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SUMMARY

Introduction. The hop (Humulus lupulus L.) is used in the production of beer and is responsible for its taste and specific aroma. The
female cones of this plant as well as the spent hops after the hops extraction by supercritical CO, are the source of the substances
with high biological activity. These include phenolic compounds among others: catechin, epicatechin, quercetin, kaempferol having
a lot of properties which could be used in the medicine. They also demonstrate anti-proliferative activity which is responsible for
the inhibition of the cancer cells growth.

Aim. The aim of the present study was to evaluate the effect of spent hops extract on the viability of cancer and normal colon
epithelial cells.

Materials and methods. Three cell lines were tested: two colon cancer lines (SW-480 and HT-29) and normal epithelial colon (CCD841-
CoN) cell line. The activity of the spent hops extract was tested on the basis of cell growth by means of the MTT test. The cells were
incubated with the tested extract at 37°C with the constant of CO, content in atmosphere for 24, 48, 72 hours.

Results. The results showed that tested extract inhibited the growth of two colon cancer cell lines (SW-480 and HT-29) more than
the growth of normal cell line (CCD841CoN). The IC, value for SW-480 cell line was obtained at the concentration 400 ug/ml
after 48-hours incubation, for HT-29 cell line at the concentration 200 ug/ml after 72-hours incubation while for normal epithelial
CCD841CoN cell line the IC, value was not received.

Conclusions. The spent hops extract has anti-proliferative activity. The most susceptible to extract was SW-480 cell line. The normal
CCD841CoN epithelial cells were the least sensitive to the extract activity.
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STRESZCZENIE

Wstep. Chmiel zwyczajny (Humulus lupulus L.) jest wykorzystywany do produkcji piwa i odpowiada za jego smak oraz specyficzny
aromat. Szyszki tej rosliny oraz wychmieliny uzyskane po ich ekstrakcji w nadkrytycznym CO, stanowiq Zrodto substancji o wysokiej
aktywnosci biologicznej. Nalezq do nich zwiqzki fenolowe, takie jak katechina, epikatechina, kwercetyna i kemferol, wykazujqce szereg
wlasciwosci, ktore moglyby by¢ wykorzystane w medycynie. Wykazujq one m.in. aktywnos¢ antyproliferacyjng, ktéra odpowiada za
hamowanie wzrostu komorek nowotworowych.

Cel pracy. Celem niniejszych badan byta ocena wplywu ekstraktu z wychmielin na zywotnos¢ komaérek nowotworowych oraz pra-
widlowych jelita.

Materialy i metody. Badano trzy linie komorkowe: dwie nowotworowe SW-480 i HT-29 oraz prawidtowa linia komaorek nabtonko-
wych jelita CCD841CoN. Aktywnosé¢ ekstraktu z wychmielin badano na podstawie wzrostu komorkowego za pomocq testu MTT.
Komorki inkubowano z testowanym ekstraktem w temperaturze 37°C w atmosferze CO, przez 24, 48 i 72 godziny.
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Wyniki. Wyniki badarn wykazaly, ze badany ekstrakt bardziej hamowat wzrost dwéch nowotworowych linii komorkowych jelita (SW-
480 i HT-29) niz wzrost prawidtowej linii komdrkowej (CCD841CoN). Wartos¢ IC  dla linii komorkowej SW-480 zostata osiqgnicta
dla stezenia 400 ug/ml po 48-godzinnej inkubacji, dla linii komorkowej HT-29 dla stezenia 200 ug/ml po 72-godzinnej inkubacji,
natomiast dla prawidtowych komérek nabtonkowych CCD841CoN wartosc¢ IC , nie zostata wyznaczona.

Whioski. Ekstrakt z wychmielin wykazuje aktywnos¢ antyproliferacyjng. Najbardziej wrazliwa na dziatanie ekstraktu byta linia SW-
480. Prawidtowe komorki nabtonkowe CCD841CoN wykazywaly niskq wrazliwos¢ na badany ekstrakt.

Stowa kluczowe: Humulus lupulus, wychmieliny, rak jelita, polifenole, MTT

Wstep

Kancerogeneza jest procesem wieloetapowym i bar-
dzo ztozonym, podczas ktérego komorka prawidlowa
przeksztalcana jest w nowotworowa. Sktada si¢ ona
z trzech podstawowych etapOw: inicjacji, promocji
i progresji. Jest procesem wieloletnim, uzaleznio-
nym przede wszystkim od rodzaju i czasu dzialania
karcynogendw, czyli czynnikdw wywotujacych zmiany
w materiale genetycznym, oraz od lokalizacji zmiany
nowotworowej, a dokladniej tkanki, z ktorej sie wywo-
dzi. Do najgroZniejszych i Zle rokujacych nowotworow
naleza zmiany ztoSliwe, takie jak rak (ang. carcinoma),
nowotwor ztoSliwy wywodzacy si¢ z tkanki nabton-
kowej, oraz migsak (ang. sarcoma), wywodzacy si¢
z tkanki facznej (1, 2).

Nowotwory jelita grubego znajduja si¢ w czoldéwce
choréb nowotworowych, czesciej wystepuja u mez-
czyzn i z biegiem lat odnotowuje si¢ wigksza zacho-
rowalno$¢ na ten rodzaj nowotworu. Czynnikami
zwigkszajacymi ryzyko zachorowania sg m.in.: palenie
tytoniu, otyto§¢, nadci$nienie t¢tnicze, cholesterole-
mia oraz niska aktywnos¢ fizyczna. Wystepuje silna
korelacja rodzaju diety z wystepowaniem nowotworu
jelita grubego. Spozywanie nadmiernych iloSci we-
glowodanéw, pokarmoéw o niskiej zawartosci blonni-
ka oraz produktéw wysokottuszczowych podwyzsza
ryzyko wystapienia tego rodzaju nowotworu (3, 4).
Nalezy pamietac o czynnikach genetycznych, niezwy-
kle istotnych w postaci dziedzicznej nowotworu jelita
grubego, czyli w rodzinnej polipowato$ci gruczola-
kowatej jelita grubego (ang. familial adenomatous
polyposis FAP), ktorej podlozem sg mutacje w genie
supresorowym APC (ang. adenomatous polyposis
coli), czy w dziedzicznym niepolipowatym raku jelita
grubego (ang. hereditary non-polyposus colorectal can-
cer HNPCC), ktorej przyczyna sa mutacje w jednym
z genéw (MSH2 i MLH1) bioracych udziat w naprawie
postreplikacyjnej DNA (5, 6). Charakterystycznymi
objawami towarzyszacymi tej jednostce chorobowej

sa bole brzucha, nieregularne i niepelne wypréznienia
oraz obecno$¢ krwi w stolcu. NajgroZniejszym nowo-
tworem jelita grubego jest rak, czyli nowotwor ztosliwy
wywodzacy si¢ z tkanki nablonkowej Swiatta jelita.
Wyrdznia sie kilka typéw histologicznych raka jelita
grubego: gruczolakorak (ang. adenocarcinoma), rak
gruczotowo-plaskonabtonkowy (ang. adenosquamous
carcinoma), rak ptaskonabtonkowy (ang. squamous
cell carcinoma), rak wrzecionowatokomorkowy (ang.
spindle cell carcinoma) oraz rak niezréznicowany (ang.
undifferentiated carcinoma). NajczeSciej wystepujacym
wsrdd wyzej wymienionych jest gruczolakorak (7).

Do dwoéch podstawowych metod leczenia, oprocz
leczenia chirurgicznego wiazacego si¢ z resekcja
nowotworu, nalezg radio- i chemioterapia (8, 9).
Pierwsza z metod opiera si¢ na zastosowaniu pro-
mieniowania jonizujacego (8), druga wykorzystuje
zwiazki chemiczne majace wlaSciwosci cytostatyczne,
np. S5-fluorouracyl (9). Trzeba zaznaczy¢, ze tego
rodzaju leczenie uszkadza zaréwno nieprawidlowe,
chorobowo zmienione, jak i zdrowe, prawidtowe ko-
morki organizmu. Wiaze si¢ to z ostabieniem i pew-
nego stopnia wyniszczeniem organizmu, w zaleznosci
od rodzaju i intensywnoSci zastosowanego leczenia.
Dlatego wspoéfczesne badania naukowe nad nowymi
lekami przeciwnowotworowymi skupiaja sie na zwiaz-
kach o jak najwickszej swoistoSci wobec komoérek
rakowych, aby w jak najmniejszym stopniu uszkadzaty
one zdrowe tkanki.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost za-
interesowania zwigzkami polifenolowymi pochodzenia
ro§linnego, zaréwno w zapobieganiu, jak i w terapii
przeciwnowotworowej (10, 11). Polifenole wykazuja
szerokie spektrum wihasciwosci biologicznych, takich
jak przeciwutleniajace, antyproliferacyjne, proapop-
totyczne i przeciwinwazyjne (12-14). Do zwiazkow
polifenolowych o udokumentowanych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych naleza m.in.: kurkumina,
resweratrol, galusan epigallokatechiny (EGCG) oraz
szereg pochodnych z grupy katechin (15, 16). Ponadto
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zwiazki te sa zdolne do hamowania stanu zapalnego,
ktéry moze prowadzi¢ do transformacji nowotworo-
wej, zwlaszcza przewlekly stan zapalny (17).

Obecnie coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza
sie ekstrakty roslinne, poniewaz zawieraja one miesza-
nine zwigzkéw, ktére moga wywierac silniejsze dzia-
fanie niz pojedyncze skladniki. RoSling budzaca duze
zainteresowanie jest chmiel zwyczajny (Humulus lu-
pulus L.), wykorzystywany jako surowiec do produkc;ji
piwa, ktéry nadaje mu charakterystyczny smak. Szyszki
chmielu bogate sa w zwiazki polifenolowe, ktdrych
podstawowa grupe stanowia flawonoidy prenylowane
obejmujace chalkony i flawonony (18). Najwazniejszym
polifenolem wystepujacym w Humulus lupulus jest
ksantohumol nalezacy do chalkonéw — zwigzkéw
zawierajacych pierscien heterocykliczny (18). Dzigki
obecnosci polifenoli w szyszkach chmielu pozyskiwany
z nich ekstrakt wykazuje wtasciwosci przeciwutlenia-
jace, przeciwzapalne, estrogenne oraz przeciwnowo-
tworowe (18). W wyniku naturalnego metabolizmu
komoérkowego powstaja reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygen species). W prawidtowych warunkach
powstajace rodniki sa neutralizowane m.in. przez
enzymy majace wlasciwosci przeciwutleniajace;j, takie
jak katalaza czy peroksydaza glutationowa.

Ekstrakt z szyszek chmielu ma dziatanie przeciwu-
tleniajace dzieki obecnoSci wezesniej wspomnianych
enzymOw oraz zwiazkéw unieczynniajacych wolne
rodniki, wsrdd ktorych sa glikozydy flawonowe oraz
pochodne flawan-3-olu (19). Za dziatanie przeciw-
zapalne odpowiada gléwnie wspomniany ksanto-
humol oraz jego pochodna izoksantohumol. Efekt
ich dziatania jest konsekwencja blokowania dwoch
bardzo istotnych enzyméw reakeji zapalnej: cyklo-
oksygenazy (COX) i lipooksygenazy (LOX) (20).
Dziatanie przeciwnowotworowe takze jest zalezne
od obecnosci w ekstrakcie wczeSniej wspomnianych
zwiazkow: ksantohumolu i izoksantohumolu oraz
8-prenylonaryngeniny. Badania wykazaly silne dzia-
fanie antyproliferacyjne ksantohumolu i izoksan-
tohumolu w stosunku do ludzkich komoérek raka
okreznicy (21). Inny zesp6t badawczy stwierdzil, ze
izoksantohumol oraz 8-prenylonaryngenina, sktadowe
omawianego ekstraktu, dziataja przeciwnowotworo-
wo w kluczowych etapach rozwoju nowotworu jelita
grubego (22).

Przeprowadzone do tej pory badania wskazuja na
chemoochronny potencjat chmielu zwyczajnego, ktory
daje podstawe do doktadniejszych badafn mogacych
zaowocowal w przyszto$ci wprowadzeniem nowych
terapii nowotworu jelita grubego z wykorzystaniem
zwiazkéw wystepujacych w ekstrakcie z szyszek
chmielu, a takze z wychmielin, bedacych surowcem

odpadowym w procesie przerobu chmielu z wykorzy-
staniem ekstrakcji nadkrytycznej za pomocg CO,,.

Cel pracy

Badania mialy na celu okreSlenie, czy zwiazki poli-
fenolowe zawarte w ekstrakcie z wychmielin hamuja
rozw0j komoérek nowotworowych linii HT-29 1 SW-480
gruczolakoraka jelita grubego oraz prawidtowych ko-
morek nabtonkowych jelita (CCD841CoN).

Materiat i metody
Hodowle komorkowe

Do badan wykorzystano dwie linie komérek no-
wotworowych jelita grubego (SW-480 i HT-29) oraz
linie prawidlowych komoérek nablonkowych jelita
CCD841CoN. Komorki SW-480 hodowano w podtozu
RPMI 1640 z dodatkiem inaktywowanej 10% ptodo-
wej surowicy bydlecej (ang. foetal bovine serum; FBS),
200 mmol L-alanylo-L-glutaminy, 50 U/ml penicyliny
150 pug/ml streptomycyny. Komoérki HT-29 hodowano
w Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
z dodatkiem inaktywowanej 10% FBS, 200 mM
L-alanylo-L-glutaminy, 50 U/ml penicyliny i 50 ug/
ml streptomycyny. Prawidtowe komorki nabtonkowe
jelita hodowano w podtozu Eagle’s Modified Eagle
Medium (EMEM) rowniez z dodatkiem inaktywowa-
nej 10% FBS, 200 mmol L-alanylo-L-glutaminy, 50 U/
ml penicyliny i 50 ug/ml streptomycyny. Hodowle pro-
wadzono w inkubatorze o statej zawartoSci CO, (5%),
w temperaturze 37°C.

Materiat roslinny

Uzyte w badaniach wychmieliny stanowily pozo-
stato$¢ po ekstrakcji szyszek chmielu zwyczajnego
Humulus lupulus L. za pomocg CO,w warunkach nad-
krytycznych i pochodzily z Instytutu Nowych Syntez
Chemicznych w Putawach (23). Sposéb ekstrakcji
zostal opisany wczesniej przez Boncler i wsp. (24),
natomiast analize i profil polifenolowy badanego
ekstraktu przeprowadzili Labieniec-Watala i wsp. (25)
oraz Luzak i wsp. (23).

Test MTT

Zywotnos$é komorek oceniono przy uzyciu testu
MTT (bromek 3-(4,5-dimetylo-tiazolo-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazolowy) po 24, 48 i 72 godzinach inkuba-
cji z ekstraktem z wychmielin (zakres stezen badanego
ekstraktu: 100-400 ug/ml). Dodatkowo w badaniu
wykorzystano 90 i 100 umol roztwér EGCG, ktéry
stanowit kontrole pozytywna. Komorki SW-480 i HT-
29 byly wysiewane na plytki z 96 dotkami w iloSci 10
tys. na dotek, a CCD841CoN w iloSci 6 tys. na dotek.
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Po 24 godzinach inkubacji znad komdérek usuwano
podtoze zawierajace 10% FBS i zastgpowano je pod-
fozem z 3% FBS, wzbogaconym badanym ekstraktem.
Komorki traktowano nastepnie badanym ekstraktem
odpowiednio przez 24, 48 i 72 godziny. Po tym czasie
dodawano roztw6ér MTT i inkubowano w temp. 37°C
w atmosferze 5% CO.,. Po 3 godzinach inkubacji pod-
foze wraz z MTT usuwano i dodawano dimetylosulfo-
tlenek (DMSO). Nastepnie plytki z DMSO wstrzgsano
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Do oceny
absorbancji przy dlugosci fali 595 nm wykorzystywano
czytnik ptytek iMarkTM (BioRad, Herkules,CA).
Analizy prowadzono w trzech powtorzeniach. Analize
statystyczna otrzymanych wynikow wykonywano przy
uzyciu programu PRISM 5.0 (GraphPad Sowtware
Inc., La Jolla, USA).

Wyniki

Wplyw ekstraktu z wychmielin na przeZywalnosc
komorek nowotworowych jelita SW-480

Przeprowadzone badania wykazaty hamujacy wptyw
ekstraktu z wychmielin na przezywalnos$¢ komoérek no-
wotworowych jelita SW-480. Trzeba jednak zaznaczy¢,
Ze przy najnizszym badanym stezeniu ekstraktu, tj. 100
ng/ml, po 24-godzinnej inkubacji odnotowano stymu-
lacje wzrostu komoérek w poréwnaniu z kontrola (ko-
morki nietraktowane ekstraktem). Wraz ze wzrostem
badanych stezen ekstraktu po kazdym czasie inkubacji
widoczny byt spadek przezywalnoSci komoérek. Po 24,
48 oraz 72 godzinach wzrost komorek byl najnizszy
przy stezeniu 400 pg/ml ekstraktu. Po 24-godzinnej
inkubacji nie uzyskano IC, (wskaznik zahamowania
wzrostu komodrek o 50%). Zostat on osiagniety po
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48-godzinnej inkubacji przy stezeniu 400 ug/ml oraz
po 72-godzinnej inkubacji przy stezeniu 300 wg/ml.
W wypadku kontroli pozytywnej, ktora stanowit roz-
twor EGCG (90 umol), IC, | zostato osiagnigte po 24
godzinach inkubacji (ryc. 1).

Wplyw ekstraktu z wychmielin na przezywalnosé
komorek nowotworowych jelita HT-29

Zahamowanie wzrostu komoérek o 50% uzyskano
po 72-godzinnej inkubacji z ekstraktem z wychmielin
w stezeniach 200, 300 i 400 uwg/ml (ryc. 2). Podobnie
jak dla linii SW-480, najlepszy efekt po inkubacji
z ekstraktem, czyli najsilniejsze zahamowanie prze-
zywalnoS$ci komoérek, osiagnieto po 72-godzinnej
inkubacji. Nalezy podkre§li¢, ze zaréwno dla inku-
bacji 48-godzinnej, jak i dla 72-godzinnej, zahamo-
wanie wzrostu komoérek byto wprost proporcjonalne
i statystycznie istotne. Przeciwnie, po 24-godzinnej
inkubacji zahamowanie wzrostu komorek nie byto
statystycznie istotne. Zahamowanie przezywalnoS$ci
komoérek dla stezenia ekstraktu rownego 400 wg/ml
dla wszystkich czaséw inkubacji byto zblizone do ich
zahamowania przez EGCG (90 umol) w odpowied-
nich czasach.

Wplyw ekstraktu z wychmielin na przezywalnosc
prawidtowych komorek nabtonkowych jelita
CCD841CoN

Podobnie jak w wypadku linii SW-480 i HT-29,
badany ekstrakt z wychmielin hamowat wzrost komo-
rek CCD841CoN (ryc. 3). Nalezy jednak podkreslic,
ze zahamowanie to bylo zdecydowanie stabsze niz
w wypadku linii nowotworowych. Przy zadnym ze
stosowanych stezen ekstraktu, nawet po inkubacji
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Ryc. 1. Wplyw ekstraktu z wychmielin na przezywalno$¢ komérek nowotworowych jelita SW-480. Oznaczenie wykonano przy uzy-
ciu testu MTT. Komorki traktowano ekstraktem w stezeniach 0 (kontrola), 100, 200, 300 i 400 ug/ml oraz EGCG (90 umol) (kon-
trola pozytywna) przez 24, 48 i 72 godziny. Kazda warto$¢ stanowi §rednia = SEM. Poziomy istotnosci statystycznej wynikow
byly prezentowane jako rdéznice miedzy Srednimi: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) wzgledem kontroli
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Ryc. 2. Wplyw ekstraktu z wychmielin na przezywalno$¢ komodrek nowotworowych jelita HT-29. Oznaczenie wykonano przy uzyciu
testu MTT. Komorki traktowano ekstraktem w stezeniach 0 (kontrola), 100, 200, 300 i 400 ug/ml oraz EGCG (90 umol) (kon-
trola pozytywna) przez 24, 48 i 72 godziny. Kazda warto$¢ stanowi §rednia = SEM. Poziomy istotnosci statystycznej wynikow
sa prezentowane jako réznice migdzy Srednimi: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) wzgledem kontroli

CCD841CoN
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Ryc. 3. Wplyw ekstraktu z wychmielin na przezywalno$¢ prawidtowych komoérek nablonkowych jelita CCD841CoN. Oznacze-
nie wykonano przy uzyciu testu MTT. Komérki traktowano ekstraktem w stezeniach 0 (kontrola), 100, 200 i 400 ug/ml oraz
EGCG (100 wmol) (kontrola pozytywna) przez 24, 48 i 72 godzin. Kazda warto$¢ stanowi $rednia = SEM. Poziomy istotnosci
statystycznej wynikow sa prezentowane jako réznice miedzy Srednimi: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) wzgledem

kontroli

72-godzinnej, nie zostata osiagnieta wartos¢ 1C, . Co
wiecej, dla stezen 100 i 200 pg/ml po inkubacji 24-
godzinnej oraz dla stezenia 100 wg/ml po inkubacji 48-
godzinnej ekstrakt stymulowat wzrost CCD841CoN.
Ponadto badany ekstrakt z wychmielin znacznie stabiej
hamowat przezywalno$¢ prawidlowych komorek jelita
w poréwnaniu do EGCG (90 wmol).

Dyskusja
Szyszki chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus 1..)
to surowiec roslinny wykorzystywany w przemysle
spozywczym do produkcji piwa. Sa one Zrédiem
cennych zwigzkéw o szerokiej gamie whaSciwosci,
ktére mozna wykorzysta¢ w leczeniu wielu choréb.

Gtéwnym sktadnikiem szyszek jest ksantohumol,
charakteryzujacy sie duza aktywnoScia biologicz-
na (26). Badania wykazaly prozdrowotny potencjat
sktadnikow chmielu zwyczajnego, ktory moze zostaé
wdrozony w terapii zywieniowej, m.in. w zespole
metabolicznym (27). Przeprowadzone badania wyka-
zaly przeciwzapalne wtaSciwosci zwiazkdéw zawartych
w ekstrakcie z chmielu (28).

Zhao i wsp. dowiedli, ze badane przez nich zwiazki
zawarte w ekstrakcie z chmielu hamuja wytwarzanie
tlenku azotu (NO) i ekspresj¢ enzymu odpowie-
dzialnego za synteze tego zwiazku, tj. indukowalnej
syntazy tlenku azotu (29). Ze wzgledu na to, ze sa to
wazne mediatory stanu zapalnego, hamowanie tych
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zwigzkOw wiaze si¢ z ograniczeniem stanu zapalnego.
Badania réwniez potwierdzaja przeciwutleniajace
wilasciwosci chmielu oraz hamowanie aktywnoSci me-
taloproteinaz istotnych w inwazyjnoSci i przerzutach
nowotworu (30).

W badaniach in vitro wykazano antyproliferacyjne
i cytotoksyczne wlasciwosci H. lupulus wobec niekto-
rych nowotworowych linii komdérkowych, m.in. jajnika,
sutka i prostaty (31, 32). Dziatanie to odnosito si¢ tak-
ze do komdérek nowotworowych jelita grubego. Chung
iwsp. (33) okreslili zawarto$¢ nadtlenku wodoru oraz
karbonyli biatka w komdrkach HT-29 po ich inkuba-
cji z proantocyjanidynami pochodzacymi z chmielu
zwyczajnego. Wraz ze wzrostem stezen zwiazkdéw
rosta zawarto$¢ ocenianych substancji w komorkach
nowotworowych, co stymulowato apoptoze.

Hudcova i wsp. (34) oceniali poza tym przeciwno-
wotworowe whasciwosci H. lupulus w odniesieniu do
linii komo6rkowych jelita grubego HT-29 i SW-620.
W tym celu badano prenylowe pochodne flawono-
idow pochodzace z szyszek chmielu zwyczajnego.
Stwierdzono, Ze hamujg one wzrost testowanych
komérek nowotworowych. Dodatkowo Hudcova
i wsp. (34) wykazali metoda cytometrii przeptywo-
wej apoptoze komoérek linii HT-29 pod wplywem
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