� kwesti� jest porównanie obu metod zastosowanych do badania 

cytotoksyczno�ci. Najwi�ksze ró�nice w uzyskanych warto�ciach IC50 zanotowano dla 

frakcji I (octanu etylu z ekstraktu pierwotnego wodnego Aq). Warto�ci IC50 oznaczone 

metod� MTT wynosz� poni�ej 100 µg/ml; podczas, gdy oznaczone przez system RTCA 

warto�ci IC50 s� w zakresie 152,67 - 297,00 µg/ml. Ró�nice te najprawdopodobniej 

spowodowane s� faktem, �e system RTCA dostarcza wyników zanalizowanych podczas 

cało�ci przebiegu eksperymentu, obrazuj�c cały profil działania zwi�zku na testowane 

komórki. Je�li analizowany zwi�zek nie charakteryzuje si� bardzo wysokimi 

wła�ciwo�ciami cytotoksycznymi, pozwalaj�c komórkom na wzgl�dnie długie 

prze�ycie w czasie trwania eksperymentu zanim dojdzie do spadku ich prze�ywalno�ci, 

to wówczas system odnotowuje tak�e te pierwsze, wzgl�dnie wysokie warto�ci IC50, 

które podnosz� ostateczny wynik. Przeciwnie dzieje si� w przypadku zastosowania 

klasycznego testu MTT, który nie umo�liwia prze�ledzenia wpływu badanych 

zwi�zków podczas trwania danej analizy. W przypadku, gdy analizowana 

substancja/zwi�zek wykazuj� wysok� aktywno�� cytotoksyczn�, powoduj�c szybk� 

�mier� inkubowanych komórek, ostateczny wynik efektu cytotoksycznego uzyskanego 

w wyniku zastosowanego systemu RTCA nie ró�ni si� znacz�co od zastosowanych 

klasycznych metod analizy cytotoksyczno�ci, jak np. MTT. Prze�ledzenie całego profilu 

badanego zwi�zku, czy frakcji umo�liwia obserwacj� ponownej proliferacji komórki 

nowotworowej, po uprzednio zaobserwowanym spadku prze�ywalno�ci, tzw. „efekt 

odbicia”. Dodatkowo, uzyskane profile mo�na porówna� do profili substancji 

cytotoksycznych o znanych, zbadanych wła�ciwo�ciach przeciwnowotworowych w celu 

oszacowania ich potencjału antynowotworowego.  

 

  

 �
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Analiza zawarto�ci �-hederyny prowadzona była metod� wysokosprawnej 

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

Analizy przeprowadzano na Chromatografie Acquity Ultra Performance Liquid 

Chromatograph firmy Waters wyposa�onym w detektor DAD, w nast�puj�cych 

warunkach: 

Kolumna: LumiSep HPLC column, C18 3µm, 120Å, 2,1x50mm. 

Temperatura kolumny: 35oC 

Faza ruchoma: 

A: H2O, 0,1% kwas mrówkowy 

B: 90% ACN 0,1% kwas mrówkowy 

Czas (min) Przepływ (mL/min) %A %B 

0 0,3 90 10 

30 0,3 0 100 

35 0,3 90 10 

 

W identyfikacji �-hederyny w badanych próbach uwzgl�dniono warto�ci czasu 

retencji (tR) oraz przebieg widma UV z u�yciem detektora DAD.  

Przykład chromatogramów �-hederyny i frakcji N przedstawiono na Ryc. 14. 

Pik �-hederyny zaznaczony jest na czerwono na obu chromatogramach. 
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A 

 
B

 
Ryc. 14. Chromatogramy HPLC �-hederyny (A) i frakcji N (B) Nigella 

sativa 

 

W celu oznaczenia �-hederyny w analizowanych frakcjach Nigella sativa, 

przygotowano krzyw� kalibracji (Ryc. 15), na podstawie analizy HPLC serii 6 

roztworów wzorcowej �-hederyny w DMSO, o st��eniach odpowiednio: 0,1; 0,08; 0,06; 

0,04; 0,02 oraz 0,001 mg/ml.  

1
4
.4

3
7

A
U

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

0.55

Minutes

4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00

3
.5

7
4

5
.6

2
1

5
.9

2
4

7
.9

4
9

8
.6

7
7

9
.6

1
5

1
0
.1

9
0

1
2
.0

8
2

1
3
.4

2
3

1
3
.8

6
3

1
4
.4

3
8

2
0
.3

9
6

2
3
.6

2
7

2
5
.7

0
7

A
U

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

Minutes

4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00



 

Ryc. 15. Krzywa kalibracji 

 

Zawarto�� α-hederyny oznaczano we frakcjach ekstraktów etanolow

Es50. Analizowano frakcje butanolowe: 

Na podstawie uzyskanej krzywej kalibracji i otrzyman

badanych frakcji obliczono zawarto

hederyny na gram ekstraktu: 

FRAKCJA
α-hederyna

[mg/g]
 

Uzyskane wyniki wskazuj

efektywno�ci� ma miejsce przy zastosowaniu octanu etylu.

Z przegl�du pi�miennictwa dotycz

tylko w pojedynczych pracach s

nasionach tego gatunku

jako�ciowego metod� UPLC

Równie� w nasionach Nigella sativa

analizy ilo�ciowej. 
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Krzywa kalibracji αααα-hederyny 

hederyny oznaczano we frakcjach ekstraktów etanolow

. Analizowano frakcje butanolowe: L i T oraz frakcje octanu etylu: 

a podstawie uzyskanej krzywej kalibracji i otrzymanych chromatogramów 

frakcji obliczono zawarto�� α-hederyny w próbkach w miligramac

na gram ekstraktu:  

FRAKCJA L T N S 
hederyna 
[mg/g] 

5 7 33 23 

Uzyskane wyniki wskazuj�, �e ekstrakcja α-hederyny z najwy

 ma miejsce przy zastosowaniu octanu etylu. 

miennictwa dotycz�cego bada� fitochemicznych 

tylko w pojedynczych pracach s� informacje o stwierdzonej obecno

nasionach tego gatunku. W surowcu pochodz�cym z Izraela analiza składu 

 UPLC-Q-TOF-MS umo�liwia identyfikacj

Nigella sativa z Singapuru zidentyfikowano α

 

hederyny oznaczano we frakcjach ekstraktów etanolowych: E50 i 

octanu etylu: N i S.   

ych chromatogramów 

w próbkach w miligramach α-

 

hederyny z najwy�sz� 

 fitochemicznych Nigella sativa, 

ecno�ci α-hederyny w 

cym z Izraela analiza składu 

� α-hederyny (8). 

α-hederyn� (26), bez 
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W badaniach maj�cych na celu identyfikacj� saponin triterpenowych w 

nasionach czarnuszki siewnej, przeprowadzono analizy zgodnie z opisem zawartym w 

rozdz. 4.3.2. 

Analizy ekstraktów i frakcji Nigella sativa oraz okre�lenie struktury pochodnej 

hederageniny prowadzono we współpracy z Pracowni� Biochemii Strukturalnej 

Wydziału Chemii Uniwersytetu Gda�skiego. 

Dla analizowanych ekstraktów i frakcji rejestrowano widma magnetycznego 

rezonansu j�drowego (NMR) na spektrometrze Bruker AVANCE III 500 MHz 

wyposa�onym w szerokopasmow� sond� BBFO. 

Z frakcji butanolowych wyizolowano zwi�zek, dla którego zarejestrowano 

ponadto widma dwuwymiarowe (2D NMR) homokorelacyjne (1H,1H – COSY, TOCSY, 

ROESY) i heterokorelacyjne (1H,13C- HSQC, HMBC) wykorzystuj�c standardowe 

sekwencje pulsów firmy Bruker. Na podstawie analizy ww. widm zestawiono wszystkie 

przesuni�cia chemiczne 1H i 13C, warto�ci, których przedstawiono wTabela 10. 

Tabela 10. Przesuni�cia chemiczne 1H i 13C NMR w aglikonie 

Numer atomu 
w�gla 

13C 1H 

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 - 
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14 41.60 - 

15 27.66 1.807, 1.107 

16 22.75 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 
w�gla 

13C 1H 

t-Pen 
(E) 

1 105.16 4.510 
2 73.82 3.317 
3 76.37 3.354 
4 69.66 3.513 
5 65.63 3.888, 3.236 

    
�3-�-Rhap 
(B) 

1 99.90 5.243 
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 
(D) 

1 103.31 4.549 
2 74.71 3.725 
3 72.87 3.717 
4 68.30 3.776 
5 64.09 3.858, 3.528 

    
�t-�-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-�-Glcp 
(F) 

1 102.84 4.427 
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-�-Glcp 
(A) 

1 94.30 5.354 
2 72.45 3.355 
3 76.73 3.546 
4 69.60 3.421 
5 76.90 3.424 
6 68.06 4.103, 3.813 
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Na podstawie uzyskanych wyników okre�lono struktur� wyizolowanego 

zwi�zku: 

3-O-[β-D-ksylopiranozylo-(1→3)-α-L-ramnopiranozylo-(1→2)-α-L-

arabinopiranozylo]-28-O-[α-L-ramnopiranozylo-(1→4)-β-D-glukopiranozylo-(1→6)-β-

D-glukopiranozyd]-hederageniny 

 

 

Okre�lona struktura została potwierdzona za pomoc� widm mas – MALDI TOF. 

Widma mas zostały zarejestrowane na spektrometrze Bruker BIFLEX III MALDI TOF, 

wyposa�onym w laser azotowy (λ=337nm), wykorzystuj�c kwas 2,5-

dihydroksybenzoesowy jako matryc�. 

Stwierdzone wyst�powanie pochodnej hederageniny w nasionach czarnuszki 

siewnej w surowcu polskiego pochodzenia jest potwierdzeniem wyst�powania tego 

metabolitu w gatunku Nigella sativa. Uprzednio, metabolit ten został wydzielony i 

zidentyfikowany w badaniach saponin nasion Nigella sativa, w surowcach 

pochodz�cych z Indii (11) i Turcji (12). 

  

 �
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Wpływ �-hederyny, aktywnej saponiny triterpeno

przetestowano za pomoc

cytotoksyczno�ci przeprowadzono w stosunku do linii k

tak�e nienowotworowej linii HaCaT. Komórki 

roztworem �-hederyny, w zakresie st

st��e� 0,5-50 µg/ml. Przykładowy diagram prze

SKOV-3 pozyskany za pomoc

Ryc. 16. Przykładowy diagram prze

SKOV-3 po 24-godzinnej inkubacji ze wzrastaj

za pomoc	 analizy systemem RTCA

DMSO. 


ywotno�� komórek SKOV

Krzywe s� oznaczone cyframi i liczbami

hederyny (odpowiednio 1

z 0,7% DMSO. 

W prowadzonych badaniach analizowano krzywe zale

st��enia �-hederyny, uzyskiwane dla stosowanych linii komórek,

RTCA i testu MTT. Przykład

komórkach linii SKOV-
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hederyny, aktywnej saponiny triterpenowej, na �

przetestowano za pomoc� systemu Real-Time xCELLigence oraz testu MTT

ci przeprowadzono w stosunku do linii komórek SKOV

e nienowotworowej linii HaCaT. Komórki w metodzie RTCA 

hederyny, w zakresie st��e� 1–70 µg/ml, a w te�cie MTT w zakresie 

rzykładowy diagram prze�ywalno�ci komórek linii raka jajnika, 

3 pozyskany za pomoc� systemu RTCA obrazuje Ryc. 16.  

Przykładowy diagram prze�ywalno�ci komórek linii raka jajnika

godzinnej inkubacji ze wzrastaj	cymi st��eniami 

 analizy systemem RTCA; kontrola – komórki inkubowane z 0,7% 

 komórek SKOV-3 spada po potraktowaniu roztworem 

cyframi i liczbami, które reprezentuj� wzrastaj

hederyny (odpowiednio 1-70 µg/ml), kontrol� stanowi� komórki SKOV

W prowadzonych badaniach analizowano krzywe zale�no�ci efektu działania od 

hederyny, uzyskiwane dla stosowanych linii komórek, za pomoc

Przykład zale�no�ci efektu działania od st��enia 

3 przedstawia Ryc. 17. 

��� 
�	�
�

����

���
�������������������
�����

�ywotno�� komórek 

oraz testu MTT. Badanie 

ek SKOV-3 i HeLa, a 

w metodzie RTCA traktowano 

cie MTT w zakresie 

komórek linii raka jajnika, 

 

ci komórek linii raka jajnika 

eniami �-HN pozyskany 

komórki inkubowane z 0,7% 

aktowaniu roztworem �-hederyny. 

 wzrastaj�ce st��enia �-

 komórki SKOV-3 inkubowane 

ci efektu działania od 

 za pomoc� systemu 

enia �-hederyny na 



 

Ryc. 17. Krzywe zale

RTCA i testu MTT po traktowaniu komórek SKOV

stosowanym, odpowiednio, w st

mierzono na podstawie krzywych zale

Real-Time xCELLigence (A) i testu MTT (B). Odchylenia st

reprezentowane przez słupki bł

 

Uzyskane za pomoc

hederyny w stosunku do linii komórek SKOV

Tabela 11. 

Tabela 11. Warto

RTCA oraz testu MTT dla linii SKOV

SKOV

RTCA 

IC50 
[µg/ml] 

2,62±0,04 
R2 = 0,99 2,48±0,

R2-współczynnik determinacji

Uzyskane wyniki wskazuj

badanych linii komórkowych jest wysoka, z porównywa

wysokiej aktywno�ci cytotoksycznej nie jest jednak aktywna selektywn

linii komórek nowotworowych. 

78 

�

Krzywe zale�no�ci efektu od st��enia uzyskane za pomoc

RTCA i testu MTT po traktowaniu komórek SKOV-3 roztworem 

stosowanym, odpowiednio, w st��eniach 1-70 i 0,5-50 µg / ml. Warto

mierzono na podstawie krzywych zale�no�ci efektu od dawki za pomoc

Time xCELLigence (A) i testu MTT (B). Odchylenia st

reprezentowane przez słupki bł�dów. 

Uzyskane za pomoc� systemu RTCA i otrzymane w te�cie MTT warto

w stosunku do linii komórek SKOV-3, HeLa i HaCaT

Warto�ci IC50 dla �-hederyny uzyskane za pomoc

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

SKOV-3 HeLa HaCaT

MTT RTCA MTT RTCA 

IC50 
[µg/ml] 

IC50 
[µg/ml] 

IC50 
[µg/ml] 

IC50 
[µg/ml] 

2,48±0,32 2,72±0,59 
R2 = 0,99 2,18±0,04 2,71±0,35 

R2 = 0,99 2,

współczynnik determinacji 

Uzyskane wyniki wskazuj�, �e aktywno�� cytotoksyczna �-

badanych linii komórkowych jest wysoka, z porównywaln� warto

ci cytotoksycznej nie jest jednak aktywna selektywn

linii komórek nowotworowych.   

 

enia uzyskane za pomoc	 systemu 

3 roztworem �-HN 

50 µg / ml. Warto�ci IC50 �-HN 

efektu od dawki za pomoc	 systemu 

Time xCELLigence (A) i testu MTT (B). Odchylenia standardowe s	 

cie MTT warto�ci IC50 �-

3, HeLa i HaCaT przedstawiono w 

uzyskane za pomoc	 systemu 

HaCaT 

MTT 

IC50 
[µg/ml] 

2,57±0,21 

HN w stosunku do 

 warto�ci� IC50.  Przy 

ci cytotoksycznej nie jest jednak aktywna selektywnie w stosunku do 
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Analiza HPLC wybranych frakcji otrzymanych z ekstraktów nasion Nigella 

sativa dowiodły, �e najwy�sza zawarto�� �-hederyny znajduje si� we frakcji N (rozdział 

2.3 w cz��ci wynikowej). Badania aktywno�ci cytotoksycznej wskazuj�, �e jest to jedna 

z dwóch najsilniejszych frakcji spo�ród wszystkich 12-tu sporz�dzonych z ekstraktów 

nasion czarnuszki siewnej. Pozwala to potwierdzi� przypuszczenie, �e za wywarcie 

cytotoksycznego efektu w du�ej mierze odpowiedzialna jest �-hederyna. Ponadto, 

niewiele jest danych w pi�miennictwie na temat mechanizmów działania 

cytotoksycznego frakcji pozyskanych z nasion Nigella sativa. Istniej� pojedyncze 

doniesienia mówi�ce o wpływie metanolowego ekstraktu z nasion czarnuszki siewnej 

na hodowl� raka piersi (MCF-7) i aktywacji kaskady kaspaz oraz białka p-53 (176). 

Dodatkowo, badano wpływ ekstraktów z nasion Nigella sativa na indukcj� syntazy 

iNOS (177). Niedost�pne s� �adne dane na temat wpływu frakcji z Nigella sativa na 

komórki raka jajnika. Powy�sze wyniki, jak i brak doniesie� z pi�miennictwa skłoniły 

do przeanalizowania wpływu frakcji N na hodowl� komórkow� SKOV-3 oraz ocen� 

pod wzgl�dem wywarcia efektu apoptotycznego. 

0$%$ 7���������	�
�(���'�	�
� ���	��
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��������	�	����
��������	

W celu okre�lenia populacji komórek apoptotycznych oraz populacji komórek 

nekrotycznych zastosowano test z aneksyn� wi���c� fofatydyloseryn� (PS) oraz 

markerem 7-AAD po inkubacji komórek z 30-320 µg/ml roztworu frakcji N przez 24 

godziny, a nast�pnie zbadano analizatorem do cytometrii przepływowej Muse, zgodnie 

z opisem metody w rozdziale 4.4.2.1. Testy wykorzystuj�ce cytometri� przepływow� 

pozwalaj� na przeprowadzenie ilo�ciowej analizy populacji komórek z jednoczesn� 

klasyfikacj� ich na komórki �ywe, wczesnoapoptotyczne, pó�noapoptotyczne oraz 

martwe. Komórki martwe wykazuj� odmienne wła�ciwo�ci rozproszenia �wiatła w 

porównaniu do populacji �ywych komórek po zastosowaniu testu Muse Annexin V & 

Dead Cell Assay.  

Komórki, które ulegaj� apoptozie, w pocz�tkowych stadiach znacz�co si� kurcz� 

i trac� około 30% obj�to�ci w przeci�gu kilku minut. Dochodzi wówczas do powstania 

zmian cytoszkieletowych, które powoduj� „wrzenie” błony cytoplazmatycznej, tzw. 
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zeioz� (178, 179). Podczas zejozy dochodzi do p�cherzykowania błony, powstaj� ciała 

apoptotyczne zawieraj�ce materiał j�drowy oraz organella komórkowe otoczone błon� 

cytoplazmatyczn� w nienaruszonym stanie. Ciała te zostaj� pochłoni�te przez 

s�siaduj�ce komórki, przewa�nie makrofagi (180). Komórki fagocytuj�ce, za pomoc� 

specyficznych receptorów, potrafi� rozpozna� PS, która w pocz�tkowych stadiach 

apoptozy ulega redystrybucji z wewn�trznej warstwy błony lipidowej na zewn�trz. 

Dochodzi do zwi�zania oraz konsumpcji �ywych jeszcze ciał apoptotycznych, co 

zapobiega lizie komórek apoptotycznych i uwolnieniu substancji o charakterze 

zapalnym. Apoptoza jest procesem fizjologicznym, zachodz�cym „po cichu” w 

normalnych warunkach (181). 

W wyniku przeprowadzonych do�wiadcze� z zastosowaniem metody barwienia 

aneksyn� V / 7-AAD za pomoc� cytometrii przepływowej zgromadzono ilo�ciowe dane 

(” 
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Tabela 12, Ryc. 18) na temat czterech otrzymanych populacji komórek SKOV-3 

uprzednio poddanych działaniu frakcji N w zakresie st��e� 30,0 – 320,0 �g/ml przez 24 

godziny : 

� komórki �ywe, nieapoptotyczne: Aneksyna V (-) i 7-AAD (-); „Live” 

� komórki wczesnoapoptotyczne: Aneksyna V (+) i 7-AAD (-); „Early 

apoptotic” 

� komórki pó�noapoptotyczne: Aneksyna V (+) i 7-AAD (+); „Late 

apoptotic” 

� martwe komórki: Aneksyna V (-) i 7-AAD (+); „Dead” 
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Tabela 12. Zawarto�� [%] poszczególnych populacji komórek SKOV-3 

(komórki �ywe, wczesnoapoptotyczne, pó
noapoptotyczne oraz martwe), które 

poddano działaniu roztworowi frakcji N w zakresie 30 - 320 µg/ml przez 24 

godziny. 

Komórki SKOV-3 
Frakcja N [µg/ml] 

CTRL 30 60 80 160 320 

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

± SD 2,56 0,88 1,30 0,73 1,77 5,40 

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

± SD 0,86 1,90 0,23 1,80 3,01 0,57 

pó�noapoptotyczne 
 [%] 3,66 9,64 11,87 33,42 40,32 21,80 

± SD 1,06 0,48 0,49 2,83 4,18 0,30 

martwe 
 [%] 0,72 6,68 7,93 24,88 21,04 53,22 

± SD 0,69 0,09 0,49 3,09 1,47 5,14 

 

 

Ryc. 18. Zawarto�� [%] populacji komórek SKOV-3 �ywych, 

wczesnoapoptotycznych, pó
noapoptotycznych oraz martwych uzyskanych w 

wyniku działania roztworu frakcji N w zakresie st��e� 30 – 320 �g/ml przez 24 

godziny, kontrola – komórki SKOV-3. 
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Wyniki zgromadzone w przeprowadzonych do�wiadczeniach �wiadcz� o 

proapoptotycznych wła�ciwo�ciach frakcji N wzgl�dem linii komórkowej SKOV-3. 

Procent komórek apoptotycznych oszacowano w próbce kontrolnej nietraktowanych 

komórek (CTRL) oraz z roztworem frakcji N w zakresie st��e� 30–320 �g/ml 

inkubowanych przez 24 godziny. Zaobserwowano, �e procent populacji �ywych 

komórek SKOV-3 maleje wraz ze wzrostem st��enia zastosowanej frakcji. Ponadto, 

zaobserwowano statystycznie istotny wzrost zale�nego od dawki odsetka komórek 

apoptotycznych ju� w st��eniu 30 �g/ml. Widoczny jest bardzo gwałtowny wzrost 

populacji wczesnoapoptotycznej pocz�wszy od st��enia frakcji N 80 µg/ml wzgl�dem 

komórek kontrolnych, a tak�e bardzo zauwa�alny wzrost liczebno�ci tej grupy komórek 

odnotowano dla st��enia frakcji N 160 µg/ml, za� w przypadku st��enia 320 µg/ml 

przewa�aj� ju� komórki martwe. W przypadku procentu komórek 

pó�noapoptotycznych, zaobserwowano równie� statystycznie istotny wzrost tej 

populacji ju� przy st��eniu frakcji 30 µg/ml w stosunku do kontroli. Całkowity procent 

komórek apoptotycznych prezentuje Tabela 13 oraz Ryc. 19. 

 

Tabela 13. Komórki SKOV-3 [%] wczesno- oraz pó
noapoptotyczne 

uzyskane w wyniku działania roztworu frakcji N. 

SKOV-3 CTRL 30 60 80 160 320 

komórki wczesno- 
oraz 
pó�noapoptotyczne 

[%] 6,12 17,12 22,55 62,07 69,11 34,62 
± SD 0,95 2,05 0,82 2,50 8,71 0,39 
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Ryc. 19. Komórki SKOV-3 [%] wczesno- oraz pó
noapoptotyczne uzyskane 

w wyniku działania roztworu frakcji N. 

 

Widoczny jest wyra�ny wzrost populacji komórek apoptotycznych, jakie 

otrzymano w wyniku działania wzrastaj�cych st��e� frakcji N na linii komórkowej 

SKOV-3 i jest on statystycznie istotny ju� od pierwszego zastosowanego st��enia 

frakcji N, czyli 30 �g/ml. Najwy�sze zastosowane st��enie spowodowało martwic� 

badanych komórek.  

Diagramy przedstawiaj�ce zawarto�� [%] poszczególnych populacji komórek 

SKOV-3 poddanych działaniu frakcji N prezentuje Ryc. 20.  
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A. 

 

B. 

 

C. 

 

D. 

 

E. 

 

F. 

 

Ryc. 20. Diagramy przedstawiaj	ce zawarto�� [%] poszczególnych 

populacji komórek SKOV-3 poddanych działaniu ró�nych st��e� roztworu frakcji 

N; A - kontrola SKOV-3, B – frakcja N 30 �g/ml, C - frakcja N 60 �g/ml, D - 

frakcja N 80 �g/ml, E - frakcja N 160 �g/ml, F - 320 �g/ml. 
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Mitochondria stanowi� wa�ne organella komórkowe, poniewa� utrzymuj� 

podstawowy bilans energii komórkowej. Utrata mitochondrialnego potencjału 

transbłonowego cz�sto wi�zana jest z pocz�tkowymi stadiami apoptozy. Uwa�a si�, �e 

wraz ze spadkiem tego potencjału dochodzi do otwarcia porów w błonie 

mitochondrialnej i jej przepuszczalno�ci, co skutkuje uwolnieniem cytochromu C do 

cytozolu, a nast�pnie wyzwala nast�puj�ce po sobie zdarzenia w kaskadzie 

apoptotycznej.  

Stan błon mitochondrialnych komórek SKOV-3 po inkubacji z roztworem 

frakcji N oceniono za pomoc� cytometrii przepływowej zgodnie z opisem metody w 

rozdziale 4.4.2.2. W tym celu posłu�ono si� odczynnikiem MitoPotential Dye b�d�cym 

kationowym, lipofilowym barwnikiem do wykrywania zmian potencjału błony 

mitochondrialnej oraz zastosowano barwnik 7-AAD, który jest wska�nikiem �mierci 

komórkowej. Na tej podstawie otrzymano 4 grupy populacji komórek: 

• �ywe komórki z nienaruszonym potencjałem mitochondrialnym:  

MitoPotential (-) i 7-AAD (-); „Live” 

• �ywe komórki ze depolaryzowan� błon� mitochondrialn�: 

MitoPotential (+) i 7-AAD (-); „Depolarized/Live” 

• martwe komórki ze depolaryzowan� błon� mitochondrialn�: 

MitoPotential (+) i 7-AAD (+); „Depolarized/Dead” 

• martwe komórki z nienaruszonym potencjałem mitochondrialnym: 

MitoPotential (-) i 7-AAD (+); „Dead” 

 

Wewn�trzna błona nienaruszonych mitochondriów zgromadziła barwnik 

fluorescencyjny, który był widoczny w próbkach kontrolnych. Komórki inkubowane 

przez 3 godziny z roztworem frakcji N (30-320 �g/ml), u których doszło do 

depolaryzacji błony i spadku potencjału mitochondrialnego, przedstawiały 

zmniejszaj�c� si� fluorescencj�, �wiadcz�c o zachodz�cym procesie apoptozy. �rednie 

warto�ci zdepolaryzowanych/�ywych komórek po potraktowaniu roztworem frakcji N 

prezentuje Tabela 14 oraz Ryc. 21.  
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Tabela 14. �rednie warto�ci procentu komórek zdepolaryzowanych/�ywych 

po inkubacji z roztworem frakcji N. 

SKOV-3 CTRL 
Frakcja N [µg/ml] 

30 60  80  120  160  320  
�rednia 

[%] 
3,40 11,42 16,42 25,22 50,24 89,65 88,66 

±SD 0,87 0,15 1,37 2,40 2,55 2,58 1,68 
 

 

Ryc. 21. �rednia zawarto�ci [%] komórek depolaryzowanych/�ywych w 

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

 

Widoczny jest wyra�ny, istotny statystycznie dla wszystkich zastosowanych dawek 

frakcji N wzrost komórek ze depolaryzowan� błon� mitochondrialn� w stosunku do 

kontroli, u których – we wczesnych stadiach apoptozy – dochodzi do depolaryzacji tej 

błony oraz do utraty wewn�trznego potencjału transbłonowego (	
m). Pogl�d na 

wszystkie uzyskane populacje komórek SKOV-3 w wyniku działania roztworu frakcji 

N w zakresie st��e� 30-320 �g/ml prezentuje Ryc. 22.  



 
 

 

A B C D 

    
E F G  

   

 

Ryc. 22. Diagramy przedstawiaj	ce zawarto�� [%] poszczególnych populacji komórek SKOV-3 poddanych działaniu ró�nych 

st��e� roztworu frakcji N; A - kontrola SKOV-3, B – frakcja N 30 �g/ml, C - frakcja N 60 �g/ml, D - frakcja N 80 �g/ml, E - frakcja N 

120 �g/ml, F - frakcja N 160 �g/ml, G - frakcja N 320 �g/ml. 



 
 

Uzyskane dane potwierdzaj� udział mitochondriów w indukcji apoptozy w 

wyniku działania wzrastaj�cych st��e� frakcji N na linii SKOV-3. 

0$.$ 7���������	�����(	�������'�	������	������
��
�������
	/��"#	�	

�
�
���	�678".	

Proces spadku potencjału mitochondrialnego jest �ci�le powi�zany z rol� białek 

z rodziny Bcl-2 zakotwiczonych w zewn�trznej błonie mitochondrialnej i/lub w 

cytozolu. Białka te posiadaj� zdolno�� m.in. do hamowania procesu apoptozy. Przez 

zahamowanie ich aktywno�ci dochodzi do powstania porów w błonie mitochondrialnej, 

spadku potencjału transbłonowego i uwolnienie cytochromu c do cytozolu, co w 

konsekwencji prowadzi do uruchomienia kaskady kaspaz. 

W przeprowadzonym badaniu oceniaj�cym spadek aktywacji białka Bcl-2 

zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.2.3 wykorzystywana jest para przeciwciał: 

jedno przeciwciało umo�liwia wykrycie całkowitej ekspresji białka, a drugie umo�liwia 

wykrycie ufosforylowanej (zaktywowanej) jego postaci. Zastosowanie obu 

skoniugowanych przeciwciał daje pogl�d na cał� �cie�k� aktywacji Bcl-2 mierzonej 

jednocze�nie w jednej komórce. Dane uzyskane z cytometrii przepływowej 

przedstawiaj� warto�ci wzgl�dne (w procentach) dla ka�dej populacji komórek 

zawieraj�cych Bcl-2: inaktywowane, aktywowane i niewykazuj�ce ekspresji, uzyskane 

z trzech niezale�nych powtórze�. Obserwowany jest istotny oraz zale�ny od dawki 

efekt zahamowania aktywno�ci tego białka ( 

Tabela 15, Ryc. 23). 

 

Tabela 15. Całkowity poziom aktywacji białka Bcl-2 [%] w hodowli 

komórkowej SKOV-3. 

Komórki SKOV-3 
zawieraj�ce Bcl-2 

CTRL 
Frakcja N [�g/ml] 

30 60 80 120 160 320 

Inaktywowane 
% 0,10 81,87 81,17 78,73 98,60 98,87 98,10 

±SD 0,14 1,51 14,53 16,06 0,10 0,95 1,47 

Aktywowane 
% 95,70 17,77 17,83 19,93 0,13 0,00 0,00 

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

Nie % 0,80 0,37 0,97 1,33 1,27 1,13 1,90 
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wykazuj�ce 
ekspresji 

±SD 1,13 0,23 1,00 1,31 0,95 0,95 1,47 

 

 

Ryc. 23. Całkowity poziom aktywacji białka Bcl-2 [%] w hodowli 

komórkowej SKOV-3 pod wpływem działania roztworu frakcji N. 

 

Do inaktywacji białka z rodziny Bcl-2 dochodzi ju� w przypadku pierwszych 

zastosowanych st��e� frakcji N, tj. 30 �g/ml. Widoczny jest blisko 80%-wy poziom 

zahamowania aktywno�ci antyapoptotycznego białka w stosunku do u�ytej kontroli. 

Nast�pnie poziom ten ro�nie, osi�gaj�c niemal�e 100%. Powy�sze wyniki �wiadcz� o 

zachodz�cym procesie apoptozy w badanej populacji komórek SKOV-3 pod wpływem 

inkubacji z roztworem frakcji N. Pogl�d na wszystkie uzyskane populacje komórek 

SKOV-3 w wyniku działania roztworu frakcji N w zakresie st��e� 30-320 �g/ml 

prezentuje Ryc. 24.  

 



 
 

 

A B C D 

    

E F G  

   

LEGENDA: 

„Non-expressing” – komórki SKOV-3 

niewykazuj�ce aktywno�ci Bcl-2 

„Activated” - komórki SKOV-3 

wykazuj�ce aktywno�� Bcl-2 

„Inactivated” – komórki SKOV-3 z 

zahamowan� aktywno�ci� Bcl-2 

Ryc. 24. Diagramy przedstawiaj	ce zawarto�� [%] poszczególnych populacji komórek SKOV-3 poddanych działaniu ró�nych 

st��e� roztworu frakcji N; A - kontrola SKOV-3, B – frakcja N 30 �g/ml, C - frakcja N 60 �g/ml, D - frakcja N 80 �g/ml, E - frakcja N 

120 �g/ml, F - frakcja N 160 �g/ml, G - frakcja N 320 �g/ml. 
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Badania mechanizmu działania �-hederyny skupiono na linii SKOV-3, poniewa� 

brak jest jakichkolwiek doniesie� literaturowych na ten temat. Ponadto, wa�no�� 

problemów zwi�zanych z rakiem jajnika i jednocze�nie wysoka, zbadana in vitro 

aktywno�� cytotoksyczna �-hederyny na komórkach raka jajnika w rozdziale 3 cz��ci 

wynikowej równie� stanowiły istotny czynnik w wyborze dalszych bada� niniejszej 

pracy. 
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Barwnik Hoechst 33342 nale�y do grupy barwników fluorescencyjnych, które 

zawieraj� układ bis-benzimidazolowy (wzór chemiczny barwnika Hoechsta 33342 

obrazuje (Ryc. 25).  

 

Ryc. 25. Struktura barwnika Hoechsta 33342 

 

Jego działanie oparte jest na zasadzie interkalacji do małego rowka helisy DNA 

po wzbudzeniu �wiatłem ultrafioletowym (długo�� fali �wietlnej ok 485 nm, barwa 

niebiesko-fioletowa), co umo�liwia wizualizacj� materiału DNA w komórkach, równie� 

po zainicjowanym procesie apoptozy. Barwnik ten ma charakter lipofilowy, st�d 

posiada zdolno�� do przenikania przez błony biologiczne, równie� te o nienaruszonej 

strukturze, a zatem słu�y do wybarwienia komórek �ywych, a tak�e utrwalonych. Jest to 

substancja, która, poprzez swoj� zdolno�� interkalacji, potrafi zaburzy� replikacj� DNA, 

st�d cechuje si� mutagenno�ci� oraz toksyczno�ci� oraz wymaga szczególnej 

ostro�no�ci podczas pracy (182). 



 

Zmiany w dystrybucji 

ró�nych st��e� roztworu 

barwnikiem fluorescencyjnym

4.4.1. Fragmentacja j�drowa i kondensacja chromatyny

dla obrazu zachodz�cej apoptozy, były widoczne

(zdj�cie B-D), w przeciwie

Ryc. 26. Zmiany apoptotyczne indukowane w komórkach SKOV

hederyn�. Strzałki wskazuj

 

Stan chromatyny j

hederyn� w st��eniu 0.5, 2 i 10 

33342 dowodzi obecno�

saponin�. Komórki pod wpływem działania 

chromatyn� (w przeciwie

komórki apoptotyczne. 

93 

�

Zmiany w dystrybucji chromatyny w komórkach SKOV-3 poddanych działaniu

roztworu �-hederyny oceniano przez barwienie j�

fluorescencyjnym Hoechst 33342, zgodnie z opisem metody w rozdziale 

drowa i kondensacja chromatyny, jako zmiany charakterystyczne 

cej apoptozy, były widoczne w komórkach SKOV

, w przeciwie�stwie do próbki kontrolnej z DMSO (zdj

Zmiany apoptotyczne indukowane w komórkach SKOV

Strzałki wskazuj	 komórki apoptotyczne. 

Stan chromatyny j�drowej SKOV-3 po potraktowaniu 0,1% DMSO (A) lub 

5, 2 i 10 µg/ml (B-D) oceniony za pomoc� barwienia Hoechst 

�ci komórek apoptotycznych powstałych po inkubacji z

pod wpływem działania �-hederyny przedstawiaj

 (w przeciwie�stwie do komórek kontrolnych DMSO). Strzałki wskazu

poddanych działaniu 

�der komórkowych 

, zgodnie z opisem metody w rozdziale 

, jako zmiany charakterystyczne 

w komórkach SKOV-3 po barwieniu 

�cie A) (Ryc. 26).  

 

Zmiany apoptotyczne indukowane w komórkach SKOV-3 przez �-

3 po potraktowaniu 0,1% DMSO (A) lub �-

 barwienia Hoechst 

ci komórek apoptotycznych powstałych po inkubacji z badan� 

przedstawiaj� skondensowan� 

stwie do komórek kontrolnych DMSO). Strzałki wskazuj� 
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W celu oceny indukcji procesu apoptozy oraz populacji komórek nekrotycznych 

zastosowano test z aneksyn� oraz markerem 7-AAD po inkubacji komórek z 0,5-30,0 

µg/ml roztworu �-hederyny przez 24 godziny, a nast�pnie zbadano analizatorem do 

cytometrii przepływowej Muse, zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.2.1. Testy 

wykorzystuj�ce cytometri� przepływow� pozwalaj� na przeprowadzenie ilo�ciowej 

analizy populacji komórek, klasyfikuj�c je na komórki �ywe, wczesnoapoptotyczne, 

pó�noapoptotyczne oraz martwe. Komórki martwe wykazuj� odmienne wła�ciwo�ci 

rozproszenia �wiatła w porównaniu do �ywych po zastosowaniu testu Muse Annexin V 

& Dead Cell Assay.  

Błona komórkowa, plazmolemma, zbudowana jest z podwójnej warstwy 

fosfolipidów oraz białek. W warunkach fizjologicznych ujemnie naładowane cz�steczki 

fosfatydyloseryny (PS) znajduj� si� w wewn�trznej warstwie błony plazmatycznej, 

podczas gdy sfingomielina oraz fosfatydylocholina ulokowane s� w warstwie 

zewn�trznej. PS podczas procesu apoptozy zostaje redystrybuowana z wewn�trznej 

dwuwarstwy lipidowej na zewn�trz. Aneksyna, jako wysoce specyficzna wobec PS, 

wi��e si� z jej cz�steczkami o ujemnym ładunku w sposób zale�ny od dodatnio 

naładowanych jonów wapnia Ca2+. Natomiast marker 7-AAD (7-aminoaktynomycyna) 

słu�y do wykrywania martwych ju� komórek, poniewa� przenika wył�cznie przez 

uszkodzon� błon� komórkow�, a tak�e posiada wysok� zdolno�� wi�zania DNA, 

tworz�c z nim stabilne kompleksy (183, 184). 7-AAD jest specyficznym dla cytozyny i 

guaniny interkalatorem cz�steczek DNA (185) oraz umo�liwia rozró�nienie populacji 

komórek martwych od �ywych, b�d� wczesnoapoptotycznych. 
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W wyniku przeprowadzonych do�wiadcze� z zastosowaniem metody barwienia 

aneksyn� V / 7-AAD za pomoc� cytometrii przepływowej zgromadzono ilo�ciowe dane 

(Tabela 16, Ryc. 27) na temat czterech otrzymanych populacji komórek SKOV-3 

uprzednio poddanych działaniu �-hederyny w zakresie st��e� 0,5 – 30 �g/ml przez 24 

godziny : 

� komórki �ywe, nieapoptotyczne: Aneksyna V (-) i 7-AAD (-); „Live” 

� komórki wczesnoapoptotyczne: Aneksyna V (+) i 7-AAD (-); „Early 

apoptotic” 

� komórki pó�noapoptotyczne: Aneksyna V (+) i 7-AAD (+); „Late 

apoptotic” 

� martwe komórki: Aneksyna V (-) i 7-AAD (+); „Dead” 

Tabela 16. Zawarto�� [%] poszczególnych populacji komórek SKOV-3 (komórki 

�ywe, wczesnoapoptotyczne, pó
noapoptotyczne oraz martwe), które poddano 

działaniu roztworowi �-HN w zakresie 0,5 - 30,0 µg/ml przez 24 godziny.  

Komórki 
SKOV-3 

CTRL �-HN [µg/ml] 

SKOV-
3 

0,3% 
DMSO 

0,5  2 10 13 17 30 

�ywe 
[%] 88,98 85,90 82,83 80,25 69,23 48,13 52,65 46,98 

± SD 2,25 1,06 7,95 1,92 10,15 1,80 3,04 5,90 

wczesno- 
apoptotyczne 

[%] 6,83 8,70 9,03 12,85 29,55 30,95 38,25 47,38 

± SD 1,69 0,42 3,15 0,91 2,62 1,41 2,19 5,62 

pó�no-
apoptotyczne 

[%] 3,59 4,90 6,52 5,65 6,55 15,18 6,98 5,25 

± SD 0,71 1,34 3,35 1,13 2,83 0,67 0,95 0,49 

martwe 
[%] 0,60 0,50 1,62 1,26 0,53 5,75 2,13 0,40 

± 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 komórek SKOV-3 �ywych, 

wczesnoapoptotycznych, pó
noapoptotycznych oraz martwych uzyskanych w 

wyniku działania roztworu �-hederyny w zakresie st��e� 0,5 – 30 �g/ml przez 24 

godziny. 

 

Wyniki zgromadzone w przeprowadzonych do�wiadczeniach �wiadcz� o 

cytotoksycznych wła�ciwo�ciach �-hederyny wzgl�dem linii komórkowej SKOV-3. 

Procent komórek apoptotycznych oszacowano w próbce kontrolnej nietraktowanych 

komórek (CTRL), po inkubacji komórek z DMSO (ctrl z DMSO) w st��eniu 0,3% oraz 

z roztworem �-hederyny w zakresie st��e� 0,5–30�g/ml przez 24 godziny. 

Zaobserwowano, �e procent �ywych komórek SKOV-3 maleje wraz ze wzrostem 

st��enie zastosowanej saponiny. Ponadto, zaobserwowano wzrost zale�nego od dawki 

odsetka komórek apoptotycznych. Zauwa�alny jest gwałtowny wzrost populacji 

wczesnoapoptotycznej pocz�wszy od st��enia 10 µg/ml wzgl�dem komórek 

kontrolnych. W przypadku procentu komórek pó�noapoptotycznych, nie 

zaobserwowano, aby wraz ze wzrostem zastosowanego st��enia �-hederyny znacz�co 

rosła tak�e procentowa zawarto�� tej populacji komórek. Jedynie w st��eniu 13 µg/ml 

zanotowano istotnie wi�ksz� populacj� komórek pó�noapoptotycznych wzgl�dem 

kontroli.   
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Ryc. 28. Zawarto�� [%] populacji komórek wczesno- i 

pó
noapoptotycznych obliczona w porównaniu z grup	 komórek kontrolnych 

0.3% DMSO 

 

 Całkowity procent komórek apoptotycznych (wczesno- i 

pó�noapoptotycznych), jako �rednia z trzech niezale�nych do�wiadcze�, wynosił: 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 st��e� roztworu �-hederyny: odpowiednio 0,5, 2, 10, 13, 17 oraz 30 µg/ml 

w porównaniu z nietraktowanymi, kontrolnymi komórkami SKOV-3 i komórkami 

kontrolnymi traktowanymi 0,3% DMSO odpowiednio: 10,42 ± 2,26% i 13,6 ± 0,92% 

(Ryc. 28). Analiz� ka�dej próbki powtórzono trzy razy. Odchylenie standardowe jest 

reprezentowane przez słupki bł�dów. Na podstawie zgromadzonych danych w wyniku 

zastosowania wzrastaj�cych st��e� roztworu �-hederyny inkubowanych z komórkami 

SKOV-3 mo�na zauwa�y�, �e zawarto�� populacji komórek apoptotycznych (wczesna i 

pó�na apoptoza) znacz�co ro�nie wraz ze wzrostem st��enia zastosowanej saponiny, a 

ró�nice te s� istotne statystycznie pocz�wszy od st��enia 10 µg/ml. 

Procentow� zawarto�� poszczególnych populacji komórek SKOV-3 uzyskanych w 

wyniku działania roztworu �-hederyny w zakresie st��e� 0,5-30 �g/ml prezentuje Ryc. 

29.  
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A.  

 

B.  

 

C. 

 

D. 

 

E. 

 

F. 

 

Ryc. 29. Diagramy przedstawiaj	ce procentow	 zawarto�� poszczególnych 

populacji komórek SKOV-3 poddanych działaniu ró�nych st��e� roztworu �-

hederyny; A - kontrola 0,3% DMSO, B - 0,5, C - 2, D - 10, E - 17, F - 30 �g / ml 
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Mitochondria, o czym mowa była ju� w rozdz. 4.2 cz��ci wynikowej, to wa�ne 

organella komórkowe, które utrzymuj� podstawowy bilans energii komórkowej, 

ponadto stanowi� główne miejsce wytwarzania wolnych rodników, a tak�e zawieraj� 

podstawowe regulatory procesów prowadz�cych do �mierci komórki, np. apoptozy. 

Zmiany zachodz�ce w obr�bie mitochondriów s� wi�c bardzo czułymi wska�nikami 

zdrowia komórek oraz stresu. Energia komórkowa, która jest wytwarzana w trakcie 

oddychania mitochondrialnego, zostaje zmagazynowana jako gradient 

elektrochemiczny przez błon� mitochondrialn�, za� ta kumulacja energii w zdrowo 

funkcjonuj�cych komórkach tworzy transbłonowy potencjał mitochondrialny (	
m), 

dzi�ki któremu komórka kieruje syntez� ATP. Utrata wewn�trznego potencjału 

mitochondrialnego transbłonowego cz�sto wi�zana jest z pocz�tkowymi stadiami 

apoptozy. Uwa�a si�, �e spadek tego potencjału jest zbie�ny z otwarciem porów w 

błonie mitochondrialnej i z jej przepuszczalno�ci�, co skutkuje uwolnieniem 

cytochromu C do cytozolu, co nast�pnie wyzwala nast�puj�ce po sobie zdarzenia w 

kaskadzie apoptotycznej. Depolaryzacja transbłonowego potencjału mitochondrialnego 

jest zatem wiarygodnym wska�nikiem dysfunkcji mitochondriów i zdrowia 

komórkowego, b�d�c istotnym elementem bada� dotycz�cych apoptozy, toksyczno�ci 

leków oraz wielu chorób (186-191).  

Stan błon mitochondrialnych komórek SKOV-3 po traktowaniu roztworem �-

hederyny oceniono za pomoc� cytometrii przepływowej zgodnie z opisem metody w 

punkcie 4.4.2.2. W tym celu posłu�ono si� odczynnikiem MitoPotential Dye, który jest 

kationowym, lipofilowym barwnikiem do wykrywania zmian potencjału błony 

mitochondrialnej oraz posłu�ono si� barwnikiem 7-AAD, który jest wska�nikiem 

�mierci komórkowej. Na tej podstawie otrzymano 4 grupy populacji komórek: 

• �ywe komórki z nienaruszonym potencjałem mitochondrialnym:  

MitoPotential (-) i 7-AAD (-); „Live” 

• �ywe komórki ze depolaryzowan� błon� mitochondrialn�: 

MitoPotential (+) i 7-AAD (-); „Depolarized/Live” 

• martwe komórki ze depolaryzowan� błon� mitochondrialn�: 

MitoPotential (+) i 7-AAD (+); „Depolarized/Dead” 
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• martwe komórki z nienaruszonym potencjałem mitochondrialnym: 

MitoPotential (-) i 7-AAD (+); „Dead” 

 

Wewn�trzna błona nienaruszonych mitochondriów zgromadziła barwnik 

fluorescencyjny, który był widoczny w próbkach kontrolnych. Komórki inkubowane 

przez 3 godziny ze wzrastaj�cymi st��eniami roztworu � – hederyny przedstawiały 

zmniejszaj�c� si� fluorescencj�. �rednie warto�ci zdepolaryzowanych/�ywych komórek 

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

procentowa zawarto�� poszczególnych populacji komórek SKOV-3 uzyskanych w 

wyniku działania roztworu �-hederyny w zakresie st��e� 0,5-30 �g/ml prezentuje Ryc. 

31. 

 

Tabela 17. Zawarto�� populacji komórek zdepolaryzowanych/�ywych po 

inkubacji z roztworem �-hederyny. 

Komórki 
SKOV-3 

CTRL �-HN [�g/ml] 

SKOV-
3 

DMSO 
0.3% 0,5 2,0 5,0 10,0 13,0  17,0   20,0  30, 0  

�rednia [%] 3,40 2,85 2,24 2,35 3,11 3,37 41,15 43,51 51,25 96,79 

± SD 
0,87 1,54 0,73 0,74 0,40 0,93 2,57 2,25 2,84 1,83 
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Ryc. 30. Zawarto�� populacji komórek zdepolaryzowanych/�ywych po 

inkubacji z roztworem �-hederyny. 

 

Uzyskane dane potwierdzaj� udział mitochondriów w indukcji apoptozy w 

komórkach SKOV-3 po potraktowaniu roztworem �–hederyny. Widoczny jest 

gwałtowny wzrost populacji komórek zdepolaryzowanych/�ywych pocz�wszy od 

u�ytego st��enia 13µg/ml � – hederyny i efekt ten ro�nie wraz ze wzrostem st��enia �–

hederyny. Pomiar depolaryzacji mitochondrialnej SKOV-3 oceniano w odniesieniu do 

kontroli 0,3% DMSO. Eksperyment prowadzono trzy razy, niezale�nie. Odchylenie 

standardowe jest reprezentowane przez słupki bł�dów.  
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A. 

 

B. 

 

C. 

 

D. 

 

E. 

 

Ryc. 31. Diagramy przedstawiaj	ce procentow	 zawarto�� poszczególnych 

populacji komórek SKOV-3 poddanych działaniu ró�nych st��e� roztworu �-

hederyny; A - kontrola 0,3% DMSO, B - 0,5 �g/ml �-HN, C - 2 �g/ml �-HN, D - 10 

�g/ml �-HN, E - 30 �g/ml �-HN. 
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Całkowity poziom ekspresji białka Bcl-2, z rodziny białek antyapoptotycznych, 

mierzono, stosuj�c zestaw Muse Activation Dual Detection, zgodnie z opisem metody 

w rozdziale 4.4.2.3 oraz w rozdziale 4.3 cz��ci wynikowej. Komórki SKOV-3 

eksponowano na wzrastaj�ce st��enia roztworu �-hederyny (0,5-30µg/ml) przez 24 

godziny, aby wywoła� �mier� komórki i zahamowa� odpowied� kaskady sygnałowej 

Bcl-2. W wyniku przeprowadzonych do�wiadcze� uzyskano trzy rodzaje populacji 

komórek zawieraj�cych białko Bcl-2: inaktywowane, aktywowane i niewykazuj�ce 

ekspresji, uzyskane z trzech niezale�nych powtórze�. W niniejszym badaniu 

zaobserwowano znacz�c�, zale�n� od dawki inaktywacj� białka 

przeciwapoptotycznego, w przeciwie�stwie do próbek kontrolnych z prawie 100% 

poziomem aktywacji Bcl-2. Procent inaktywacji białka Bcl-2 w komórkach SKOV-3 

prezentuje Tabela 18 oraz Ryc. 32. 

Tabela 18. Całkowity poziom [%] aktywacji białka Bcl-2 w hodowli 

komórkowej SKOV-3 pod wpływem działania roztworu �-hederyny. 

Komórki 
SKOV-3 

zawieraj�ce 
Bcl-2 

CTRL �-HN [�g/ml] 

SKOV-3 
DMSO 
0.3% 0,5  2,0  

 
5,0  

10,0  
 

13,0  
 

17,0   
20,0 

Inaktywo-
wane 

[%] 0,10 0,30 61,87 92,65 89,30 86,37 98,03 99,07 98,80 

±SD 0,14 0,30 3,35 8,56 11,88 10,26 0,70 0,51 0,84 

Aktywo- 
wane 

[%] 95,70 98,87 37,90 6,05 8,90 12,37 0,03 0,03 0,05 

±SD 3,82 0,47 3,56 8,56 12,59 10,79 0,06 0,06 0,06 

Nie 
wykazuj�ce 

ekspresji 

[%] 0,80 0,00 0,23 1,30 1,80 1,27 1,93 0,90 1,15 

±SD 1,13 0,00 0,21 0,00 0,71 0,55 0,75 0,53 0,86 

 

�

�
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Ryc. 32. Całkowity poziom [%] aktywacji białka Bcl-2 w hodowli 

komórkowej SKOV-3 pod wpływem działania roztworu �-hederyny. 

 

Widoczny jest gwałtowny wzrost populacji komórek SKOV-3, u których doszło 

do inaktywacji białka z rodziny Bcl-2 ju� w zastosowanym st��eniu �-hederyny 2 µg/ml 

w stosunku do komórek kontrolnych. Procent komórek SKOV-3 z aktywn� postaci� 

tego antyapoptotycznego białka drastycznie spadł i jest wykrywalny jedynie w 

st��eniach �-hederyny 0,5; 2,0; 5,0 oraz 10 µg/ml.  

Wyniki powy�szych bada� potwierdzaj� indukcj� apoptozy w hodowli komórkowej 

SKOV-3 pod wpływem roztworu �-hederyny i dowodz�, �e jednym z czynników 

bior�cych udział w przeprowadzeniu procesu apoptozy jest inaktywacja białka z 

rodziny Bcl-2 o charakterze antyapoptotycznym. 

Procentow� zawarto�� poszczególnych populacji komórek SKOV-3 uzyskanych w 

wyniku działania roztworu �-hederyny w zakresie st��e� 0,5-30 �g/ml prezentuje Ryc. 

33. 

�

  



105 
 

�

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

Ryc. 33. Diagramy przedstawiaj	ce poziom aktywacji białka Bcl-2 w 

hodowli komórek SKOV-3 pod wpływem działania roztworu �-hederyny przez 24 

godziny wyra�ony procentowo; A – kontrola 0,3% DMSO, B – 0,5 µg/ml �-HN, C 

– 2,0 µg/ml �-HN, D – 10,0 µg/ml �-HN, E - 17 µg/ml �-HN, F – 30 µg/ml �-HN 
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�mier� komórki na drodze apoptozy mo�e zachodzi� dwoma szlakami 

(zewn�trznym – receptorowym oraz wewn�trznym – „mitochondrialnym”), podczas 

których aktywacja kaspaz stanowi istotny etap prowadz�cy do zniszczenia struktur 

białkowych, degradacji kodu DNA, a w efekcie do dezintegracji komórki. 

Kaspazy to enzymy z rodziny proteaz cysteinowych, wyst�puj�ce w komórkach 

pod postaci� nieczynnych zymogenów – prokaspaz, które w konkretnych warunkach 

ulegaj� kaskadowej aktywacji, prowadz�c do zaprogramowanej �mierci komórki. 

Kaspaza-3 oraz kaspaza-7 nale�� do kaspaz wykonawczych, które, jako prokaspazy, 

aktywowane s� przez kaspazy inicjuj�ce -2, -8, -9, -10 (111, 192, 193). Kaspaza-3 jest 

prawdopodobnie najlepiej poznan� po�ród ssaczych kaspaz ze wzgl�du na jej swoisto�� 

oraz rol� w procesie apoptozy.  Jest aktywna podczas wielu zło�onych �cie�ek �mierci 

apoptotycznej, które finalnie prowadz� do kurczenia komórek, kondensacji chromatyny 

oraz powstawania ciał apoptotycznych (194). 

W celu oszacowania aktywno�ci kaspazy-3 oraz kaspazy-7 komórki SKOV-3 

poddano działaniu wzrastaj�cych st��e� roztworu �-hederyny przez 24 godziny, a 

nast�pnie barwiono zestawem Muse Caspase-3/7 i analizowano za pomoc� Muse Cell 

Analyzer, zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.2.4. W wyniku prowadzonych 

do�wiadcze� zgromadzono ilo�ciowe dane wyra�one w procentach na temat czterech 

uzyskanych populacji komórek w ró�nych stadiach apoptozy (Tabela 19, Ryc. 34, Ryc. 

36).Zarejestrowane populacje komórek s� nast�puj�ce: 

• �ywe, nieapoptotyczne: barwnik Muse Caspase-3/7 (-) i 7-AAD (-) 

• wczesnoapoptotyczne: barwnik Muse Caspase-3/7 (+) i 7-AAD (-) 

• pó�noapoptotyczne: barwnik Muse Caspase-3/7 (+) i 7-AAD (+) 

• martwe: barwnik Muse Caspase-3/7 (-) i 7-AAD (+) 



 
 

Tabela 19. Zawarto�� [%] poszczególnych populacji komórek SKOV-3 

(komórki �ywe, wczesnoapoptotyczne, pó
noapoptotyczne oraz martwe), które 

poddano działaniu roztworowi �-HN w zakresie 0,5 - 30,0 µg/ml przez 24 godziny. 

Komórki  
SKOV-3 CTRL 

�-HN [µg/ml] 
 

SKOV
-3 

0,3% 
DMSO 

0,5  2  5  10  13  17  20 30  

�ywe [%] 82,83 89,25 92,03 90,68 83,30 83,97 84,75 83,73 69,88 51,57 

± SD 0,46 1,05 1,19 0,89 2,41 3,43 1,11 1,93 1,53 0,95 

wczesno-
apopto-
tyczne 

[%] 8,60 7,35 5,28 5,75 11,90 12,73 12,35 12,42 29,58 48,03 

± SD 0,14 1,09 0,81 0,35 0,91 1,75 0,68 0,99 1,54 0,96 

pó�no-
apopto-
tyczne 

[%] 8,53 3,37 2,65 3,55 4,80 3,27 2,88 3,85 0,53 0,38 

± 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 
 

 

Ryc. 34. Zawarto�� [%] poszczególnych populacji komórek SKOV-3 

(komórki �ywe, wczesnoapoptotyczne, pó
noapoptotyczne oraz martwe), które 

poddano działaniu roztworowi �-HN w zakresie 0,5 - 30,0 µg/ml przez 24 godziny. 



 
 

Wzrastaj�ce st��enia roztworu � – hederyny, którym zostały poddane komórki 

SKOV-3, spowodowały wzrost populacji komórek wczesnoapoptotycznych, pocz�wszy 

od st��enia � – hederyny 5,0 µg/ml. Populacja komórek pó�noapoptotycznych nie 

zwi�kszyła si�, wr�cz zauwa�alny jest jej spadek w st��eniach 20,0 oraz 30,0 µg/ml na 

rzecz bardzo wyra�nego wzrostu populacji komórek wczesnoapoptotycznych. W tych 

te� st��eniach, inkubacja komórek SKOV-3 z roztworem � – hederyny spowodowała 

wyra�ny spadek populacji komórek �ywych. 

Całkowity procent komórek apoptotycznych (wczesna i pó�na apoptoza), jako �rednia z 

trzech niezale�nych do�wiadcze� w porównaniu do komórek kontrolnych oraz komórek 

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

 

Tabela 20. Zawarto�� populacji komórek SKOV-3 wczesno- i 

pó
noapoptotycznych, które poddano działaniu roztworowi �-HN w zakresie 0,5 - 

30,0 µg/ml przez 24 godziny. 

Komórki 
SKOV-3 

CTRL 
�-HN [µg/ml] 

 

SKOV-
3 

0,3% 
DMSO 0,5  2  5  10  13  17  20  30  

Komórki 
wczesno- 
i 
pó�noapo
ptoty-
czne 

 [%] 17,13 10,72 7,93 9,30 16,70 16,00 15,23 16,27 30,12 48,42 

± SD 

0,46 1,03 1,20 0,92 2,41 3,44 1,13 1,93 0,95 0,95 
 

 

Ryc. 35. Zawarto�� [%] populacji komórek SKOV-3 wczesno- i 

pó
noapoptotycznych, które poddano działaniu roztworowi �-HN w zakresie 0,5 - 

30,0 µg/ml przez 24 godziny. 
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Aktywna kaspaza -3/-7 w populacji komórek apoptotycznych (wczesnej i pó�nej 

apoptozy) powoduje odci�cie peptydowego substratu DEVD od odczynnika Muse 

Caspase-3/7, co skutkuje uwolnieniem barwnika, nast�pnie wnikni�ciem do j�dra 

komórek z nieuszkodzon� błon� komórkow� oraz emisj� fluorescencji. Efekt ten był 

zauwa�alny w sposób istotny statystycznie przy st��eniu 5 µg/ml oraz przy wy�szych 

badanej saponiny.  

Procentow� zawarto�� poszczególnych populacji komórek SKOV-3 uzyskanych 

w wyniku działania roztworu �-hederyny w zakresie st��e� 0,5-30 �g/ml prezentuje 

Ryc. 36.  

 



 
 

A  B 

  

C D  

  

E F 

  

Ryc. 36. Diagramy przedstawiaj	ce procentowy udział poszczególnych populacji 

komórek SKOV-3 poddanych działaniu ró�nych st��e� alfa-hederyny; A – kontrola 0,3% 

DMSO, B – 0,5 µg/ml �-HN, C - 2,0 µg/ml �-HN, D - 10,0 µg/ml �-HN, E - 17 µg/ml �-HN, 

F - 30 µg/ml �-HN. 
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Cykl komórkowy, jako cykl �yciowy komórki, to jeden z najwa�niejszych i 

fundamentalnych procesów w komórkach eukariotycznych, który prowadzi do 

utworzenia dwóch nowych, potomnych komórek b�d�cych idealnymi kopiami 

macierzystej komórki. Regulacja cyklu komórkowego ma istotne znaczenie dla 

prze�ycia komórek, poniewa� wpływa na regulacje napraw uszkodze� genetycznych, a 

tak�e zapobiega niekontrolowanemu podziałowi komórkowemu. Wady cyklu 

komórkowego s� cech� charakterystyczn� populacji komórek nowotworowych, a 

mutacje w obr�bie genów zaanga�owanych w kontrolowanie cyklu komórkowego s� 

bardzo powszechne w przypadku raka. Analiza cyklu komórkowego staje si� coraz 

wa�niejsza w kontek�cie działania zwi�zków przeciwnowotworowych oraz badania 

mechanizmów podziału komórek (195, 196). 

Cykl komórkowy dzieli si� na dwie fazy – M (mitoza lub mejoza) oraz interfaza, 

która stanowi okres pomi�dzy jednym podziałem komórki, a kolejnym. Interfaza dzieli 

si� na cztery fazy: G0, G1, S oraz G2. W fazie G0 znajduj� si� komórki, które w 

najbli�szym czasie nie ulegn� podziałowi. Rozpocz�cie fazy G1 nakazuje komórce do 

przej�cia przez nast�puj�ce po sobie fazy cyklu i w efekcie skutkuje jej podziałem. 

Dane uzyskane z analizy cyklu komórkowego przeprowadzonego zgodnie z 

opisem metody w rozdziale 4.4.2.5 za pomoc� cytometru przepływowego Muse Cell 

Analyzer przedstawiaj� istotny, zale�ny od dawki wzrost populacji komórek SKOV-3 w 

fazie G0/G1 (  
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Tabela 21, Ryc. 37). 

Po 24-godzinnej inkubacji komórek SKOV-3 z roztworem �-hederyny w 

zakresie 0,5 – 30,0 µg/ml zauwa�alna była znaczna akumulacja komórek w fazie G0/G1 

w wyniku zatrzymania cyklu komórkowego w tej fazie. Efekt ten jest widoczny dla 

dawki 13 µg/ml �-hederyny, za� najistotniejszy w zakresie 17-30 µg/ml w porównaniu z 

komórkami kontrolnymi. 
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Tabela 21. Populacja [%] komórek SKOV-3 w poszczególnych fazach cyklu 

komórkowego. 

St��enie �-HN 
[µg/ml] 

G0/G1 S G2/M 
[%] ±SD [%] ±SD [%] ±SD 

ctrl 55,98 2,24 30,23 5,35 10,05 4,78 
ctrl 0,3% DMSO 56,05 2,17 28,39 3,13 10,80 3,72 

0,5 57,83 4,75 27,64 1,49 9,55 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 63,75 0,35 20,15 0,35 12,40 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 2,19 1,05 1,48 0,00 0,00 

 

 

Ryc. 37. Analiza cyklu komórkowego komórek SKOV-3 traktowanych 

przez 24 godziny wzrastaj	cymi st��eniami roztworu � – hederyny. 
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Kaspaza -8 oraz kaspaza –9 nale�� do kaspaz inicjuj�cych, które aktywuj� 

wykonawcze. Kaspaza –8 odpowiedzialna jest za aktywacj� prokaspaz –3, -6, -7, 

natomiast kaspaza –9 aktywuje prokaspazy -3 i –7 (111, 192, 193). Kaspaza –8 mo�e 
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zosta� zaktywowana na skutek pobudzenia receptora �mierci, który znajduje si� na 

błonie komórkowej i w efekcie dochodzi do uruchomienia tzw. „zewn�trznego szlaku 

apoptozy”. Natomiast, kaspaza -9 zwi�zana jest z tzw. „wewn�trznym szlakiem 

apoptozy”. W okre�lonych momentach z mi�dzybłonowej przestrzeni mitochondrialnej 

uwalniane s� do cytoplazmy liczne białka, m.in. cytochrom c oraz czynnik aktywacji 

proteaz apoptotycznych (Apaf-1), który razem z ATP tworzy struktur� nazwan� 

apoptosomem. Nast�pnie, Apaf-1 ulega oligomeryzacji, przył�cza si� szereg cz�steczek 

prokaspazy -9, które to ulegaj� samoaktywacji. Dalej, dochodzi do aktywacji kaspaz 

wykonawczych, które ostatecznie doprowadzaj� komórk� do programowanej �mierci 

poprzez proteoliz� białka PARP, histonów, topoizomeraz, a tak�e innych białek (111, 

197, 198).  

W celu oszacowania aktywno�ci kaspazy-8 i kaspazy-9 komórki SKOV-3 

poddano działaniu wzrastaj�cych st��e� roztworu �-hederyny (0,5–30µg/ml) przez 2, 5 

i 24 godziny zgodnie z opisem metody w rozdziale 4.4.3. 

W przypadku kaspazy-8 w porównaniu z kontrol� (komórki traktowane 0,3% 

roztworem DMSO), nie zaobserwowano znacz�cej jej aktywacji. Aktywno�� kaspazy-8 

dla st��e� 0,5; 2; 5 µg/ml �-hederyny była podobna do kontroli (Ryc. 38); jednak dla 

wy�szych st��e� �-hederyny (w zakresie 10–30µg/ml) i we wszystkich punktach 

pomiaru czasu aktywno�� ta była zbli�ona do warto�ci 0 (dane nie pokazane). 

W przypadku kaspazy - 9, nast�pił znacz�cy wzrost jej aktywacji po 5 godzinach 

inkubowania komórek SKOV-3 z roztworem �-hederyny dla st��e� 0,5, 2 i 5 µg/ml. 

Aktywno�� kaspazy - 9 była odpowiednio 1,56-, 1,58- i 1,71-krotnie wy�sza w 

porównaniu z aktywno�ci� kaspazy w komórkach kontrolnych DMSO (Ryc. 38). 

Podobnie do wyników luminometrycznych kaspazy-8, aktywno�� kaspazy-9 była 

zbli�ona do warto�ci 0 dla wy�szych st��e� roztworu �-hederyny (w zakresie 10–

30µg/ml) dla ka�dego punktu pomiarowego (danych nie pokazano). Powy�sze dane 

potwierdzaj� indukcj� procesu apoptozy na linii komórkowej SKOV-3 pod wpływem �-

hederyny oraz wskazuj� na znacz�c� rol� w tym procesie wewn�trznego szlaku 

mitochondrialnego.  
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Ryc. 38. Aktywno�� kaspazy-8 i kaspazy-9 po traktowaniu komórek SKOV-

3 roztworem �-hederyny. 

 

Zgromadzone w niniejszej pracy powy�sze wyniki dostarczaj� wielu nowych 

informacji, b�d� konfrontacji z danymi literaturowymi pochodz�cymi głównie z 

Dalekiego Wschodu, gdzie czarnuszka siewna posiada status cudownej ro�liny, 

panaceum na wszystkie choroby.  

Nasiona N. sativa były u�ywane ju� od czasów staro�ytnych do leczenia wielu 

chorób, poniewa� przypisywano im wiele leczniczych wła�ciwo�ci, m.in. stymuluj�ce, 

�ółciop�dne, �ółciotwórcze, wiatrop�dne, moczop�dne i napotne. W medycynie 

ludowej nasiona miały stanowi� leczenie i zapobieganie m. in. dyslipidemii, astmie i 

egzemie. Mówiono, �e nasiona czarnego kminku s� w stanie uchroni� przed ka�dym 

schorzeniem, prócz �mierci (29). 

W dzisiejszych czasach prowadzone s� na szerok� skal� badania w kierunku 

poszukiwania skutecznie działaj�cych przeciwnowotworowo zwi�zków naturalnego 

pochodzenia. W�ród substancji o wysokiej aktywno�ci i znacznym potencjale działania 

znajduj� si� saponiny triterpenowe. Wiele rodzajów nowotworów, szczególnie rak 

jajnika, jest słabo uleczalnych oraz ma niewystarczaj�ce mo�liwo�ci terapeutyczne. Rak 

jajnika jest uwa�any za jeden z najgro�niejszych ginekologicznych nowotworów, 

plasowany jest na czwartym miejscu w�ród zgonów spowodowanych kobiecymi 

nowotworami (142). Dost�pne metody terapii wci�� s� mało skuteczne, a jak wskazuj� 
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wyniki bada�  stwierdzana jest szybko rosn�ca oporno�� komórek nowotworowych na 

dost�pne terapie i stosowan� chemioterapi� (145). Dlatego istnieje du�e 

zapotrzebowanie na nowe substancje, równie� pochodzenia naturalnego. 

Nasiona czarnuszki siewnej, które były stosowane od wieków, niezaprzeczalnie 

cechuje bardzo ró�norodna i szeroka aktywno�� biologiczna, przykładowo - 

przeciwutleni�j�ca, przeciwzapalna, przeciwcukrzycowa, przeciwbakteryjna, 

przeciwwirusowa, przeciwpaso�ytnicza i przeciwnowotworowa (5). Wiele z tych 

działa� przypisano głównemu składnikowi olejku eterycznego czarnego kminku - 

tymochinonowi. W badaniach tymochinonu wykazano równie� jego aktywno�� 

przeciwnowotworow� (199-203). Wyst�puj�ca w Nigella sativa �-hederyna - aktywna 

saponina triterpenoidowa – tak�e posiada wła�ciwo�ci przeciwnowotworowe, chocia� 

dane na temat cytotoksyczno�ci saponin zawartych w nasionach czarnuszki s� nadal 

niewystarczaj�ce. Dlatego prowadzenie bada� nad aktywno�ci� saponin w czarnuszce 

powinno by� rozwijane i kontynuowane. 

Aktywno�� cytotoksyczna pi�ciu badanych ekstraktów pierwotnych 

otrzymanych z nasion czarnuszki siewnej była bardzo zró�nicowana. Najwy�sz� 

aktywno�� wykazał 50% etanolowy ekstrakt wspomagany ultrad�wi�kami (Es50). Po 

podziale na frakcje stwierdzono, �e substancje czynne przechodz� do rozpuszczalnika 

organicznego, co jest zgodne z wynikami wcze�niejszych bada� (47, 80). 

Wyniki bada� cytotoksyczno�ci IC50 ekstraktów i frakcji otrzymanych z nasion 

Nigella sativa w stosunku do badanych linii komórkowych, wykazały wy�sz� 

aktywno�� w porównaniu z aktywno�ci� ekstraktów otrzymanych z surowców 

pochodz�cych  z krajów Dalekiego Wschodu (47, 82, 174). 

Zastosowan� metod� RTCA do oznaczania cytotoksyczno�ci cechuje cz�ste 

zawy�anie wyników wzgl�dem metod klasycznych, szczególnie dla zwi�zków o 

niewyra�nie zaznaczonej aktywno�ci cytotoksycznej z uwagi na analiz� całego profilu 

działania zwi�zków, jednak ró�nice otrzymanych wyników wzgl�dem danych 

literaturowych potwierdza tak�e wykorzystany klasyczny test MTT. Mo�liwo�� analizy 

cało�ci przebiegu eksperymentu daje szeroki pogl�d na profil badanej substancji oraz 

przybli�a proces projektowania nowych terapeutyków, a tak�e ułatwia prowadzenie 

„screeningu” potencjalnych substancji o charakterze nowych leków. Ponadto, 

opracowana metoda regeneracji E-płytek stosowanych w systemie RTCA dodatkowo 
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zmniejsza istotnie koszty eksploatacji urz�dzenia wyposa�onego w płytki z elektrodami 

pokrytymi złotem, jak i przyczynia si� do ochrony �rodowiska.  

Nasiona i główny składnik lotnego olejku, tymochinon, były równie� szeroko 

badane w licznych badaniach naukowych, tak�e pod k�tem ich wła�ciwo�ci 

cytotoksycznych (65, 204-207). Jednak�e, do tej pory, zwrócono niewielk� uwag� na 

aktywn� saponin� z nasion N. sativa, � – HN (triterpenoid z aglikonem hederageniny), 

szczególnie, je�li chodzi o wła�ciwo�ci przeciwnowotworowe i mechanizmy tej 

aktywno�ci. Wyniki bada� fitochemicznych wybranych frakcji prowadzone w niniejszej 

pracy wskazuj�, �e za wywarcie efektu cytotoksycznego odpowiedzialna jest ta wła�nie 

saponina. Frakcje, które w najwi�kszym stopniu hamowały proliferacj� komórek 

posiadały najwy�sz� zawarto�� �-hederyny. Ponadto, udowodniono, �e frakcja N o 

najwy�szej zawarto�ci �-hederyny posiada wła�ciwo�ci proapoptotyczne na linii 

komórkowej SKOV-3.  W pi�miennictwie brak jest informacji na temat wpływu �-

hederyny na lini� komórek jajnika SKOV-3. Dost�pne s� wyniki bada� aktywno�ci 

cytotoksycznej syntetycznych pochodnych �-hederyny,  na trzech rodzajach linii 

komórkowych, m.in. na komórkach raka jajnika, SK-OV-3 (208). Badania aktywno�ci 

cytotoksycznej saponin triterpenoidowych w stosunku do linii komórkowej SKOV-3 

obejmowały saponiny typu lupanu i oleanu izolowane z korzeni Pulsatilla koreana 

(209, 210). Niewiele jest danych o aktywno�ci cytotoksycznej  saponin z aglikonem 

hederageniny, obecnym w �-hederynie. Pochodne te badano pod k�tem ich 

cytotoksyczno�ci, chocia� nie na linii komórkowej SKOV-3, a �-hederyna okazała si� 

najsilniejsz� spo�ród innych pokrewnych diglikozydów hederageniny. W 

pi�miennictwie dost�pne s� wyniki bada� wskazuj�ce, �e saponiny z aglikonem 

hederageniny oddziałuj� z cholesterolem błonowym i powoduj� destabilizacj� błony 

(211). Lorent i in. stwierdzili, �e �-hederyna wnika do komórki prawdopodobnie przez 

szlak zale�ny od sterolu (101, 102). 

W niniejszej pracy zbadano wpływ �-hederyny na lini� komórek raka jajnika 

SKOV-3 i okre�lono mechanizm jej aktywno�ci przeciwnowotworowej. Wyniki 

wskazuj�, �e ta triterpenowa saponina wykazuje kluczow� aktywno�� cytotoksyczn� 

wobec komórek SKOV-3. Proliferacja badanych komórek oceniana za pomoc� systemu 

Real-Time xCELLigence i testu MTT była silnie hamowana w sposób zale�ny od dawki 

i czasu. Badania te wskazuj� równie�, �e typem �mierci komórkowej indukowanej przez 

�-hederyn� w hodowli SKOV-3 jest apoptoza. Ta zaprogramowana �mier� komórkowa 
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wyró�nia si� specyficznymi cechami biochemicznymi i morfologicznymi, takimi jak 

kurczenie si� komórki, tworzenie skondensowanych j�der komórkowych, a nast�pnie 

jego fragmentacja i p�cherzykowanie błony (212). W powy�szych badaniach wszystkie 

te zmiany j�drowe zaobserwowano, stosuj�c barwienia komórek SKOV-3 barwnikiem 

fluorescencyjnym, Hoechsta 33342, po inkubacji komórek z roztworem � – HN. 

Równie�, cech� charakterystyczn� wczesnej apoptozy jest utrata asymetrii błony 

komórkowej z translokacj� fosfatydyloseryny z wewn�trznej cz��ci błony komórkowej 

do zewn�trznej jej powierzchni. W rezultacie zale�ne białko, wi���ce fosfolipidy, 

zwane aneksyn� V, mo�e wi�za� si� z fosfatydyloseryn� (184, 213, 214). Dane 

uzyskane z eksperymentu przedstawiaj� istotny wzrost populacji apoptotycznych 

komórek SKOV-3 po traktowaniu roztworem �-hederyny w sposób zale�ny od dawki. 

Główne szlaki apoptozy to: zewn�trzne szlaki receptorów �mierci i wewn�trzne 

poprzez �cie�k� mitochondrialn� (215-217). W szlaku zewn�trzpochodnym ligand jest 

przył�czony do błonowego receptora �mierci, co powoduje zmiany w domenie �mierci 

receptora, skutkiem czego aktywowana jest równie� kaspaza-8. Daje to sygnał do 

rozpocz�cia apoptozy. Je�li chodzi o wewn�trzny szlak zale�ny od mitochondriów, w 

wyniku bod�ca chemicznego liczne białka s� uwalniane z mitochondriów do 

cytoplazmy. St�d mo�na zaobserwowa� utrat� mitochondrialnego wewn�trznego 

potencjału transbłonowego (	
m) (218), który jest równie� zwi�zany z wczesnymi 

stadiami apoptozy (188, 189, 219). Proces ten jest �ci�le zwi�zany z rol� zarówno anty- 

jak i proapoptotycznych białek Bcl-2, które znajduj� si� w zewn�trznej błonie 

mitochondrialnej i / lub w cytozolu. 

Zdolno�� białka Bcl-2 do hamowania apoptozy jest regulowana przez proces 

fosforylacji. Jego posta� fosforylowana ma funkcj� antyapoptotyczn� i defosforylacja 

jest wymagana dla aktywno�ci proapoptotycznej (220, 221). Proces ten prowadzi do 

powstawania porów w błonie mitochondrialnej i uwalniania cytochromu c z 

mitochondriów do cytozolu. Uwolniony cytochrom c wraz z apoptotycznym 

czynnikiem aktywacji proteazy Apaf-1 i ATP tworz� struktur� zwan� apoptosomem. W 

nast�pnym etapie zachodzi oligomeryzacja białka Apaf-1 i przył�cza si� szereg 

cz�steczek prokaspazy-9. Cz�steczki prokaspazy-9 ulegaj� samoaktywacji, a ta nowa 

struktura jest aktywna katalitycznie przez dłu�szy czas. Podstawow� rol� apoptosomu 

jest aktywacja kaspaz wykonawczych, w tym kaspazy-3 - podstawowego enzymu 
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wykonawczego procesu apoptozy (222-230). W niniejszej pracy wykryto istotn�, 

zale�n� od dawki depolaryzacj� błony mitochondrialnej w linii komórkowej SKOV-3 w 

ci�gu kilku godzin po potraktowaniu komórek badan� saponin� wraz z inaktywacj� 

antyapoptotycznego białka Bcl-2. Ponadto zaobserwowano znaczny wzrost aktywno�ci 

kaspazy-9, co doprowadziło do aktywacji kaspazy 3/7 w komórkach, potwierdzaj�c 

zainicjowanie wewn�trznego szlaku mitochondrialnego w �mierci komórkowej linii 

SKOV-3. Jednocze�nie nie zaobserwowano aktywacji kaspazy-8, zaanga�owanej 

głównie w zewn�trzny szlak apoptozy. Zaobserwowano równie�, �e w 

przeprowadzonych badaniach zatrzymanie cyklu komórkowego w komórkach SKOV-3 

nastepuje w fazie G0 / G1 po traktowaniu przez 24 godziny roztworem � – HN o 

wzrastaj�cym zakresie st��e�.  

Wyniki powy�szych bada� mechanizmu działania � – hederyny potwierdzaj� 

indukcj� procesu programowanej �mierci komórkowej pod wpływem inkubacji 

komórek SKOV-3 z roztworem badanej saponiny, wskazuj�c, �e wewn�trzny, 

mitochondrialny szlak odgrywa znacz�c� rol� w tym procesie. 
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V. PODSUMOWANIE 

Przeprowadzone w niniejszej pracy liczne do�wiadczenia i analizy pozwoliły na 

zrealizowanie zało�onych celów głównych oraz po�rednich dotycz�cych tematu 

„Aktywno�� cytotoksyczna ekstraktów i głównych metabolitów wtórnych nasion 

czarnuszki siewnej Nigella sativa”. 

Na podstawie bada� aktywno�ci cytotoksycznej za pomoc� systemu Real-Time 

xCELLigence oraz testu MTT oszacowano zahamowanie proliferacji badanych linii 

komórek nowotworowych (SKOV-3 – linia komórkowa raka jajnika; HeLa – linia 

komórkowa raka szyjki macicy) i nienowotworowej linii komórek ludzkich 

keratynocytów (linia komórkowa HaCaT) pod wpływem działania ekstraktów oraz 

metabolitów wtórnych uzyskanych z nasion czarnuszki siewnej. Jak dot�d nie 

odnotowano bada� cytotoksyczno�ci ekstraktów, czy frakcji na komórkach linii SKOV-

3. Efekt ten jest zauwa�alny dla poszczególnych frakcji, czy ekstraktów, jednak 

uzyskane wyniki IC50 nie klasyfikuj� ich jako cytotoksyczne według US National 

Cancer Institute, gdy�  warto�� ta przekracza 20 µg/ml. 

W wyniku przeprowadzonych analiz dokonano oceny wpływu sposobów 

ekstrakcji Nigella sativa. Zauwa�ono, �e ekstrakcja wspomagana ultrad�wi�kami 

(UAE) zwi�ksza sił� działania ekstraktów wykorzystuj�cych mieszanin� wody i 

alkoholu (ekstrakt 50% etanolowy), prawdopodobnie przez efekt kawitacji, dzi�ki 

któremu dochodzi do sprawniejszego uwalniania zawarto�ci komórki do �rodowiska. 

Zauwa�ono tak�e niekorzystny wpływ UAE przy zastosowaniu ekstrakcji wodnej, 

spowodowany prawdopodobnie zachodz�c� sonoliz�. 

Uzyskane wyniki wskazuj� równie�, �e zwi�zki cytotoksyczne czarnuszki 

odznaczaj� si� ró�n� polarno�ci�. Potwierdza to stwierdzona zró�nicowana aktywno�� 

cytotoksyczna ekstraktów. Wy�sz� aktywno�� wykazuj� ekstrakty wodno-etanolowe 

(E50 i Es50) w stosunku do nieaktywnego ekstraktu etanolowego 95% (E95), jak 

równie� ekstraktu wodnego o niskiej aktywno�ci (Aq). 

Analiza aktywno�ci cytotoksycznej badanych frakcji wskazuje, �e najwy�szymi 

aktywno�ciami odznaczaj� si� frakcje z octanem etylu, otrzymane z ekstraktów 50 % 

etanolowych (frakcje N i S). Dla wymienionych frakcji, oznaczone IC50 na linii SKOV-

3 maj� warto�ci poni�ej 100 µg/ml, w zakresie od 65,8 µg/ml do 97,83 µg/ml, 

niezale�nie od metody oznaczania. 
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Analiza metabolitów z grupy saponin triterpenowych pozwoliła na identyfikacj� 

pochodnej hederageniny w nasionach czarnuszki w surowcu polskiego pochodzenia. 

Uprzednio, zwi�zek ten został wydzielony i zidentyfikowany w badaniach saponin 

nasion Nigella sativa w surowcach pochodz�cych z Indii oraz z Turcji. 

W wyniku oznaczenia zawarto�ci �-hederyny w wybranych frakcjach oraz 

ekstraktach z nasion Nigella sativa metod� HPLC zaobserwowano, �e ekstrakcja tej 

saponiny z najwy�sz� efektywno�ci� ma miejsce przy zastosowaniu octanu etylu, co 

potwierdziły badania chromatograficzne. Zidentyfikowano najwy�sz� zawarto�� �-

hederyny dla frakcji N spo�ród badanych frakcji, a tak�e zaobserwowano, �e ju� w 

najni�szych zastosowanych st��eniach (od około 30 µg/ml) powoduje ona zmiany 

apoptotyczne w hodowli SKOV-3. 

Analiza wła�ciwo�ci cytotoksycznych badanej saponiny triterpenowej wykazała 

jej bardzo wysok� aktywno�� wobec komórek raka jajnika SKOV-3, bez wzgl�du na 

zastosowan� metod� pomiaru. Ponadto, ustalono tak�e mechanizm aktywno�ci 

cytotoksycznej �-hederyny na linii komórkowej SKOV-3. Dowiedziono, �e w 

komórkach linii raka jajnika, SKOV-3, w wyniku inkubacji z roztworem �-hederyny, 

dochodzi do indukcji procesu apoptozy oraz �e wewn�trzny szlak mitochondrialny 

odgrywa znacz�c� rol� w tym procesie, z jednoczesn� inaktywacj� antyapoptotycznego 

białka Bcl-2 oraz aktywacj� kaspaz -3, -7, -9. 

Dokonano porównania obu zastosowanych metod do badania cytotoksyczno�ci 

(MTT oraz RTCA). Analizy prowadzone za pomoc� systemu RTCA, pozwalaj� na 

�ledzenie działania zwi�zku w czasie rzeczywistym, nie punktowym, oraz dostarczaj� 

kompletnych informacji na temat profilu badanego zwi�zku, daj�c mo�liwo�� 

oszacowania jego aktywno�ci cytotoksycznej. Klasyczny test MTT nie dostarcza takich 

mo�liwo�ci. Je�li analizowany zwi�zek nie charakteryzuje si� bardzo wysokimi 

wła�ciwo�ciami cytotoksycznymi, pozwalaj�c komórkom na wzgl�dnie długie 

prze�ycie w czasie trwania eksperymentu zanim dojdzie do spadku ich prze�ywalno�ci, 

to wówczas system odnotowuje tak�e te pierwsze, wzgl�dnie wysokie warto�ci IC50, 

które podnosz� ostateczny wynik. Przeciwnie dzieje si� w przypadku zastosowania 

klasycznego testu MTT, który nie umo�liwia prze�ledzenia wpływu badanych 

zwi�zków podczas trwania danej analizy. 
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Ponadto, opracowano metod� regeneracji E-płytek u�ywanych w systemie 

RTCA, co znacznie obni�a koszty analiz. Ustalono, �e regeneracja nie wpływa na 

powtarzalno�� wyników. 
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VI. WNIOSKI 

 

W podsumowaniu wykonanych bada� i przeprowadzonej analizy uzyskanych 

wyników oraz przeprowadzonej dyskusji mo�na stwierdzi�, �e zrealizowano 

wszystkie cele pracy i postawi� nast�puj�ce wnioski: 

1. Badania aktywno�ci cytotoksycznej ekstraktów Nigella sativa  w stosunku do linii 

komórek nowotworowych (SKOV-3 - linia komórkowa raka jajnika; HeLa – linia 

komórkowa raka szyjki macicy), a tak�e nienowotworowej linii komórek ludzkich  

keratynocytów (linia komórkowa HaCaT) wykazały, �e najwy�sz� aktywno�� 

wykazuje ekstrakt wodno-etanolowy (50% v/v) otrzymany metod� wspomagan� 

ultrad�wi�kami oraz frakcje z octanem etylu. Uzyskane warto�ci IC50 przekraczaj�  

warto�� 20 µg/ml i zgodnie z klasyfikacj� National Cancer Institute nie wykazuj� 

aktywno�ci cytotoksycznej. 

2. We frakcjach o najwy�szej aktywno�ci cytotoksycznej stwierdzono wyst�powanie 

saponiny triterpenoidowej, �-hederyny.  

3. W nasionach Nigella sativa potwierdzona została obecno�� wcze�niej wyodr�bnionej 

i opisanej w literaturze, pochodnej hederageniny: �-O-�β�D-ksylopiranozylo-��→���

α�L-ramnopiranozylo-��→���α�L-arabinopiranozylo]-28-O��α�L-ramnopiranozylo�

��→���β�D-glukopiranozylo���→ ��β�D-glukopiranozyd]-hederageniny! 

4.  Badania wpływu aktywnej frakcji N, zawieraj�cej �-hederyn�, na komórki linii 

SKOV-3 wykazały, �e frakcja ta powoduje zmiany apoptotyczne. 

5. �-Hederyna, monodesmozydowa saponina triterpenoidowa, wykazuje bardzo silne 

wła�ciwo�ci cytotoksyczne w hodowli komórkowej raka jajnika, SKOV-3 z 

warto�ciami IC50 wynosz�cymi 2.62±0.04 oraz 2.48±0.32 odpowiednio dla metod 

RTCA i MTT.  

6. Okre�lono mechanizm aktywno�ci �-hederyny w stosunku do komórek linii SKOV-

3. �-Hederyna wywołuje apoptoz�. Wykazano, �e  jest to szlak wewn�trzny, 

mitochondrialny programowanej �mierci komórkowej, z jednoczesn� inaktywacj� 
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antyapoptotycznego białka Bcl-2 oraz aktywacj� kaspaz -3, -7, -9; za� cykl 

komórkowy został zatrzymany w fazie G0/G1. 

7. Stosowane do pomiaru cytotoksyczno�ci metody: test MTT oraz system Real-Time 

xCELLigence dostarczaj� porównywalnych i uzupełniaj�cych si� wyników. 

8. Opracowano metod� regeneracji E-płytek stosowanych w systemie Real-Time 

xCELLigence (RTCA). Wykazano, �e E-płytki mog� by� kilkukrotnie regenerowane 

oraz ponownie wykorzystywane z dobr� odtwarzalno�ci� wyników w 

eksperymentach. 
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