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SUMMARY

Introduction. In recent years, a significant increase in morbidity and mortality from cancer including head/neck region, have been
seen. The present results indicate that the polyphenols may support standard chemotherapy of tumors. The beneficial effects dem-
onstrated for the use of curcumin and its derivatives.

Aim. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic and proapoptotic effect of curcumin and its derivatives on cell line squa-
mous cell carcinoma of tongue SCC-25.

Material and methods. Cells were cultured as recommended by the manufacturer using DMEM:F12 (1:1) supplemented with 10%
FBS serum, 400 ng/mL hydrocortisone and the addition of 100 IU/mL penicillin, 100 ug/mL streptomycin, and 0.25 pg/mL am-
photericin B. In order to investigate cytotoxic activity of test compounds an MTT assay was used, in order to determine the potential
proapoptotic activity flow cytometry using Annexin V assay Muse and Dead Cell assay kit was used.

Results. The values of IC_,amounted to 41.18 uM for curcumin, 36.67 uM for demetexycurcumin and 27.13 uM for bisdemetoxy-
curcumin after 24 hours of incubation of the cells. Cytometric analysis using Annexin V staining revealed that curcumin and its
derivatives activate physiological cell death process.

Conclusions. The demonstrated cytotoxic and proapoptotic activity of curcumin and its derivatives was dependent on the dose and
duration of exposure.
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STRESZCZENIE

Wstep. W ostatnich latach zaobserwowano znaczny wzrost zachorowalnosci oraz Smiertelnosci spowodowanej nowotworami zto-
sliwymi, w tym rejonu glowy i szyi. Dotychczasowe wyniki wskazujg, ze polifenole mogq wspomagac standardowq chemioterapie
nowotworow. Korzystne dziatanie wykazano po zastosowaniu kurkuminy oraz jej pochodnych.

Cel pracy. Celem pracy byla ocena cytotoksycznego oraz proapoptotycznego wplywu kurkuminy oraz jej pochodnych na komorki
raka plaskonablonkowego jezyka linii SCC-25.

Materiat i metody. Komorki hodowane byly zgodne z zaleceniami producenta przy uzyciu podtoza DMEM:F12 (1:1) suplementowa-
nego 10% surowicq FBS, 400 ng/ml hydrokortyzonu oraz dodatkiem 100 IU/ml penicyliny, 100 ug/ml streptomycyny oraz 0,25 ug/
ml amfoterycyny B. W celu zbadania aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkow zastosowano test MTT, a w celu wyznaczenia
potencjalnego dziatania proapoptotycznego zastosowano cytometrie przeplywowq z wykorzystaniem testu Muse Annexin V and Dead
Cell Assay Kit.

Wyniki. Wyznaczone wartosci IC ,, wynosily 41,18 umol/L dla kurkuminy, 36,67 umol/L dla demetoksykurkuminy oraz 27,13 umol/L
dla bisdemetoksykurkuminy po 24 godz. inkubacji komdrek. Analiza cytometryczna z uzyciem barwienia aneksyny V wykazata, ze
kurkumina i jej pochodne aktywujq proces fizjologicznej Smierci komorek.

Whrioski. Wykazana aktywnos¢ cytotoksyczna oraz proapoptotyczna kurkuminy oraz jej pochodnych byta zalezna od dawki oraz
czasu ekspozycji.

Stowa kluczowe: rak jezyka, kurkumina, cytotoksyczno$¢, apoptoza

**Badania byly finansowane w ramach umowy dla mtodych naukowcéw Nr KNW-2-004/N/5/N.
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Wprowadzenie

Wigkszos$¢ nowotwordw glowy i szyi oraz gérnych
dr6g oddechowych to nowotwory pochodzenia pta-
skonabtonkowego. Raki ptaskonabtonkowe regionu
glowy i szyi zajmuja szdste miejsce pod wzgledem
czesto$ci wystgpowania na $wiecie. Kazdego roku
wykrywanych jest 600 000 nowych przypadkéw tych
rakéw i sg one przyczyna 350 000 zgondéw. Pod wzgle-
dem budowy histologicznej w okoto 95% wystepuje
rak plaskonabtonkowy, zas inne, takie jak rak bro-
dawkowy, gruczotowy czy nabtonkowy wystepuja
znacznie rzadziej. Gtéwnym czynnikiem powstawa-
nia nowotworow gtowy i szyi, w tym raka jezyka,
sa powszechnie znane kancerogeny, wsrdd ktdorych
najwieksze znaczenie odgrywaja substancje zawarte
w dymie tytoniowym oraz wysokoprocentowe alko-
hole. Bardzo istotnymi z epidemiologicznego punktu
widzenia czynnikami kancerogennymi sa takze higie-
na jamy ustnej oraz zakazenia wirusowe, takie jak
zakazenie onkogennym typem wirusa brodawczaka
ludzkiego (HPV) oraz zakazenia wirusem Epsteina-
-Barr (EBV). Wirusowy czynnik etiologiczny odgrywa
jednak istotna role w przypadku raka krtani oraz
nosogardzieli.

Rak jezyka stanowi powazny problem zdrowotny
w niektorych krajach Azji Potudniowo-Wschodnie;j.
Rosnaca liczbe przypadkéw obserwuje sie takze
w Stanach Zjednoczonych, lecz liczba zgonéw jest
tam ograniczona przede wszystkim poprzez szczegdlny
nacisk na wczesne wykrywanie tej choroby.

Duzym problemem klinicznym jest ograniczenie
chemioterapii z powodu matej chemiowrazliwosci
tego typu nowotworéw. Obecnie poszukuje si¢ no-
wych zwiazkow pochodzenia naturalnego lub zwiaz-
kéw, ktore poddane modyfikacji chemicznej wykaza
bardziej selektywna aktywnos¢ chemioterapeutyczna

lub ktore beda mogly wspomagac standardowa che-
mioterapi¢ (1-4).

Do zwiazkéw tych mozemy zaliczy¢ kurkumine oraz
jej pochodne (ryc. 1). Sproszkowana kurkuma jest
substancja koloru zo6ttego i zawiera kurkuminoidy,
w tym 77% kurkuminy, 17% demetoksykurkuminy
i 3% bisdemetoksykurkuminy.

Kurkumina jest uwazana za substancje pomoc-
na w leczeniu wielu chordb, takich jak: nowotwory,
choroby neurodegeneracyjne, choroby zakazne oraz
cukrzyca. Zastosowanie tego zwiazku w leczeniu jest
utrudnione ze wzgledu na staba rozpuszczalno$¢ w wo-
dzie, nietrwato$¢ w Srodowisku wodnym oraz niski
wychwyt komérkowy (5-8).

Liczne badania potwierdzaja, ze kurkumina i jej
pochodne wykazuja dziatanie przeciwnowotworowe,
przeciwutleniajace oraz przeciwzapalne (7). Wsréd
wszystkich wlasciwosci, jakimi cechuje si¢ kurkumina,
naukowcy szczegdlnie zwracaja uwage na wptyw kurku-
miny na cykl komérkowy, powodowanie apoptozy oraz
zahamowanie proliferacji i migracji komérek nowo-
tworowych. W ostatnim czasie prowadzone sg badania
majace na celu mozliwosci wykorzystania kurkuminy
oraz jej pochodnych do leczenia choréb proliferacyj-
nych i zespotéw metabolicznych. Badania wskazuja,
ze polifenol ten odznacza si¢ r6znorodna aktywnoScia
biologiczna, jednak mechanizmy biochemiczne nie
w petni zostaly poznane. Potwierdzono, ze kurkumina
moze oddziatywac z r6znymi biatkami, np. z czynnika-
mi transkrypcyjnymi, enzymami, receptorami i czyn-
nikami wzrostu. Jest ona takze powszechnie znanym
przeciwutleniaczem. Jednak ze wzgledu na aktywacje
wielu szlakéw biochemicznych trudno jednoznacznie
okresli¢, ktora z jej aktywnoSci biologicznych odpo-
wiada za efekt przeciwnowotworowy, gdyz dziatanie
to moze by¢ wynikiem aktywnoSci przeciwutleniajacej,
przeciwzapalnej oraz cytotoksycznej (9).

Demetoksykurkumina

Bisdemetoksykurkumina

Ryec. 1. Budowa chemiczna kurkuminy oraz jej pochodnych: demetoksykurkuminy oraz bisdemetoksykurkuminy
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Cel pracy

Celem prezentowanej pracy byta ocena wlaSci-
wosci cytotoksycznych kurkuminy oraz jej pochod-
nych (demetoksykurkuminy oraz bisdemetoksykur-
kuminy) w zaleznoS$ci od uzytych stezen oraz czasu
dzialania powyzszych substancji na komorki raka
ptaskonabtonkowego jezyka linii SCC-25 w bada-
niach in vitro.

Material i metody

Zwiqzki chemiczne

W badaniach wykorzystano kurkumine, de-
metoksykurkumine, bisdemetoksykurkumi-
ne, bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-
-difenylotetrazolu (MTT) (Sigma-Aldrich). W bada-
niach wykorzystano roztwor antybiotyk/antymykotyk,
trypsyne, roztwor PBS, plodowa surowice bydleca FBS
i L-glutaming (GE Healthcare) oraz etanol i dimety-
losulfotlenek (Avantor Performance Materials).

Hodowla komoérkowa

Linie komérkowa SCC-25 ludzkiego raka ptasko-
nablonkowego jezyka (ATCC CRL-1628) hodowa-
no zgodnie z zaleceniami producenta z zastosowa-
niem mieszaniny podioza Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) i Ham F12 (w stosunku 50:50) z do-
datkiem 10% surowicy ptodowej bydlegcej inaktywowa-
nej termicznie. Pozywke suplementowano 400 ng/ml
hydrokortyzonu oraz roztworami antybiotykow o ste-
zeniu koficowym: 100 Ul/ml penicyliny, 100 wg/ml
streptomycyny i 0,25 mg/ml amfoterycyny B.

Komoérki nowotworowe hodowano w temp. 37°C
w atmosferze wzbogaconej 5% dwutlenku we-
gla (CO,) w inkubatorze Panasonic MCO-170AICU V-
-PE. Hodowle komérkowe pasazowano za pomoca
0,25% roztworu trypsyny z EDTA i wysiewano do
nowego naczynia hodowlanego w stosunku 1:4.

Ocena aktywnosci cytotoksycznej w tescie MTT

Jako wskaznik aktywnoSci cytotoksycznej kurku-
miny oraz jej pochodnych zastosowano test MTT
z bromkiem 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-2,5-
-dimetylotetrazolu. Jest to metoda kolorymetryczna
oceniajaca aktywno$¢ metaboliczng komdrek nowo-
tworowych, oparta na konwersji soli tetrazoliowej do
nierozpuszczalnego formazanu. [lo§¢ utworzonego
formazanu jest proporcjonalna do iloSci zywych ko-
morek. W celu oceny wihasciwosci cytotoksycznych
badanych zwiazkéw w stosunku do komorek linii SCC-
-25 komorki wysiewano na plytki 96-stanowiskowe
w liczbie 5000 komorek na studzienke, a nastepnie

dodawano odpowiedniej pozywki hodowlanej w ilo-
Sci 0,2 ml. Komérki nowotworowe pozostawiono na
72 godz. w celu osiagniecia wzrostu logarytmicznego.
Po uplywie tego czasu pozywke usuwano i na plytki
do odpowiednich stanowisk dodano badane substancje
w okreslonych stezeniach.

Komoérki hodowano przez 24, 48 1 72 godz. w celu
oceny wplywu cytotoksycznego badanych kurkumi-
noidéw. Po uplywie tego czasu do kazdej studzienki
dodawano roztwér MTT (Sigma-Aldrich) w pozywce
hodowlanej o konicowym stezeniu 2 mg/ml. Komorki
pozostawiono z roztworem barwnika na 4 godz.
Po tym czasie pozywke usuwano znad komorek
i do kazdej studzienki dodawano po 200 ul dime-
tylosulfotlenku w celu rozpuszczenia powstatych
krysztaléw formazanu. Odczytu absorbancji doko-
nywano przy uzyciu czytnika do mikroptytek (Bio-
Tek Instruments) przy dtugosci fali 570 nm. Stopien
cytotoksyczno$ci obliczono wedtug nastepujacego
wzoru: procent cytotoksycznosci (martwe komorki)
= (1 - [absorbancja badanej prébki/absorbancja
kontroli]) x 100%.

Ocena procesu apoptozy
Z zastosowaniem cytometrii przeptywowej

Apoptoze oraz nekroze komorek raka jezyka linii
SCC-25 traktowanych kurkuming oraz jej pochodnymi
oceniano przy uzyciu zestawu Muse Annexin V and
Dead Cell Assay Kit (Millipore) zgodnie z instruk-
cja obstugi i instrukcja producenta. Po zakonczonej
ekspozycji komoérek na badane zwigzki komérki no-
wotworowe trypsynizowano i przemywano dwukrot-
nie jatlowym roztworem PBS. Sporzadzano zawiesi-
n¢ komérek w podtozu, tak aby koficowe stezenie
wynosito 1 x 10° komdrek/ml. Protokét barwienia
obejmowal dodanie 100 ul zawiesiny komérek do
100 ul odczynnika Muse Annexin V and Dead Cell
Assay Kit i wymieszanie roztworu. Prébki inkubowano
przez 20 min w temp. pokojowej bez dostepu Swia-
tla. Odsetek komo6rek apoptotycznych analizowano
metoda cytometrii przeptywowej przy uzyciu systemu
Muse Cell Analyzer (Millipore) i wyrazono jako udziat
procentowy komorek apoptotycznych. Jako kontrole
negatywna uzyto czystego podtoza z dodatkiem suro-
wicy FBS. Jako kontrole pozytywna zastosowano po-
zywke z dodatkiem paklitakselu w stezeniu 100 nmol.
Test ten pozwala na rozroznienie czterech popula-
cji komoérek: nieapoptotycznych (zywe) o fenotypie
aneksyna V (=) i 7-AAD (-), wezesnoapoptotycznych
o fenotypie aneksyna V (+) i 7-AAD (-), p6znoapop-
totycznych i martwych o fenotypie aneksyna V (+)
i 7-AAD (+) oraz nekrotycznych o fenotypie aneksyna
V (=) i 7-AAD (+).
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Analiza statystyczna

Do utworzenia bazy danych postuzyt program
Microsoft Excel 2003 for Macbook. Analize staty-
styczna uzyskanych wynikéw wykonano za pomoca
programu Statistica wersja 8.0 (StatSoft). W celu
sprawdzenia normalnoSci rozkladu zastosowano
test Shapiro-Wilka. Uzyskane wyniki przedstawiono
jako Srednia oraz odchylenie standardowe z trzech
niezaleznych eksperymentéw, kazdy w 12 pow-
térzeniach (*p < 0,05; **p < 0,01 test ANOVA
Friedman.

Wyniki
Aktywnos¢ cytotoksyczna kurkuminy

oraz jej pochodnych

Hamowanie wzrostu komorek linii SCC-25 trakto-
wanych kurkuming, demetoksykurkumina oraz bis-

raka jezyka linii SCC-25. IC,  wyniosto 41,18 umol/L po
24 godz. inkubacji komorek z kurkumina, 36,67 wmol/L
w przypadku demetoksykurkuminy oraz 27,13 umol/L
dla bisdemetoksykurkuminy w wyniku 24 godz. inku-
bacji komorek. Zmiany wartoSci IC,j w zaleznosci od
czasu przedstawia tabela 1.

Uzyskane dane pozwalajq na wyciagniecie wniosku,
ze w przypadku linii SCC-25 aktywno$¢ cytotoksycz-
na badanych zwiazkéw ksztattowata sie nastepujaco:
kurkumina < demetoksykurkumina < bisdemeto-
ksykurkumina.

Po analizie uzyskanych wynikéw w teScie MTT do
dalszej analizy cytometrycznej wybrano jedno stezenie
badanego zwiazku, tj. 50 umol/L oraz 24 godz. inku-
bacje komorek z analizowanym zwiazkiem.

Tab. 1. Wartosci IC_ analizowanych zwigzkéw w stosunku
do komérek raka jezyka linii SCC-25

demetoksykurkuming oceniono w tescie zywotnosci IC,, (umol/L)
komoérek z zastosowaniem barwnika MTT. Efekt Badane substancje
. - 24 h 48 h 72 h
cytotoksyczny analizowanych zwigzkéw w stosunku
do komorek raka jezyka wykazuje znaczacy wzrost, | Kurkumina 41,18 22,97 4,11
zalezny od dawki, co przedst'awu.)no na rycinie 2. Demetoksykurkumina 36,67 1968 6.96
Przy zastosowaniu odpowiednich algorytmow ma- : _
tematycznych wyznaczono 50% $miertelnosé komérek | Bisdemetoksykurkumina | 27,13 16,84 4,72
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Ryc. 2. Cytotoksyczny efekt kurkuminy, demetoksykurkuminy oraz bisdemetoksykurkuminy w stezeniach od 6,26 do 100 umol/L

w wyniku 24, 48 i 72 godz. inkubacji komdrek
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Wplyw kurkuminy oraz jej pochodnych
na aktywacje proceséw apoptozy i nekrozy

W wyniku 24-godzinnej inkubacji komérek raka je-
zyka linii SCC-25 z 50 wmol/L kurkuminy zaobserwo-
wano istotnie statystyczny wzrost komorek o fenotypie
aneksyna V (+) i 7-AAD (-) oraz aneksyna V (+)
i 7-AAD (+) w poréwnaniu do kontroli hodowanej
na standardowym podtozu bez dodatku analizowanych
zwiazkow. Nastapit wzrost odsetka komorek o feno-
typie wezesnoapoptotycznym o 8,36% oraz komoérek
o fenotypie p6éZnoapoptotycznym o 23,5% w porow-
naniu z kontrola. Zastosowanie demetoksykurkuminy
o analogicznym stezeniu takze spowodowalo istotnie

Profil apoptotyczny a
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statystyczny wzrost komoérek o fenotypie aneksyna
V (+)i7-AAD (-) oraz aneksyna V (+) i 7-AAD (+)
w poréwnaniu do kontroli. W tym przypadku obserwo-
wano wzrost odsetka komodrek o fenotypie wezesno-
apoptotycznym o 19,97% oraz komoérek o fenotypie
poznoapoptotycznym o 26,89% w pordéwnaniu do
kontroli. Druga pochodna kurkuminy — bisdeme-
toksykurkumina — takze powodowata istotnie staty-
styczny wzrost komorek o fenotypie aneksyna V (+)
i7-AAD (-) oraz aneksyna V (+)17-AAD (+). W tym
przypadku odnotowano najsilniejszy wzrost komorek
o fenotypie wczesnoapoptotycznym o 36,3% oraz poz-
noapoptotyczny o 39,96% w poréwnaniu do kontroli.
Szczegdlowe dane przedstawia rycina 3.

Profil apoptotyczny b
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Ryc. 3a-d. Wplyw kurkuminy (3b), demetoksykurkuminy (3c) oraz bisdemetoksykurkuminy (3d) na komorki raka jezyka linii
SCC-25. Komorki kontrolne bez dodatku kurkuminy oraz jej pochodnych przedstawiono na rycinie 3a. Wczesne apoptotycz-
ne komorki znajduja si¢ w prawym dolnym kwadrancie wykresu, a zywe komodrki — w lewym dolnym kwadrancie. Wszystkie
badane substancje wywotuja apoptoze w sposob zalezny od dawki, co analizowano w teScie Muse Annexin V and Dead Cell

przy uzyciu cytometrii przeplywowej
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Dyskusja

Rak jezyka jest choroba wystepujaca czesto u star-
szych mezczyzn narazonych na dziatanie konwen-
cjonalnych czynnikow ryzyka, w tym tytoniu oraz
alkoholu. Chorzy na raka jezyka to w wiekszoSci mez-
czyzni w wieku 45-65 lat. U kobiet, u ktérych rak ten
wystepuje trzy razy rzadziej, szczyt zachorowalnosci
obserwuje si¢ pomiedzy 55. a 75. rokiem zycia, czyli
o 10 lat pdzniej niz u mezezyzn. Wraz z podnosze-
niem §wiadomosci spoteczenstwa w krajach, w ktorych
kampanie antynikotynowe zostaly z powodzeniem
wdrozone, nastapit znaczny spadek liczby nowotwo-
row zwiazanych z paleniem tytoniu. Dzi§ wiadomo
jednak, ze czynnikOw ryzyka raka jezyka jest wiecej,
a obecny wzrost zachorowalnosci na ten typ nowotwo-
ru budzi niepokdj u onkologéw. Obecnie leczeniem
z wyboru w niezaawansowanych rakach jezyka jest
leczenie chirurgiczne z zachowaniem odpowiednich
marginesow tkankowych oraz radioterapia nastepowa.
W przypadkach zaawansowanych, gdy dochodzi do
zniszczenia wiekszosci jezyka przez guz nowotworowy,
aw szczeg6lnosci gdy rak jezyka obejmuje jego nasade
lub nacieka on okoliczne tkanki kostne, bezwzglednie
wskazane jest usunigcie guza wraz z rekonstrukcja
jezyka i ewentualnie usunietej czesci zuchwy. Ostatnie
doniesienia onkologdéw wskazuja, ze zalecana jest tak-
ze uzupetiajaca chemioterapia i radioterapia, ktore
prowadzi sie rownolegle. Model ten pozwala na syner-
gistyczne dziatanie obu metod i skutkuje on dobrym
efektem antyproliferacyjnym, radiouczulajacym oraz
mozliwoScia miejscowej kontroli i zwigkszenia czasu
przezycia po leczeniu (10).

Chemioterapia w leczeniu nowotworéw glowy
i szyi ma bardzo ograniczone zastosowanie ze wzgle-
du na matg wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych
na chemioterapeutyki. W okre§lonych przypadkach
stosuje sie u pacjentow z zaawansowanym rakiem
jezyka chemioterapie przedoperacyjna, a nastepnie
radioterapi¢, gdyz badania wskazuja na silny efekt
synergistyczny zwiazkéw platyny (cisplatyny, karbo-
platyny, oksaliplatyny) i radioterapii. Poszukiwanie
nowych zwiazkéw pochodzenia roslinnego, zdolnych
do zwiekszania wrazliwosci komoérek raka jezyka na
chemioterapeutyki lub znalezienie nowego chemio-
terapeutyku zdolnego do zahamowania proliferacji
komoérek lub pobudzania procesu apoptozy w ko-
morkach nowotworowych, jest obecnie celem wielu
badan dotyczacych tematyki nowotworéw regionu
glowy i szyi (2, 3, 10).

W doswiadczeniach prowadzonych na liniach ko-
morek nowotworowych wykazano, ze kurkumina oraz
jej pochodne wykazuja efekt chemoochronny oraz

przeciwnowotworowy na drodze wywotywania Smierci
komérek nowotworowych, zahamowania cyklu ko-
morkowego, hamowania angiogenezy oraz obnizenia
zdolnoSci do przerzutéw nowotworu. W badaniach
wykazano, ze kurkumina oraz jej pochodne wyka-
zujg dziatanie przeciwnowotworowe w stosunku do
komorek raka sutka (11), raka watroby (12), raka
szyjki macicy (12), raka ptuc (13), raka jajnika (14),
gruczolakoraka jelita grubego (15), biataczki limfo-
blastycznej (16), raka prostaty (17), raka trzustki (18),
glejaka (19), siatkéwczaka (20) oraz nowotworow
regionu glowy i szyi (21-24).

Wykazano, ze kurkumina hamuje wzrost ludzkich
komoérek raka piersi w badaniach in vitro. Khazaei-
-Koohpar i wsp. (11) wykazali, Ze kurkumina wywiera
dziatanie przeciwnowotworowe poprzez zahamowanie
proliferacji oraz wywotywanie fizjologicznej Smier-
ci komoérek — apoptozy w komoérkach raka piersi.
W badaniach tych poréwnano wptyw réznych dawek
kurkuminy (do 100 mmol) w stosunku do estrogeno-
zaleznych komorek gruczolakoraka sutka linii MCF-7.
Po 24-godzinnej inkubacji z kurkuming zaobserwo-
wano obkurczenie komorek raka sutka linii MCF-7.
Naukowcy zaobserwowali takze znaczne zmniejszenie
zywotnosci komorek poprzez wzbudzanie apoptozy
w sposob zalezny od dawki i czasu ekspozycji komorek
na kurkumine.

Ding i wsp. (12) zbadali dziatanie przeciwnowotwo-
rowe trzech rodzajow pochodnych kurkuminy (po-
chodne fosforylowane, eteryfikowane oraz zestryfi-
kowane) i oceniano ich dzialanie przeciwnowotwo-
rowe wobec ludzkiego raka sutka linii MCF-7, raka
watroby Hep-G2 oraz ludzkich komorek raka szyjki
macicy linii HeLLa. W poréwnaniu z kurkumina nie-
ktore pochodne wykazywaly silniejsze dziatanie prze-
ciwnowotworowe wobec komorek Hela, a niektore
rowniez wyzsza aktywnoS§¢ przeciwnowotworowa niz
kurkumina wobec komorek raka sutka linii MCF-7,
osiggajac wartoS¢ IC,j rowna 6,78 umol/L (wartos¢
IC,, kurkuminy wynosita 17,67 umol/L). Badano takze
wplyw analizowanych zwiazkéw na apoptoze komorek
HeLa barwionych DAPI, jak réwniez poprzez bar-
wienie aneksyna V-FITC i jodkiem propidyny (PI)
z zastosowaniem cytometrii przeplywowej. Wyniki
wykazaly, ze efekt ten jest zalezny od dawki i czasu
kontaktu komérek z badanymi zwigzkami.

Guan i wsp. (25) w celu potwierdzenia aktywnosci
przeciwnowotworowej kurkuminy testowali jej wptyw na
proliferacje komdrek i apoptoze w modelu in vitro z uzy-
ciem komorek raka sutka linit MDA-MB-231. Komorki
inkubowano w pozywce hodowlanej z dodatkiem 5, 10,
25 1 50 wmol/L kurkuminy przez 72 godz. oraz z do-
datkiem 25 pmol/L kurkuminy w trzech przedziatach
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Przeciwnowotworowy efekt kurkuminy oraz jej pochodnych w stosunku do komoérek raka jezyka linii SCC-25

czasowych: 24, 48, i1 72 godz. Wykazano, ze kurkumina
znacznie zmniejsza proliferacje komorek oraz zwigksza
apoptoze w sposob zalezny od czasu ekspozycji oraz
stezenia. Badano takze ekspresje kaspazy 3, kluczowego
biatka w procesie apoptozy, i zaobserwowano, ze trak-
towanie komoérek kurkuming zwigksza ilo$¢ tego biatka
w komoérkach raka sutka. Ponadto zaobserwowano, ze
zdolno$¢ do migracji komoérek po zastosowaniu kurku-
miny byta znacznie zahamowana.

Ye i wsp. (13) analizowali analog karbonylowy
kurkuminy oraz badali jego wplyw na mechanizm
wywolywania apoptozy w komoérkach ludzkiego raka
ptuc linii H460. Wykazano, ze zwiazek ten nie tylko
powoduje ekspresje biatka CHOP, ale takze wywotuje
apoptoze w sposob zalezny od dawki, a efekt ten jest
powiazany z odpowiednia aktywacja waznych sktad-
nikow znajdujacych si¢ w siateczce Srodplazmatycz-
nej (ER). Gdy w badaniu ekspresja CHOP zostata
wylaczona przez swoiste siRNA, zwigzek tan nadal
wzbudzat apoptoze komorek, jednak znacznie stabiej,
co dodatkowo obrazuje, ze droga aktywacji apoptozy
jest zalezna od ER. W badaniach wykazano takze, ze
pochodna karbonylowa ma lepsza stabilnoS¢ i aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowa niz kurkumina w stosunku
do komorek linii H460.

W celu okre§lenia wplywu kurkuminy na zywot-
nos¢ komérek oraz rodzaj Smierci komorkowej Yu
i wsp. (20) przeprowadzili 24-godzinng hodowle ko-
morek siatkowczaka linii Y79 z réznymi stezeniami
kurkuminy (0-80 umol/L). Stopieni apoptozy oceniali
przy uzyciu cytometrii przeptywowej i wykazali wzrost
komorek apoptotycznych po zastosowaniu kurkuminy.
W badaniach wykazali, Ze kurkumina wplywa takze na
potencjat blfonowy w komdrkach siatkéwczaka i odgry-
wa wazna role w regulowaniu funkcji komdrkowych.

Xi i wsp. (21) w badaniach in vitro analizowali
wplyw kurkuminy na zywotno$¢ komorek raka gardta
linii FaDu oraz raka jezyka linii Cal 27. Wykazali, ze
kurkumina w dawkach od 1,7 do 25 umol/L. hamowata
zywotno$¢ komodrek obu analizowanych linii. W teScie
tworzenia kolonii badacze potwierdzili, ze ekspozycja
komorek w Srodowisku z dodatkiem kurkuminy powo-
duje znaczace zahamowanie tworzenia kolonii.

Wyniki badan uzyskane w tej pracy wskazuja, ze
wartosci IC, ) w stosunku do linii raka ptaskonabton-
kowego jezyka wynosily 22,97; 19,68 oraz 16,84 umol/L
odpowiednio dla kurkuminy, demetoksykurkuminy
oraz bisdemetoksykurkuminy. Zaobserwowano, ze
kurkumina oraz jej pochodne powoduja przemiesz-
czenie ujemnie natadowanej fosfatydyloseryny do ze-
wnetrznej monowarstwy btony komoérkowej. Ponadto
wykazano, ze odsetek komdrek apoptotycznych oraz
pOznoapoptotycznych znacznie wzrasta pod wpltywem

kurkuminy oraz jej pochodnych. Najwigksza zdolno§¢
do pobudzenia procesu apoptozy wykazywata bisde-
metoksykurkumina. Odsetek komorek o fenotypie ko-
morki wezesnoapoptotycznej wynosil po zastosowaniu
bisdemetoksykurkuminy 37,38% (kontrola 1,08%).

Tsang i wsp. (22) badali wplyw kurkuminy na ko-
morki raka jezyka linii (CAL27, HN21B oraz HN96)
z kurkuming w stezeniach od 0 do 100 wmol/L.
Uzyskane przez badaczy wartosci IC,; byly podob-
ne do warto$ci wykazanych w prezentowanej pracy.
Warto$¢ IC, | kurkuminy wynosita 21,5 umol/L dla
komorek linii CAL27; 25,82 umol/L dla komorek linii
HN21B oraz 36,01 umol/L w przypadku linii HN96.
Aby oceni¢ wplyw kurkuminy na zdolno$¢ adhezji,
komorki jezyka traktowano kurkuming i mierzono
zdolno$¢ ich przylegania. Wykazano, ze kurkumina
znacznie utrudnia przyleganie komoérek raka pta-
skonabtonkowego jezyka do powierzchni pokrytej
kolagenem. Ponadto wykazano wplyw kurkuminy na
zahamowanie migracji komdrek badanych linii.

Ip i wsp. (23) badali mechanizmy $mierci ko-
morek nowotworowych pod wptywem kurkuminy.
Analizowano hamowanie cyklu komérkowego oraz
wywolywanie apoptozy w komoérkach ludzkiego raka
jezyka SCC-4. Autorzy zaobserwowali, ze kurkumina
hamowata wzrost komoérek SCC-4 w sposob zalezny
od dawki, wzmagata hamowanie cyklu komoérkowego
w fazie G2/M wraz ze spadkiem pozioméw cyklin B/
Cdk1 i CDC25C. Ponadto wykazano, ze kurkumina
znaczaco pobudzata apoptoze komoérek SCC-4 wraz
ze spadkiem poziomu biatka Bcl-2, obnizeniem mi-
tochondrialnego potencjatu btonowego (AY (m))
i zwigkszeniem iloSci aktywnych form kaspazy-3.
Autorzy sugeruja, ze kurkumina aktywuje proces
apoptozy w szlaku zaleznym od mitochondriéw.

Whioski

1. Badania wykazaly zalezna od dawki oraz czasu
ekspozycji aktywno$¢ cytotoksyczna kurkuminy
oraz jej naturalnie wystepujacych pochodnych:
demetoksykurkuminy oraz bisdemetoksykurkuminy
w stosunku do komérek raka ptaskonabtonkowego
jezyka linii SCC-25.

2. Najsilniejsza aktywno$¢ cytotoksyczng wykazata
pochodna kurkuminy — bisdemetoksykurkumina.

3. Stwierdzono, ze kurkumina i jej pochodne zdolne sa
do aktywowania apoptozy w hodowli komorkowej
raka ptaskonablonkowego jezyka.

4. Obiecujace wyniki eksperymentu stanowia punkt
wyjScia do dalszych badan nad dziataniem tych
produktéw wobec innych nowotworéw glowy i szyi
oraz do badan nad mechanizmem ich dziatania
przeciwnowotworowego.
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