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|. CZESC TEORETYCZNA

1.  Wstep

Rak piersi jest najczegsciej wystepujacym nowotworem zto§liwym w populacji zenskie.
Stanowi przyczyne okoto 23% wszystkich zachorowan u kobiet na raka, a $Smiertelnos¢ z
powodu tego nowotworu wynosi okoto 14% [1]. Aby skutecznie walczy¢ z rakiem piersi i
wysoka Smiertelno$cig w tej jednostce chorobowej nalezatoby znacznie usprawni¢ dziatalnos¢
edukacyjng w zakresie zdrowia publicznego oraz zwickszy¢ swiadomos¢ kobiet w zakresie
oznak 1 objawow raka piersi, a takze zrozumienia znaczenia wczesnego wykrywania i leczenia,
co moze przyczynic¢ si¢ do szybszej diagnozy juz na wczesnym etapie rozwoju choroby. Szybka
diagnostyka, ktorej mozliwos¢ przeprowadzenia w wielu krajach jest ograniczona, powinna by¢
potaczona ze skutecznym leczeniem. Chociaz dostepnych jest wiele lekéw o dziataniu
przeciwnowotworowym, ich skuteczno$¢ jest ograniczona, a stosowanie wigze si¢ z
wystepowaniem wielu dziatan niepozadanych [2]. W tym konteks$cie wazne jest wigc ciagle
poszukiwanie nowych substancji, ktorych obecno$¢ lub podwyzszone stezenie pozwoli na
wczesne wykrycie lub oceng postepow choroby (wciaz poszukuje si¢ nowych markeréw zmian
nowotworowych) oraz takich, ktore moglyby by¢é stosowane w terapiach

przeciwnowotworowych.

W poszukiwaniu zwigzkoéw o dziataniu przeciwnowotworowym duza uwage zwraca si¢
na badania dotyczace genisteiny. Wykazano, Ze genisteina moze wykazywaé dziatanie
przeciwnowotworowe min. poprzez indukowanie apoptozy, wptyw na cykl komoérkowy,
hamowanie procesu angiogenezy, aktywnos¢ antyproliferacyjna [3]. Z drugiej strony istnieja
dane potwierdzajagce pronowotworowe dzialanie genisteiny, szczegdlnie w typach
nowotworow hormonozaleznych [4-8]. W zwigzku z powyzszym nadal nie wiemy komu i w
jakich dawkach nalezy podawac genisteine, aby osiagna¢ pozadany efekt zdrowotny, do konca
nieznany jest mechanizm jej dziatania na etapie inicjacji i progresji procesu nowotworowego.
Istotna jest rowniez odpowiedZ na pytanie czy stosowanie suplementoéw zawierajacych
genisteing w kontekscie ryzyka rozwoju choroby nowotworowej, jest dla kobiet bezpieczne.
Kolejnym waznym aspektem jest odpowiedz na pytanie w jaki sposob bedzie dziatala

genisteina w formach mikro i nano? Nanoczastki wykazuja inng aktywno$¢ fizyczna,



chemiczng i biologiczng niz makrozwiazki [9]. Nalezy zaznaczy¢, ze w pismiennictwie wcigz

brakuje badan z przedstawionego zakresu.

W zwigzku z powyzszym celem badan byla ocena dziatlania nano, mikro i
makrogenisteiny na rozwoj 1 przebieg procesu nowotworowego indukowanego 7,12-
dimetylobenzo[a]antracenem (DMBA) u szczuréw. W pracy przedstawiono wyniki badan
oceny dzialania w/w zwigzkéw na wybrane biomarkery zmian patologicznych. Poznanie
mechanizmow dzialania genisteiny moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia bezpieczenstwa i

mozliwos$ci jej wykorzystania.

2. Epidemiologia raka piersi w Polsce i na Swiecie, czynniki

ryzyka

Zgodnie z raportem Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organization) w ciggu ostatnich 2 dekad liczba nowych przypadkow zachorowah na
nowotwory wzrosta dwukrotnie, z 10. min w 2000 roku do ponad 19. min w 2020 roku [10]. W
2020 roku rak piersi byt najczesciej diagnozowanym nowotworem na $wiecie, wyprzedzajac
tym samym raka pluc (Rycina 1) [12]. Na calym $wiecie rak piersi zostat zdiagnozowany u

okoto 2 miIn os6b, a liczba zgondow z tego powodu wyniosta 685 tys. [11, 12].

Liczba nowych przypadkéw zachorowan na nowotwory w 2020 roku

Rak piersi
2261419 (12%)

Rak phuc
Pozostale 2206771 (11%)
nowotwory
8879843 (46%)
Rak jelita grubego
1931590 (10%)
Rak prostaty
1414259 (7%)
Rak zoladka
N _ 1089103 (6%)
Rak szyjki macicy Rak watroby
604127 (3%) 905677 (5%)

Calkowita liczba zachorowan na raka: 19292789

Rycina 1. Liczba nowych przypadkow zachorowan na nowotwory na $§wiecie w 2020 roku [12].
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Sposrod roéznych kontynentdw najwigksza liczbe zachorowan na raka piersi
odnotowano w Azji (45% wszystkich zachorowan na raka piersi na $wiecie), w tym w samych
Chinach (okoto 18% wszystkich zachorowan na raka piersi na $wiecie), a nastgpnie w USA
(12% wszystkich zachorowan) [13]. W Polsce rocznie raka piersi diagnozuje si¢ u ponad 20

tys. kobiet, a obecnie liczba chorych na ten typ nowotworu wynosi okoto 140 tys [14].

Liczba diagnozowanych przypadkow raka piersi stale wzrasta. Prognozuje si¢, iz na
swiecie do 2040 roku liczba nowych przypadkoéw zachorowan wzrosnie o 41%, a $miertelno$¢

z powodu raka piersi wzrosnie o 52% (Rycina 2).

Szacowana liczba nowych przypadkow zachorowan i zgonow od 2020

do 2040
+40,8%

3,60
5 297 319
[1+1 ’ e
g 310 2,74
= 2,50
£ 2,60 2,26
2
= 210
S 0
£ 160 +51,9%
c 1,04
3 0,95 ,

0,86 '
§ 1,10 0,68 0,77 I
[+
N 0,60
2020 2025 2030 2035 2040
Lata

e 7aChOrowania === Smiertelnosé

Rycina 2. Prognoza nowych przypadkéw zachorowan i zgondéw z powodu raka piersi dla lat
2020-2040 [15].

Szacuje sig, iz w Polsce do roku 2040 liczba zachorowan na raka piersi u kobiet
wzrosnie o okoto 10% (z 24644 do 27041 nowych przypadkoéw) [16], natomiast wzrost
$miertelno$ci moze wyniesé nawet 31 % w pordwnaniu do roku 2020 [17]. Celem Swiatowej
Organizacji Zdrowia WHO w ramach walki z rakiem piersi jest obnizenie globalnej
umieralno$ci z powodu tego nowotworu o 2,5% rocznie, co pozwolitoby na uniknigcie w latach

od 2020 do 2040 2,5 miliona zgondéw z powodu raka piersi na $wiecie [11].

Przyjmuje si¢, ze czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi nowotwordw piersi sg: m.in.
pte¢, wiek, obcigzenia genetyczne, nieodpowiednia dieta, brak aktywnosci fizyczne;,

wystepowanie otytosci, pézne macierzynstwo, krotki okres karmienia piersig, stosowanie
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antykoncepcji czy hormonalnej terapii zastepczej [14]. Szacuje si¢, ze okolo 0,5-1%
przypadkéw zachorowania na nowotwory piersi dotyczy mezczyzn [14]. Ryzyko zachorowania
i $miertelno$ci na raka piersi wzrasta wraz z wiekiem. Sporadycznie obserwuje si¢ przypadKi
zachorowan ze skutkiem $miertelnym u kobiet przed 20. rokiem zycia. Najwickszg liczbe
zachorowan na nowotwory zlosliwe piersi rejestruje si¢ u kobiet migdzy 50. 1 69. rokiem zycia

(Rycina 3) [18].

Liczba zachorowan na raka piersi od 1999 do 2019 roku w Polsce

Liczba zachorowan na 100 tys. oséb
o
o

> 9 M O X O X O X O X O X O X O X X
Y 4 N NP VI IS HE TN NES
W NSNS EESE S

Wiek

Rycina 3. Liczba zachorowan na nowotwor piersi wsrod kobiet w Polsce w latach 1999 - 2019
standaryzowana wzgledem wieku [18].

tys.: tysiagce

Okoto 5-10% nowotworow piersi ma charakter dziedziczny, pozostate nowotwory
powstaja w wyniku samorzutnych mutacji (przemian gendéw) w ciggu catego zycia.
Prawdopodobienstwo zachorowania na raka piersi wsrdd kobiet wzrasta wraz z liczba
krewnych pierwszego stopnia (matka, siostra) chorych na ten nowotwor, zwtaszcza w mtodym
wieku. Wyniki badan jednoznacznie wskazujg, iz z nadmierne spozywanie tluszczy,
spozywaniem alkoholu oraz wystgpowaniem nadwagi i1 otyto$ci, ma zwigzek ze wzrostem

ryzyka zachorowania na raka piersi [14].

W tabeli 1. przedstawione zostaty wybrane czynniki ryzyka zachorowania na raka piersi

z uwzglednieniem wzglednego ryzyka [18].



Tabela 1. Czynniki ryzyka zachorowania na raka piersi [18].

Ryzyko wzgledne Czynnik

>4.0 * Ple¢ Zzenska
» Wiek (>65, ryzyko zachorowania ro$nie liniowo az do 80. roku
zycia)
* Mutacje genow BRCA1 i BRCA2
* Dwie lub wiecej krewne I-stopnia z rakiem piersi rozpoznanym
w miodym wieku
* Przebyty rak piersi w wywiadzie
* ,,Wysoka gestos¢” piersi
» Atypowa hiperplazja

2.1-4.0 * Jedna krewna I-stopnia z rakiem piersi w wywiadzie
* Ekspozycja na promieniowanie jonizujgce

* Wysoka gesto$¢ koSci (pomenopauzalna)

1.1-2.0 * P6zna pierwsza donoszona cigza (>30 lat)

. . . °
Czynniki zawigzane ze Wezesna menarche

»stanem hormonalnym”  « Brak donoszonej cigzy

(krgzacymi K karmienia piersi o dzi

hormonami) * Brak karmienia piersig w wywiadzie
* Dlugotrwate stosowanie doustnych §rodkow antykoncepcyjnych
» Dhugotrwate stosowanie HTZ

1.1-2.0 * Otylo$¢ (pomenopauzalna)

Inne czynniki * Przebyty rak endometrium, rak jajnika lub rak jelita grubego w

wywiadzie

» Wysokie spozycie alkoholu
* Wzrost (wysoki)

* Wysoki status spoteczny

BRCAL: ang. Breast cancer early onset 1, gen wczesnego wystapienia raka piersi 1; BRCA2: ang. Breast
cancer early onset 2, gen wczesnego wystgpienia raka piersi 2; HTZ: hormonalna terapia zastgpcza.



3. Nowotwory piersi - charakterystyka

Rak piersi jest choroba heterogeniczng charakteryzujaca si¢ wystgpowaniem
réznorodnych zmian na poziomie molekularnym, genetycznym, fenotypowym i patologicznym.
Heterogenno$¢ guzow wynika z dzialania czynnikdw genetycznych, epigenetycznych i
mikro$rodowiskowych, ktérym podlegaja komorki nowotworowe podczas etapu inicjacji i
progresji. Subpopulacje komodrkowe z roznych czesci tego samego guza moga r6znic si¢ pod
wieloma wzgledami, w tym szybkoscig wzrostu, immunogennos$cia, zdolnoscig do tworzenia
przerzutow 1 odpowiedzia na leczenie [19]. Za rozw6j nowotwordéw piersi odpowiedzialne sa
mutacje w genach takich jak BRCA1, BRCA2 1 P53 oraz r6zne inne czynniki w tym ekspozycja
na estrogeny [19]. Estrogen (17 B-estradiol) jest kluczowym hormonem w fizjologii i
patofizjologii funkcjonowania gruczotu piersiowego i gtdownie jest wydzielany przez jajniki.
Estrogeny, jako hormony steroidowe, dziataja gtéwnie poprzez wewnatrzkomorkowe receptory
jadrowe [20]. Istnieja dwie formy receptora estrogenowego (ER) - ER a.i ER 3 [21]. Estrogeny
dziatajac poprzez receptory ERo+ powodujag wydtuzanie i wzrost kanalikow mlecznych w
okresie dojrzewania oraz wydzielanie parakrynnego czynnika - amfireguliny [22]. To z kolei
stymuluje komorki zrebu ERa- do wydzielania innego czynnika parakrynnego,
najprawdopodobniej czynnika wzrostu keratynocytow, ktory stymuluje komoérki macierzyste
sutka 1 ukierunkowuje je na wzrost przewodu [19]. Wyjasnia to, w jaki sposéb estrogeny,
oprocz bezposredniego dziatania na komorki z receptorami dodatnimi, mogg posrednio

stymulowac proliferacj¢ komorek z receptorami ujemnymi.

Znanych jest kilka systemow klasyfikacji raka piersi. Klasyfikacja dotyczaca stopnia
zaawansowania choroby nowotworowej jest opisywana w skali od 0 do IV, gdzie stopien 0
okresla nowotwor w bardzo wczesnej fazie rozwoju, przedinwazyjny (tac. carcinoma in situ,
CIS), a stopien IV nowotwoér zaawansowany z obecnos$cig przerzutow odlegtych [23]. Do
najwazniejszych czynnikdw warunkujacych rokowanie pacjentdow z nowotworem piersi
zaliczamy: wielko$¢ guza, typ histologiczny i stopien ztosliwosci, obecno$¢ przerzutow w
weztach chlonnych. Rodzaj leczenia zalezy gtownie od cech raka, okreslonych na podstawie
biomarkeréw [24]. Obowigzuje okreslenie ekspresji receptorow estrogenowych (ER),
progesteronowych (PR), ekspresji/amplifikacji receptora ludzkiego naskérkowego czynnika
wzrostu typu 2. (ang. human epidermal growth factor receptor 2 - HER2) oraz ocena
wskaznika proliferacji (Ki-67) [25]. Biorac pod uwage wyniki badan aktywnosci biomarkeréw

dokonano podziatu raka piersi na 4 podtypy: ER-dodatni luminalny A (LA); ER-dodatni
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luminalny B (LB); HER2-dodatni (HER2); rak potrdjnie ujemny (TNBC) (Rycina 4) [24-30].
Kazdy z nich wymaga innego schematu postepowania terapetycznego.

HER2 . + -

Czestotliwos¢” 50-60% 30% 10% 10-20%

Dobra

94,3% 90,5%

Rycina 4. Charakterystyka podtypow molekularnych raka piersi [24-30].

ER: receptor estrogenowy; PR: receptor progesteronowy; HER2: receptor ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu typu 2; TNBC: potrdjnie ujemny rak piersi.

Pomimo tego, ze wskaznik 5-letniego wzglednego przezycia dla nowotworu piersi jest
obiecujacy 1 wynosi ponad 90% dla nowotworu Luminalnego, HER2-dodatniego okoto 84%, a
dla TNBC okoto 77%, to w przypadku wystapienia przerzutow wzgledne przezycie jest nadal
niskie: 29% niezaleznie od podtypu, a w przypadku przerzutowego TNBC moze obnizy¢ si¢ do
12% [24]. Dlatego tak wazne jest nieustanne poszukiwanie nowych skutecznych i bezpiecznych

rozwigzan terapeutycznych w leczeniu raka piersi.
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4.  Leki stosowane w leczeniu raka piersi, skutki uboczne

Wyboru odpowiedniego sposobu leczenia miejscowego lub systemowego dokonuje si¢
indywidualnie, dla kazdego pacjenta, z uwzglednieniem przewidywanej wrazliwo$ci raka na
poszczegblne metody leczenia, ryzyka nawrotu, mozliwych powiktan terapii i wieku oraz
preferencji chorego [24]. Wigkszo$¢ pacjentek z rakiem piersi jest poddawana operacji
chirurgicznej w celu usunigcia nowotworu oraz radioterapii, w ktorej wykorzystuje si¢
wysokoenergetyczne promieniowanie rentgenowskie lub inne rodzaje promieniowania w celu
zabicia komorek nowotworowych Ilub powstrzymania ich wzrostu [31]. Natomiast
uzupetniajace leczenie systemowe jest uzaleznione od biologicznego podtypu nowotworu
(Rycina 4). Leczenie systemowe mozna stosowa¢ przed operacja lub po jej przeprowadzeniu.
Zgodnie z danymi FDA (FDA (ang. U.S. Food and Drug Administration) obecnie
zatwierdzonych jest okoto 90 lekow stosowanych w leczeniu raka piersi [32]. W leczeniu
nowotworow piersi najczes$ciej wykorzystuje sie nastgpujace grupy lekéw: hormonoterapie,
chemioterapeutyki, inhibitory CDK4/6, inhibitory mTOR, inhibitory PI3K, inhibitory kinazy

tyrozynowej, przeciwciata monoklonalne [23].

Hormonoterapi¢ stosuje si¢ u chorych na raka piersi z ekspresja receptora
estrogenowego (ER). U okoto 60-70% pacjentow z nowotworem piersi wystepuje ekspresja
receptora ER 1/lub progesteronowego (PR). W rakach piersi ER+ estrogeny hamuja apoptoze 1
stymulujg proliferacje komorek nowotworowych [33]. Celem leczenia hormonalnego jest
zahamowanie dziatania proliferacyjnego estrogenéw poprzez zablokowanie ich potaczenia z
receptorem estrogenowym albo obnizenie ich poziomu w surowicy i komorkach
nowotworowych. W tej grupie lekow stosuje¢ si¢ tamoksifen - selektywny modulator receptora
estrogenowego, niesteroidowe inhibitory aromatazy (Anastrozol i Letrozol), steroidowe
inhibitory aromatazy (Eksemestan) oraz analogi hormonu uwalniajgcego gonadotroping
(Goserelina, Leuprorelina i Tryptorelina) [24, 33]. Gloéwne objawy uboczne stosowania w/w
grupy lekéw to: powiktania zakrzepowo-zatorowe, wystepowanie raka btony sluzowej trzonu
macicy, bole kostno-migsniowe, osteoporoza z powiktaniami w postaci ztaman kosci, uderzenia
gorgca, plamienia 1 krwawienia z droég rodnych, incydenty naczyniowe w moézgu. Czestosc

objawow ubocznych zwieksza si¢ z czasem obserwacji [34].

Chemioterapia jest wskazana u prawie wszystkich chorych na raka troéjujemnego,
HER2+, a takze w niektorych przypadkach u oséb z rakiem luminalnym o fenotypie
HR+/HER2- [26]. Stosowana jest u pacjentow, u ktorych doszto do progresji choroby po
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zastosowaniu hormonoterapii [35]. U pacjentek w zaawansowanym rakiem piersi z przerzutami
zazwyczaj stosuje si¢ terapi¢ ztlozong z co najmniej dwdch réznych chemioterapeutykow [24].
Do grupy chemioterapeutykéw stosowanych w leczeniu raka piersi nalezg: antybiotyki
antracyklinowe, wyizolowane z grzybow Streptomyces percetus oraz Streptomyces caesius:
Doksorubicyna, Epirubicyna, Mitoksantron; taksany: Paklitaksel otrzymywany z Cisa
amerykanskiego (Taxus brevifolia), Docetaksel wyizolowany z Cisa Europejskiego (Taxus
baccata); srodki alkilujace: Cyklofosfamid, Kapecytabina, Fluorouracyl (5-FU); pochodne
platyny: Karboplatyna, Cisplatyna, Oksaliplatyna; antymetabolity: Metotreksat; alkaloidy
barwinka rézowego (Vinca rosea): Winorelbina, Winblastyna, Winkrystyna; inne:
Gemcytabina, Mitomycyna C, Mesylan eribuliny, Iksabepilon [36]. Leki te charakteryzuja si¢
ztozonym mechanizmem dziatania min.: zaburzajg synteze i stabilno$¢ kwasow nukleinowych,
stymulujg produkcje reaktywnych form tlenu, hamuja podziat komoérek, stymuluja apoptoze,
hamuja proces naprawy DNA [35, 37-40]. Dziatania niepozadane chemioterapii to: powiktania
skérne, wylysienie, zapalenie $luzoéwek, nudno$ci 1 wymioty, pneumotoksycznosc,
niedokrwisto$¢, neutropenia, goraczka neutropeniczna, kardiotoksycznos¢, nefrotoksycznose,
neurotoksycznos$¢. Stosowanie takich lekow jak: Docetaksel, Cyklofosfamid, Doksorubicyna,
zwigzane jest z ponad 20% ryzykiem wystapienia goraczki neutropenicznej [41, 42]. Pochodne
platyny ze wzgledu na ich wysoka hepatotoksyczno$¢ sa stosowane tylko i wytacznie u
pacjentow, u ktorych standardowa chemioterapia nie przynosi oczekiwanego -efektu.
Kardiotoksyczno$¢ w zaleznos$ci od terapii moze wystapi¢ nawet u 29% pacjentow, a ryzyko
utrzymuje si¢ nawet do 30 lat od zakonczenia terapii (kardiotoksyczno$¢ pozna przewlekta)
[43]. Kolejnym pojawiajacym si¢ powiklaniem sg neuropatie, a polineuropatia obwodowa w
stopniu G2-G4 dotyczy okoto 13-27% chorych leczonych Paclitakselem i Docetakselem w

schematach sekwencyjnych z antracyklinami [44].

Kolejng grupa lekéw stosowanych w terapii nowotwordw piersi sg inhibitory kinaz
zaleznych od cyklin (CDK) 4 i 6. W raku piersi z dodatnig ekspresja receptora estrogenowego
bardzo czesto wystepuje aktywacja osi CDK4/CDKG6/E2F, ktora prowadzi do stymulacji i
proliferacji komoérek. Jednym z mechanizmow dziatania lekow p/nowotworowych jest supresja
aktywnos$ci kinaz CDK4 i CDKG6 [45]. W obrgbie tej grupy wyrdzniamy trzy preparaty:
Palbociclib, Ribociclib i Abemaciclib. Skutkiem stosowania w/w lekow jest poprawa przezycia
wolnego od progresji u chorych z ER-dodatnim, HER2-ujemnym rakiem piersi [46-52].
Najczestszymi dziataniami toksycznymi lekow z grupy inhitoréw kinaz CDK4/6 sg neutropenia,

niedokrwisto$¢ i leukopenia, ale, co nalezy podkresli¢, poddajg si¢ one leczeniu [46-52].
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Reprezentantem grupy lekow nalezacych do selektywnych inhibitorow szlaku mTOR
(ang. mammalian target of rapamycin) jest Ewerolimus, makrolid zwany Rapamycyng lub
Sirolimusem [53]. Wytwarzany jest przez bakterie Streptomyces hygroscopicus. Jest on
inhibitorem kinazy mTOR, ktora bierze udziat w przekazywaniu sygnatow
wewnatrzkomorkowych. Ewerolimus wykazuje aktywno$¢ antyproliferacyja i antyangiogenng
[54]. Zahamowanie sygnatu proliferacji prowadzi do zatrzymania komoérek w fazie G1 cyklu
komorkowego [55]. Lek ten znalazt zastosowanie w leczeniu zaawansowanego raka piersi z
ekspresjg receptorow hormonalnych 1 HER2. Do najczestszych powiklan wystepujacych
podczas stosowania Eworolimusu naleza: zapalenie §luzowek jamy ustnej, niedokrwistos¢,

duszno$¢, hiperglikemia, zmgczenie [55].

Alpelisib jest inhibitorem kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, hamuje on szlak sygnatowy
PI3K/AKT, ogranicza wzrost zmiany nowotworowej i powoduje zwickszenie transkrypcji
receptora estrogenowego (ER) w komorkach raka piersi [56]. U okoto 40% pacjentow z
nowotworem hormonozaleznym, HER2-ujemnym wystepuje mutacja w genie PI3KCA i jest
ona odpowiedzialna za hormonooporno$¢ i niekorzystne rokowanie. Dzialania niepozadane
zwigzane ze stosowaniem Alpelisibu obejmuja: biegunke, nudnosci, brak taknienia i wysypke.
Podczas stosowania Alpelisibu konieczne jest monitorowanie poziomu cukru, albowiem moze

dochodzi¢ do hiperglikemii [57].

W leczeniu raka piersi znalazly réwniez zastosowanie takie leki jak: Lapatynib,
Neratynib, Tukatynib [24], ktore sa inhibitorami kinazy tyrozynowej (TKI). Kinaza tyrozynowa
ogrywa istotng role w przebiegu licznych procesow komoérkowych, miedzy innymi w
proliferacji, apoptozie i transkrypcji. Poszczegdlne klasy lekéw nalezacych do inhibitorow
kinazy tyrozynowej sg ukierunkowane przeciwko swoistym receptorom [58]. Lapatynib jest
podwojnym TKI EGFR/HER2 blokujagcym aktywacje zarowno HERI1, jak 1 HER2 [59].
Neratynib jest nieodwracalnym inhibitorem TKI, skierowanym przeciwko HER1, HER2 i
HER4 [60]. Tukatynib, jest inhibitorem kinazy tyrozynowej o wysokiej selektywnosci w
stosunku do HER2 [61]. Najczgstszymi wystgpujacymi dziataniami niepozadanymi
wynikajacymi ze stosowania w/w lekoOw sg: zaburzenia zotgdkowo-jelitowe (biegunka,
nudno$ci 1 wymioty), zaburzenia dermatologiczne (wysypka), erytrodyzestezja dloniowo-
podeszwowa, bole glowy, zmgczenie, zapalenie jamy ustnej, hepatotoksycznos¢ i

kardiotoksycznos¢ [58, 60].
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Ostatnig grupa lekow, ktére znalazty szerokie zastosowanie w leczeniu raka piersi sg
przeciwciala monoklonalne, czyli leki biologiczne. W leczeniu nowotwordw piersi
wyroézniamy dwie grupy, pierwsza z nich jest skierowana przeciw receptorom HER2
(Trastuzumab, Pertuzumab), a druga znalazta zastosowanie w immunoterapii biologicznej
(Atezolizumab, Durvalumab, Pembrolizumab) [24]. Pierwsze opracowane przeciwciato
ukierunkowane na HER2, trastuzumab, zostalo zatwierdzone przez FDA do stosowania w
lecznictwie w 1998 roku [62]. Trastuzumab ma zdolno$¢ specyficznego wigzania si¢ z
subdomeng IV zewnatrzkomoérkowego HER2, hamuje nadmierng proliferacje komorek i
powoduje zahamowanie procesu angiogenezy [63-66]. Do najczgstszych dzialan
niepozadanych zwigzanych ze stosowaniem trastuzumabu naleza goraczka, dreszcze,
dolegliwosci bolowe oraz ostabienie i nudnosci, ale najpowazniejsze jest kardiotoksyczne

dziatanie leku [67].

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze dostgpne terapie przeciwnowotworowe nie sg
wystarczajaco skuteczne, a stosowanie ich jest zwigzane z wystgpowaniem wielu dzialan
niepozadanych, ktore nierzadko prowadza do $mierci. Rak piersi jest chorobg heterogeniczng i
pomimo postepu medycyny i wynalezieniua lekéw celowanych obecne stosowane terapie nadal
sg mato specyficzne, co zasadniczo wplywa na niewystraczajaca skuteczno$¢ terapii [68].
Kolejng  istotng  przyczyna  niepowodzenia  stosowania  systemowej  terapii
przeciwnowotworowej w raku piersi jest zjawisko nabywania opornosci na leczenie, ktore
moze wystapi¢ nawet u 25% pacjentow [69, 70]. Opornos¢ wielolekowa nowotworéw moze
by¢ uwarunkowana genetycznie, albo wytworzy¢ si¢ wtérnie podczas leczenia [71].
Najczgsciej pojawia si¢ podczas leczenia cytostatykami oraz przeciwciatami monoklonalnymi
[72, 73]. Wysokie ryzyko nawrotow jest nastgpnym czynnikiem wptywajacy negatywnie na
powadzenie terapii przeciwnotworowej raka piersi. Dotyczy to przede wszystkim kobiet po
menopauzie, przy czym najwyzsze ryzyko wystepuje u pacjentek powyzej 50 roku zycia. We
wskazanej grupie wiekowe] wystagpienie miejscowego nawrotu raka piersi po leczeniu
oszczedzajacym piers wynosi 30% [69, 70]. Ryzyko nawrotu miejscowego i odlegtego jest
zalezne od stopnia zaawansowania oraz typu nowotworu 1 moze utrzymywac si¢ do 20 lat od
zakonczenia leczenia. U pacjentow z rakiem piersi ER+ 1 wystepujacymi przerzutami do
wezlow chtonnych ryzyko nawrotu odleglego wynosi 41% [74]. Do czynnikéw wplywajacych
na ryzyko nawrotu raka piersi i zgonu zalicza si¢: wielko$¢ guza, typ histologiczny, stan
pachowych weztow chionnych, ekspresje HER2, ekspresje receptoréw steroidowych, wzrost

wskaznika proliferacji Ki67 oraz stopien wystepowania mutacji. Ponadto udowodniono istotny
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wplyw otylosci, ktora czesto jest spowodowana nieodpowiednig dieta oraz zmiang stezenia

estrogenow na zle rokowanie u pacjentek przed menopauzg [75-77].

Biorac pod uwage powyzszej przedstawione nast¢pstwa stosowanych terapii w leczeniu
raka piersi oraz niekorzystne rokowania, istotne jest poszukiwanie nowych rozwigzan
terapeutycznych. Dazenia do odkrycia optymalnych rozwigzan, ktore zwigksza skuteczno$¢,
bezpieczenstwo i1 efektywnos¢ leczenia, obecnie koncentrujg si¢ wokoét wielu mozliwosci, w

tym:

e poszukiwaniu ulepszonych form farmaceutycznych obecnie stosowanych lekow
przeciwnowotworowych,

e poszukiwaniu nowych zwigzkow przeciwnowotworowych pochodzenia naturalnego
lub syntetycznego,

e poszukiwaniu nowych czasteczek dziatajagcych w oparciu o selektywne mechanizmy
dzialania w danym typie raka piersi,

¢ manipulowanie ukladem odpornosciowym, tak, aby sam aktywowal odpowiedz

immunologiczng przeciwko komérkom nowotworowym [78].

5.  Zastosowanie nanotechnologii w leczeniu raka piersi

Nanotechnologia jest szybko rozwijajaca si¢ dziedzing nauki 1 znalazta zastosowanie w
farmacji 1 medycynie, miedzy innymi w pozyskiwaniu nowych bezpieczniejszych oraz
skuteczniejszych terapii [79]. Precyzyjne dostarczanie substancji aktywnej terapeutycznej
tylko do chorobowo zmienionych obszaréw, w dawce nie wigkszej niz jest to konieczne do
wywotania efektu terapeutycznego, ma na celu obnizenie zuzycia lekow, a tym samym rowniez
zmniejszenie skutkow ubocznych danej terapii, poprawiajgc przy tym skuteczno$é i
efektywnos¢ leczenia pacjentéw [80 - 87]. Biorac pod uwage wielko$¢ miary nanoczastkami
okresla si¢ materiaty, ktore przynajmniej w jednym wymiarze maja rozmiar jednej tysigcznej
metra (10° m), czyli jedna miliardows cze$¢ metra (= 0,000000001), lub tez w rozktadzie
wielkosci czgstek przynajmniej 50% czastek jest w skali nanometrycznej [86, 87]. Rozmiary

wybranych obiektow w skali od 1m do 1nm przedstawiono na rycinie 5 [85].
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Srednica

Szympans Gtowka od Komérka N " nanorurki
szpilki ludzka anoczastd weglowej

1m 1 mm (10°m) 10 pm (10-°m) 100 nm (107m) 1 nm (10°m)

1 cm (10%m) 100 pm (10*m) 1 pm (10°m) 10 nm (10-°m)

Mrowka Srednica Bakterie Srednica DNA
ludzkiego

wlosa

Rycina 5. Rozmiary wybranych obiektow w skali od 1m do Inm [85].

m: metr; cm: centymetr; mm: milimetr; um: mikrometr; nm: nanometr.

Nanoczastki tatwiej i szybciej penetruja do organizmu czy zmienionej chorobowo
tkanki, poniewaz redukcja do skali nano powoduje, ze majg one inne wlasciwosci fizyko-
chemiczne i biologiczne niz wlasciwosci materiatow w skali mikro i makrometrycznej [84].
Dzigki temu nanoczastki sg przedmiotem wielu badan i wigze si¢ ogromne nadzieje, co do
mozliwo$ci ich zastosowania w terapii nowotwordéw, w tym raka piersi, jako alternatywa dla
obecnie stosowanych terapii [82, 84-85]. W poréwnaniu z konwencjonalnymi terapiami
przeciwnowotworowymi nanoczastki maja wiele zalet, takich jak mniejsza degradacja leku
podczas transportu dzigki ochronie przed srodowiskiem chemicznym lub biologicznym in vivo,
zminimalizowanie dzialan niepozadanych dzigki lepszej biokompatybilnosci i lepszemu
ukierunkowaniu oraz zwigkszenie dawki chemioterapeutyku dostarczanego do tkanki
nowotworowej [88]. Nanotechnologia zdaje si¢ mie¢ rowniez duzy potencjat w skutecznym
eliminowaniu komorek macierzystych raka piersi, ktore prawdopodobnie sa waznym
czynnikiem inicjacji, nawrotow i opornosci na chemioradioterapi¢ raka piersi [89]. Warto
znanych substancji leczniczych, a z drugiej strony prowadzone sg badania nad znalezieniem
nowych zwigzkow, ktore stosowane w skali nano, moga okaza¢ si¢ skuteczne w leczeniu

pacjentéw z chorobg nowotworowa.

Na liscie lekow juz zarejestrowanych do stosowania w leczeniu pacjentdw z rakiem
piersi, w ktorych jako nos$niki substancji leczniczych stosuje si¢ nanostruktury, znajduja sig:

Doxil firmy Janssen Products i Abraxane firmy Abraxis Bioscience [90].

17



Doxil, zawierajacy w swoim sktadzie doksyrubicyng w nanoliposomach z
polietylenoglikolu (PEG), byt pierwszym tego typu lekiem, zatwierdzonym w 1995 roku w
przez Agencje Zywnosci i Lekéw (FDA) do stosowania przez pacjentéw (Rycina 6). Lek ten
zostat zarejestrowany migdzy innymi w leczeniu raka piersi w monoterapii i terapii skojarzone;j
[90, 91]. Zamknigcie doksyrubicyny w nano liposomach powoduje spowolnienie uwalniania
substancji czynnej, dzigki czemu ma ona stabilny profil uwalniania bez wysokich stgzen
maksymalnych w osoczu, a szczytowe stezenie glownego kardiotoksycznego metabolitu,
wystepuje pOzniej i jest nizsze w porownaniu do konwencjonalnej doksyrubicyny [92, 93].
Podawanie doksyrubicyny w formie nano zmienia parametry farmakokinetyczne substancji
czynnej, powodujac mniej powiktan sercowo naczyniowych, w poréwnaniu z postacia leku w
skali makro, co zostalo potwierdzone w badaniu z udzialem 297 pacjentow leczonych na
przerzutowego raka piersi. W grupie osob, otrzymujacych Doxil, kardiotoksycznos¢ wystapita
u 6% pacjentdw, natomiast w grupie pacjentow stosujacych doksyrubicyne w postaci makro u
21% badanych [94]. W analizie retrospektywnej wykazano, ze efektem zastosowania leku w
postaci nano byto, istotne zwigkszenie liczby responsywnych pacjentow (31% vs. 11%), jak

rowniez wydtuzenie czasu wolnego od progresji choroby [95].

Dodatkowa pozywka dla
liposomow
(PEG i czasteczki wody)

Czasteczki fosfolipidow i

membrany liposomowe . .
Jama intraliposomowa

Czasteczki Warstwa lipofilowa

doksorubicyny

Rycina 6. Struktura nanoliposomu zawierajacego doksyrubicyne¢ (<100 nm) - preparat Doxil®
[96].

PEG: glikol polietylenowy.
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Kolejnym przyktadem wykorzystania nanomaterialow, jako no$nikéw substancji
leczniczych byto polaczenie Paklitakselu z nano albuming (Nab-Paklitaksel). Kompleks ten
zarejestrowany zostat do stosowania w lecznictwie w 2005 roku pod nazwg Abraxan. Jednym
z objawOw ubocznych stosowania paklitakselu jest neutropenia. W badaniu klinicznym z
udziatem 422 pacjentdéw, wykazano, ze u pacjentek stosujacych Nab-Paklitaksel ryzyko
wystapienia ci¢zkiej neutropenii bylo istotnie nizsze w odniesieniu do kobiet stosujacych

konwencjonalne preparaty (odpowiednio 1,4% pacjentek vs. 7,5% pacjentek) [97].

Obecnie prowadzonych i juz zakonczonych jest szereg badan klinicznych nad
preparatami, w ktorych znane substancje aktywne, o dzialaniu przeciwnowotworowym, sg
umieszczone w nanomolekutach. W/w badania dotycza zastosowania min.: doksyrubicyny,
paklitakselu, mikroRNA, cisplatyny, docetakselu, przeciwcial monoklonalnych (Tabela 2) [98,
99].

Tabela 2. Przyktady zakonczonych i trwajacych badan klinicznych substancji aktywnych o

dziataniu przeciwnowotworowym zawartych w nanostrukturach [90, 99].

Nazwa . .
Nazwa  substancj farmaceutycane inicanego.
preparatu aktywnej yCZne) g
Myocet® Doksorubicyna Sopherion Therapeutics Zakonczone
NK-105 Paklitaksel Nippon Kayaku Zakonczone
Genexol®- . Samyang ,

PM Paklitaksel Biopharmaceuticals Zakonczone
LEP-ETU Paklitaksel INSYS Therapeutics Zakonczone
Xyotax® Paklitaksel Dana-Farber Zakonczone

Cancer Institute
ThermoDox®  Doksorubicyna Celsion Zakonczone
Liposomal iversi
_ Doksorubicyna NSe V\r/] Y?rkftﬂ'\é.er.s'ty' Zakonczone
Rexin-G Mikrorna Epeius Biotechnologies Zakonczone
SPI-077 Cisplatyna LiPlasome Pharma Zakonczone
Nanoxel® Docetaksel Fresenius Kabi Oncology Zakonczone
Kisgali® Ribociclib Novartis Il Faza
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Vzenios® Abemaciclib Eli Lilly Il Faza

Ibrance® Palbociclib Pfizer 11l Faza
Enhertu® Trastuzumab- Daiichi Sankyo Europe 1l Eaza
deruxtcan GmbH

Przyktady nanomolekul stosowanych, jako no$niki substancji leczniczych

przedstawiono w tabeli 3 i na rycinie 7 [88].

Tabela 3. Przyktady nanomolekut stosowanych, jako no$niki substancji leczniczych [88].

Rodzaj Rozmiar e .
Mozliwosci zastosowania
nanomolekuly [nm]
Polimery Plazmidy DNA, bialka, peptydy, niskoczasteczkowe
. 10-100 ; k
biodegradowlane substancje organiczne
Ceramiczne <100 Biatka, DNA, chemlqterapeutyk},
wysokoczasteczkowe zwigzki organiczne
Metale <50 Biatka, DNA, chemioterapeutyki
Polimery miceralne <100 Biatka, DNA, chemioterapeutyki
Chemioterapeutyki, zwiazki o dziataniu
Dendrymery <10 przeciwbakteryjnym, antywirusowym, DNA
Liposomy 50-100 Chemioterapeutyki, biatka, DNA
Fosforokrzemian 20-60 Chemioterapeutyki, RNA, zwiazki stosowane W
wapniowy diagnostyce
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Nanoczgstki

metali/
Nanoczgstki Nanoczgstki tlenkow
polimerowe  Micele Liposomy Nanozele nieorganiczne metali Nanorurki
5
¥, -~ P
A 1)
S ¢ ®
¥ 3
Czasteczki
/ docelowe

w\'\®' -

Komorka raka piersi

Rycina 7. Struktury nanomolekut stosowanych w farmacji i medycynie, jako nosniki substancji
leczniczych w raku piersi [100].

Strategie poprawy skutecznosci terapeutycznej w raku piersi obejmujg, ale nie sg ograniczone do: (A)
biernego gromadzenia si¢ nanoczastek w miejscu guza dzigki zwigkszonej przepuszczalnosci
naczyniowej; (B) zwickszonego wchianiania nanoczastek na drodze endocytozy wspomaganej przez
receptory; (C) dostarczania lekéw w postaci nanoczgstek skierowanych jednocze$nie na komorki
macierzyste raka piersi i komorki raka piersi; (D) zastosowania metali lub tlenkéw metali oraz terapii
termicznej z wykorzystaniem nanorurek weglowych.

Celem prowadzonych badan jest uzyskanie wigkszej skutecznosci dziatania juz znanych
substancji leczniczych oraz obnizenie wystepowania ich dzialan niepozadanych, a

spodziewanym efektem bedzie osiggniecie postgpow w obszarze leczenia raka piersi.

Drugim obszarem prowadzonych obecnie badan, jest poszukiwanie zwigzkow, ktore w
formie nano bedg mogty by¢ stosowane w terapii choroby nowotworowej. Wcigz poznawane

sa mechanizmy dziatania w/w zwigzkéw na rozwdj 1 przebieg procesu nowotworowego.

Istnieje wiele sposobow otrzymywania struktur nanometrycznych. Najbardziej ogdlny

podzial metod wytwarzania nanostruktur dzieli je na metody ,,top-down” (z gory - do dotu)
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oraz ,,bottom-up” (z dotu - do géry) (Rycina 8) [85, 101]. Metody ,,top-down”, opierajg si¢ na
podziale materialu makroskopowego na mniejsze czg¢sci wykorzystujac do tego celu procesy
fizyczne. Polegajg na rozdrobnieniu wyjsciowego materialu w kontrolowany sposob tak, aby
jego koncowy rozmiar zawierat si¢ w przedziale 1-100 nm. Do metod tych zalicza si¢
nastepujace techniki: wysokoenergetyczne mielenie, procesy litograficzne czy tez
konwencjonalng obrobke materialow [86]. W metodach ,,bottom-up”, struktury nanometryczne
otrzymuje si¢ z pojedynczych atoméw lub czasteczek bazujgc najczesciej na procesach
chemicznych. Metody te polegaja na tzw. budowie od podstaw, czyli atom po atomie. Do
tworzenia nanostruktur metodami ,,bottom-up” wykorzystuje si¢ m.in.: osadzanie z fazy
gazowej, osadzanie wspomagane plazma, epitaksje z wigzki molekularnej, metody
wykorzystujace faze ciekla, metody koloidalne, metody zol-zZel oraz osadzanie elektrolityczne

[86].

Top - Down Bottom - Up

b
:

H
=
H

B[EIS

I I
Makroczgseczka Nanoczasteczka Atom

Rycina 8. Metody wytwarzania nanostruktur [85, 101].

Przyktady badan nanozwigzkéw o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym

przedstawione zostaty w tabeli 4.

Tabela 4. Przyktady badan nanozwigzkoéw o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym

w raku piersi.
Badany zwigzek Model Rezultat Referencje
In vivo - szczury Obnizenie zapadalnosci,
Cynk indukowane 7,12- zmniejszenie wielko$ci 102
dimetylobenzo[a]antracenem guzoéw
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In vitro - MCF-7, MDA-

MB-231 Indukcja apoptozy 103
Zalezne od dawki
Tlenek cynku Invitro - MCF-7, T47p  Z2namowanie wzrostu 104
komorek, indukcja
apoptozy
In vitro - TNBrCa Indukcja apoptozy 105

In vitro- MCF-7, MCF 10A, Uszkodzenie DNA

MDA-MB-231, MDA-MB- w komorkach 106
468, CC70, SUM-159 nowotworowych
Srebro In vivo - myszy z Zmniejszenie wielkosci 106
komorkami MDA-MB-231 guzoéw
Zalezny od dawki
In vitro - MCE-7 Wzrost intensywnosci 107
apoptozy
I autofagii

Zaktocenie proliferacji
komtorek $rodbtonka i

In vitro - HUVEC migracji komorek, 108
indukcja nieszczelnosci
Platyna bariery srodbtonkowe;j
In vivo - myszy nagie
BALB/c indukowane Indukcja przerzutow 108
komorkami 4T1-Luc
Tlenek tytanu In vitro -HI\25[)7,3\_-I_MB-231, Indukcja apoptozy 109
. Zalezna od dawki
In vitro - MDA-MB-231 redukcja ROS 110
Tlenek ceru Zwigkszenie
In Vitro - MCE-7 cytotoks;rfcznosm w 111
komorkach
nowotworowych
In vitro - MDA-MB-231, .
MDA-MB468 Indukcja apoptozy 112
Ztoto In vivo - myszy indukowane Zmn|ejszer,1|e ognisk
komorek
7,12- 113
nowotworowych,

dimetylobenzo[a]antracenem kontrola raka piersi

Bobrowska-Korczak i wsp. [102] przeprowadzili badania oceny wptywu nanocynku na

rozwoj i przebieg procesu nowotworowego indukowanego 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem
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u szczuréw szczepu Spraque-Dawley. W badaniu wykazano, iz suplementacja zwierzat
nanocynkiem spowodowata zahamowanie rozwoju procesu nowotworowego poprzez dzialanie
na wystepowanie i wzrost guzow (obnizenie wielkosci masy guzoéw oraz obnizenie liczby

guzow w grupie).

W badaniach przeprowadzonych przez Boskabadi i wsp. [103] z wykorzystaniem linii
komoérkowych MCF-7, MDA-MB-231 stwierdzono, iz nanotlenek cynku wplywal na
metabolizm komorek nowotworowych, zaburzat ich homeostaze i indukowat apoptoze.
Natomiast wyniki badania Shandiz 1 wsp [104] wykazaty, iz zwiazek ten indukowatl apoptoze
komorek raka piersi linii: MCF-7 i T47D.

W badaniu przeprowadzonym przez Swanner i wsp. [106] na liniach komérkowych:
MCF-7, MCF 10A, MDA-MB-231, MDA-MB-468, CC70, SUM-159 oraz z udziatem myszy
BALB/c indukowanych komoérkami MDA-MB-231 wykazano, iz nanosrebro spowodowato
rozlegte uszkodzenia DNA komorek nowotworowych oraz hamowato wzrost guzow. Al-
kawmani i wsp. [107] wykazali, ze jony nanosrebra nie tylko moga indukowac apoptozg, ale

réwniez autofagie.

Kolejnym badanym metalem, o potencjalnym dziataniu w raku piersi, byta platyna. W
badaniach przeprowadzonych przez Wang i wsp. [108] wykazano, przeciwnowotworowe
dziatanie nanoplatyny. Skutkiem traktowania komorek w/w zwigzkiem bylo zaktocenie
przebiegu procesow ich proliferacji oraz migracji. Natomiast, co ciekawe, w badaniu
przeprowadzonym przez ten sam zespot, ale z udziatem myszy stwierdzono, iz nanoczastki

platyny moga promowac przerzuty raka piersi poprzez uszkodzenie bariery srodblonkowe;.

W innych badaniach wykazano, iz nanoczasteczki tlenku tytanu i ztota, tak samo jak
tlenku cynku czy srebra, indukowaty apoptoze komoérek nowotworowych. W przypadku tlenku
tytanu badania zostaly przeprowadzone na liniach komoérkowych MDA-MB-231, Hs579T
[109], a w przypadku ztota na liniach komérkowych MDA-MB-231, MDA-MB468 [112].
Hendi i wsp. [113] wykazali, iz efektem suplementacji myszy nanoztotem byto zahamowanie
tworzenia ognisk komorek nowotworowych zarowno w gruczole piersiowym, jak i w weztach

chlonnych.

Na liniach komoérkowych komoérek nowotworowych typu MDA-MB-231 i MCF-7
wykazano dziatanie cytotoksyczne nanotlenku ceru [110, 111]. W badaniach tych w/w zwiazek
charakteryzowal si¢ 0 wiele silniejszym dzialaniem cytotoksycznym wobec komorek

nowotworowych, w poréwnaniu do normalnych linii komérkowej nie nowotworowej [111].
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6. Mozliwosci wykorzystania zwigzkow pochodzenia roslinnego

W terapii nowotworow

Duze nadzieje wigze si¢ z zastosowaniem zwigzkdw pochodzenia roslinnego w leczeniu
raka piersi, poniewaz wykazano, ze zwiazki te sa zdolne s3 min. do: hamowania proliferacji
komoérek nowotworowych, indukcji apoptozy, zapobiegania powstawaniu przerzutow,
stymulacji uktadu immunologicznego, zmniejszania opornosci na leki (Rycina 9) [114, 115].
Istnieja dowody potwierdzajace ich mozliwosci do niwelowania dziatania wolnych rodnikow,
tworzenia komplekséw z jonami metali katalizujagcymi powstawanie wolnych rodnikéw, a
takze do hamowania aktywnos$ci niektérych enzymow uczestniczacych w procesach
oksydacyjnych [116]. Dzi¢ki tym mechanizmom dziatania substancje pochodzenia naturalnego
sg zdolne do hamowania wzrostu komorek nowotworowych, nie wykazujac przy tym

znacznego dziatania toksycznego na komorki prawidtowe [117].

Antyangiogeneza

Przeciwdzialanie
opornosci na wiele
lekow

Stymulacja uktadu
immunologicznego

Mechanizmy
dzialania
zwiazkow

naturalnych w
raku raka

piersi

Apoptoza

Antyoksydacyjne

Antyproliferacyjne

Autofagia

Przeciwdziatanie
przerzutom

Ukierunkowanie na
komorki macierzyste

Rycina 9. Mechanizmy dziatania zwigzkow pochodzenia naturalnego w raku piersi [114-116].

Ponizej zostaly przedstawione przyktady wynikéw badan mechanizméw dziatania
zwigzkow pochodzenia roslinnego, ktore S$wiadcza o mozliwosci ich wykorzystania w
profilaktyce, leczeniu i/lub wspomaganiu leczenia farmakologicznego w nowotworach piersi.
Warto podkresli¢, iz wigkszo$¢ badan wykonana zostata z wykorzystaniem linii komoérkowych

(modelu in vitro).
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Resweratrol jest naturalnym nieflawonoidowym polifenolem wystepujacym gtownie w
skorkach winogron, boréowkach, malinach, morwie i granatach. Powszechnie wystepuje
robwniez w czerwonych winach [118]. Resweratrol hamuje proliferacje komorek
nowotworowych poprzez zatrzymywanie cyklu komérkowego oraz indukuje apoptoze w kilku
szlakach, np. poprzez oddziatywanie na biatka p53 i Rb oraz kinazy cyklu komérkowego [1109,
120]. Redukuje on ilo$¢ reaktywnych form tlenu we wnetrzu komorki, zmniejsza potencjat
blony mitochondrialnej oraz hamuje fosforylacje mTOR i RP-S6 oraz 4EBP1 [119].
Resweratrol, wplywajac na aktywno$¢ kompleksu biatkowego NF-«kB, zapobiega wzrostowi
komorek guza [121]. Dziatanie przeciwnowotworowe wobec raka piersi zostato potwierdzone
w badaniach in vitro na liniach komérkowych typu: MDA-MB-231, MDA-MB-231/PacR i
komorkach raka piersi trojujemnego [119-122] oraz w badaniach in vivo w r6znych modelach
zwierzecych. Przeprowadzone badania wykazaty, iz resweratrol zmniejszal ilo§¢ oraz tempo
wzrostu guzow i przerzutow u samic szczuréOw [121]. Ponadto jego mechanizm dziatania w tym
badaniu byt zwigzany z ekspresje COX2, zdolnos$cia taczenia kompleksu biatkowego NF-«xB z
DNA, a takze ze wzrostem ekspresji 5-LOX i TGFB1 [121]. Ponadto w komorkach raka piersi
MCF-7 resweratrol zwigksza ekspresj¢ ASPP1 i biatka aktywujacego p53, ktore stymuluja
apoptoze [123]. W innym badaniu z HER2-dodatnimi komoérkami raka piersi wykazano, iz
wptywat on na przebieg cyklu komorkowego 1 promowat apoptoz¢ poprzez blokowanie
enzymu FASN [124]. Ponadto analogi resweratrolu w potaczeniu z tamoksyfenem wykazuja
synergistyczny efekt w hamowaniu proliferacji komorek ER-dodatnich i ER-ujemnych raka
piersi [125].

Kurkumina jest polifenolem pochodzacym z kiacza ostryzu dtugiego (Curcuma longa).
Zwiazek ten wykazuje dzialanie antyproliferacyjne oraz reguluje ekspresj¢ bialek, w tym
cytokin 1 enzymow zapalnych, czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z przezyciem 1
wzrostem komorek oraz apoptoza, a takze hamuje angiogenezg i nowotworzenie [126, 127].
Dostgpne badania wykazaty, iz w przypadku komorek raka piersi, kurkumina ma szeroki zakres
dziatania i hamuje proces nowotworzenia, stosowana zarowno w mono jak i politerapiach z
innymi zwigzkami naturalnymi lub chemioterapeutykami. Jednym z mechanizméw dziatania
tego zwigzku jest zapobieganie aktywacji jadrowego czynnika kappaB, dzigki czemu dochodzi
do zahamowania proliferacji ludzkich komorek rakowych, wzrostu nowotworu i przerzutow
[128]. W badaniu przeprowadzonym na komorkach raka piersi MCF-7 indukowanych
bisfenolem A, polifenol ten wykazywal dziatatanie antyproliferacyjnie [129]. Co wiecej w

badaniach udowodniono, 1z, zwigzek ten sprzyja zatrzymaniu cyklu komoérkowego i hamuje
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rozwo0j raka poprzez obnizenie ekspresji CD44 i CD24 w komodrkach MCF-10F, ekspresji
CD24 w komorkach MCF-7 oraz ekspresji CD44 w komorkach MDA-MB-231 [130, 131].
Ponadto przeprowadzone na myszach badania wykazaly, iz zwigzek ten w przypadku raka
piersi MDA-MB-231 obnizatl ekspresje genu Bcl-2 oraz stezenie biatka antyapoptotycznego, a
takze podwyzszatl ekspresj¢ genu Bax i zawarto$¢ biatka proapoptotycznego [132]. Kurkumina

rowniez oddziatuje na nowotworowe komorki macierzyste, hamuje ich migracje [133].

Kwercetyna jest polifenolem wytwarzanym przez ro$liny, takie jak Allagopappus
viscosissimus, Opuntia ficus-indica var. saboten, Lychnophora staavioides oraz Rhamnus [134,
135]. Zwiazek ten jest rowniez obecny w roznych warzywach i owocach, a takze w winie,
herbacie i kawie [136]. Kwercetyna pobudza apoptoz¢ wielu réznych typéw komodrek
nowotworowych [136]. Zwigzek ten moze by¢ wykorzystywany w profilaktyce i terapii raka
piersi [134]. W badaniach przeprowadzonych in vitro w przypadku komorek raka piersi, takich
jak BT-20 i MCF-7, kwercetyna promowala apoptoze poprzez wptyw na inaktywacj¢ glownego
biatka antyapoptycznego c-FLIPL i wzrost regulacji receptora DRS, ktory nazywany jest
receptorem $mierci komorkowej. Ponadto w komorkach MCF-7 kwercetyna hamowata
proliferacj¢ poprzez blokowanie cyklu komoérkowego [136]. Co wigcej, w innych badaniach
wykazano, iz zwigzek ten hamowatl wzrost komorek macierzystych MDA-MB-231 oraz biatek

adhezyjnych komorek nabtonkowych i innych, ktére zwigzane sa z nadmierng proliferacja
[137].

Tetrandryna jest alkaloidem wystepujacym w pochodzacej z Azji roslinie Stephania
tetrandra [138, 139]. Tetrandryna ma wtasciwosci przeciwrakowe i blokuje dodatnie kanaty
jonowe oraz rozne biatka, redukujac opornos¢ na leki p/nowotworowe [139]. Ponadto
wykazano, iz zwigzek ten indukuje autofagi¢ (komorki, ktore sg oporne na apoptoze, ulegaja
autofagicznej $mierci) [140]. W badaniach przeprowadzonych na liniach komérkowych SUM-
149 i SUM-159 tetrandryna wykazata wtasciwos$ci antyproliferacyjne, a w przypadku komorek
BMCF-7/TAM odwroécita ona oporno$¢ na tamoksyfen [139]. Alkaloid ten wykazuje istotng
role w aktywacji $mierci komérkowej w komoérkach nowotworowych, co czyni go obiecujagcym

srodkiem w zapobieganiu i leczeniu raka piersi [140].

Sylibinina jest flawonoidem pochodzacym z ro$liny Silybum marianum, czyli
ostropestu plamistego. Wykazuje wlasciwosci antyrakowe i antyproliferacyjne. Zwigzek ten
ma dziatanie hamujgce rozwo6j roznych typéw nowotwordw, w tym raka piersi [141, 142]. W

przeprowadzonym in vitro badaniu na liniach komorkowych MCF-7 sylibinina indukowata
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apoptozg, inicjowala autofagic 1 wykazywata wlasciwosci antyproliferacyjne [141].
Fibronektyna zwigzana jest z adhezja komorek, migracja i transformacja onkogenna, a jej
ekspresja koreluje ze ztym rokowaniem w réznych typach nowotworéw, w tym raku piersi
[143]. W badaniu przeprowadzonym na liniach komérkowych MDA-MB-468 i BT20 raka
piersi sylibinina obnizata ekspresje¢ genu fibronektyny w komoérkach potrdjnie ujemnego raka
piersi, a takze dziatata antyproliferacyjnie i antymigracyjnie [143]. U myszy z wszczepionymi
komorkami  MDA-MB-231 raka piersi, zwigzek ten wykazywal  dziatanie
przeciwnowotworowe, ktore polegato na hamowaniu fosforylacji EGFR, obnizaniu ekspres;ji
genow COX-2, VEGF i MMP-9, hamowaniu migracji komoérek oraz zmniejszaniu rozmiaru
guza [144]. Natomiast w komdrkach MCF-7 sylibinina oddziatywujac na szlak MEK/ERK
hamowata migracje komorek 1 ekspresje genu MMP-9, ktéra odgrywa wazna role w

przerzutach nowotworowych, migracji i inwazji komorek [145].

Tymochinon wystepuje w nasionach rosliny Nigella sativa. Zwigzek ten wykazuje
aktywnos¢ wobec roéznych typow nowotwordéw, w tym raka piersi [146-150]. W badaniu in
vitro przeprowadzonym na mysim modelu udowodniono, iz p/nowotworowy mechanizm tego
zwiazku jest zwigzany z wplywem na biatka p53, p73, STAT3, NF-xB, PPAR-y oraz reaktywne
formy tlenu [148]. Ponadto jego dzialanie antymigracyjne, proapoptotyczne i
antyproliferacyjne zostalo potwierdzone w badaniu przeprowadzonym na liniach
komorkowych raka piersi MCF-7 [149]. Co wigcej w przeprowadzonych badaniach na
komorkach raka piersi MCF-7 opornego na doksorubicyne wykazano, iz zwigzek ten blokowat
cykl komorkowy w fazie G2/M 1 indukowal apoptoze znoszac przy tym opornos$¢ na

chemioterapie¢ [150].

Honokiol jest naturalnym zwigzkiem pozyskiwanym z rosliny Magnolia grandiflora
[151]. Zwigzek ten powoduje zahamowanie procesu angiogenezy oraz zahamowanie wzrostu
srodbtonka naczyniowego [151-153]. W badaniach prowadzonych w warunkach in vitro na
liniach komorkowych MCF-7 i BT-474 oraz in vivo przeprowadzonych z udziatem myszy
indukowanych komorkami MDA-MB-231 zwigzek ten spowodowal zatrzymanie cyklu
komoérkowego, a tym samym proliferacji komérek nowotworowych oraz indukowatl apoptoze
[154]. Ponadto honokiol wplywa na szereg szlakow metabolicznych zwigzanych z
kancerogeneza. Otyto$¢ w znacznym stopniu wptywa na ryzyko, progresj¢ i zte rokowanie w
raku piersi, a molekularne efekty otylosci sg w znacznym stopniu mediowane przez leptyng. W
badaniu przeprowadzonym na myszach honokiol hamowatl indukowang leptyng sygnalizacje
Wnt1l-MTA1-B-kateniny i fosforylacje STAT3 [155]. Ponadto zwiazek ten hamowat wzrost
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ludzkich komorek MDA-MB-231 raka piersi poprzez zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie
GO0/G1 oraz hamowanie czynnikoéw, ktore przyczyniaja si¢ do wzrostu komorek raka piersi i

angiogenezy [156].

Diosgenina jest saponing steroidowa pozyskiwang z roslin Dioscorea villosa i
Trigonellafoenum graecum [157]. Wykazuje wlasciwosci przeciwhipercholesterolemiczne,
przeciwhiperglikemiczne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe i przeciwcukrzycowe [158,
159]. Ponadto zwigzek ten hamuje wzrost i progresje roznych typow komorek nowotworowych,
a takze sprzyja apoptozie [158-162]. Przeciwnowotworowy mechanizm dziatania tego zwiagzku
jest zwigzany z regulacja roéznych procesow sygnalizacji komorkowej, proliferacja,
réznicowaniem i apoptozg. W badaniu in vitro przeprowadzonym na liniach komorkowych
MDA-MB-231, diosgenina hamowata migracje i inwazj¢ komoérek nowotworowych oraz
progresj¢ nowotworow [158]. Ponadto w badaniach na komérkach MDA-MB-231, MDA-MB-
453 1 T47D zwiazek ten obnizal ekspresj¢ biatek antyapoptotycznych, Bel-2 i clAP-1 [159]. W
przypadku ER-dodatnich komoérek MCF-7 raka piersi, pod wpltywem diosgeniny dochodzito
do zahamowania ich wzrostu i stymulowania procesu apoptozy [160]. W badaniu in vivo,
przeprowadzonym z udziatlem szczurdéw szczepu Sprague Dawley z rakiem sutka, zwigzek ten
hamowat aktywacj¢ biatka p38 i ERK1/2 [161]. W modelach z komorkami ER+ i ER-
diosgenina hamowata szlak Akt i kinazy Akt, ktore odgrywaja istotng rol¢ w lekoopornosci 1
agresywnosci nowotworowej. Ponadto stwierdzono rowniez, ze diosgenina, poprzez obnizenie
ekspresji genow cykliny D1, cdk-2 i cdk-4, powoduje zahamowanie cyklu komorkowego w
fazie G1, co moze powodowaé zahamowanie proliferacji komorek ER+, jak i ER- i indukcje

apoptozy [162].

Garcinol jest naturalnym ro$linnym polifenolem wystepujacym w roslinach z rodzaju
Garcinia [163]. Zwiazek ten wykazuje wlasciwosci przeciwnowotworowe wptywajac miedzy
innymi na szlak sygnatowy NF-kB, dzieki czemu nast¢puje zahamowanie wzrostu komorek i
indukcja apoptozy [164, 165]. W wykonanych in vitro badaniach, na komorkach MCF-7,
traktowanych estradiolem, wykazano, iz pod wptywem garcinolu proliferacja indukowana
przez estradiol zostala zahamowana, cykl komorkowy zostal zatrzymany w fazie GO/GI i
wzrost wskaznik apoptozy komorek [165]. Garcinol powoduje zahamowanie szlaku
sygnatowego Wnt, ktory odgrywa zasadnicza rolg w procesie kancerogenezy [164]. Zwigzek

ten ogranicza oddzialywanie czynnikow powodujgcych wzrost guzow piersi [166].
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Likopen nalezy do terpenoidow. Wystepuje w pomidorach, marchwi, arbuzach, papai i
wisniach. Jako silny antyoksydant, reguluje aktywno$¢ wielu genéw zaangazowanych w
nastepujgce mechanizmy: naprawe DNA, kontrole cyklu komorkowego i proces apoptozy [167,
168]. Likopen moze indukowa¢ apoptoze komorek i odgrywa istotng role w regulacji szlakow
sygnatowych prowadzacych do zatrzymania cyklu komoérkowego. Wykazano, ze likopen,
poprzez blokowanie fosforylacji Akt, hamuje proliferacj¢ komodrek potrdjnie ujemnego raka
piersi [169]. W badaniu przeprowadzonym na liniach komérkowych MCF-7 antyproliferacyjne
dziatanie likopenu zwigzane bylo z regulacjg ekspresji genow p53 1 Bax, co w konsekwencji

spowodowato obnizenie ich proliferacji i pobudzito apoptoze [170].

Galusan epigallokatechiny jest kateching obecng w zielonej herbacie [171]. W

przeprowadzonych in vitro badaniach stwierdzono, ze galusan wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe poprzez mechanizmy epigenetyczne, powodujac min. demetylacje¢ lub
thumienie metylacji promotoréow genow supresorowych [172, 173]. W badaniach na linii
komorkowej raka piersi MCF-7 galusan epigallokatechiny hamowat, indukowana dziataniem
estrogenu, proliferacj¢ komorek nowotworowych [174, 175]. W innych badaniach wykazano,
iz poprzez wptyw na ekspresje cyklooksygenazy 2, katechina ta moze odgrywac istotng role w
procesie powstawania kwasu arachidonowego [176, 177]. W badaniach klinicznych nad rakiem
piersi wykazano, ze zwiazek ten zwigkszat wrazliwo$¢ guzéw na promieniowanie jonizujace,
a takze chronit organizm przed toksycznymi skutkami ubocznymi chemioterapii i radioterapii
[178, 179]. W niektorych publikacjach zawarte sg jednak dane o wystgpowaniu niepozadanych
interakcji galusanu z niektérymi lekami przeciwnowotworowymi, w zwigzku z tym istnieje

potrzeba prowadzenia dalszych badan w tym kierunku [115].

Sulforafan jest izotiocyjanianem wystepujagcym w brokutach, kapuscie, kietkach
brokutow i jarmuzu [180]. Wykazano, ze hamuje on proliferacj¢, angiogeneze i przerzuty [180-
185]. Jednoczesnie moze on indukowaé zatrzymanie cyklu komoérkowego i apoptoze w
komorkach raka piersi. Przeprowadzone badania wykazaly, ze w komorkach MCF-7 i MDA-
MB-231 sulforafan, poprzez wplyw na metylacje DNA i modyfikacje histonow, powodowat,
w sposob zalezny od dawki 1 czasu, zahamowanie hTERT (ludzkiej odwrotne;j transkryptazy
telomerazy) [114]. Ponadto zwigzek ten wykazuje dziatanie chemoprewencyjne poprzez
hamowanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M komorek ludzkiego raka piersi [181].
Sulforafan, poprzez oddzialywanie na mechanizmy epigenetyczne, powoduje zmiang aktywacji
receptora (ERa) [182-184]. Wykazano, ze sulforafan zwigkszat wrazliwos¢ komoérek ERa na

tamoksifen, a istotng role w tym procesie odgrywaty mechanizmy epigenetyczne [183].
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Genisteina - ze wzgledu na przedmiot prowadzonych badan charakterystyka zwigzku

zostanie przedstawiona w nastepnym rozdziale.

7. Genisteina

7.1. Struktura chemiczna, wystgpowanie genisteiny

Genisteina (IUPAC, ang. International Union of Pure and Applied Chemistry,
Mi¢dzynarodowa  Unia  Chemii  Czystej i  Stosowanej:  5,7-dihydroksy-3-(4-
hydroksyfenylo)chromen-4-on) zaliczana jest do grupy izoflawonow (Rycina 10). Po raz
pierwszy zostata wyizolowana z ro$liny Dyera Genista tinctoria L. od ktérej pochodzi jej nazwa
[185, 186].

HO O

OH O
OH

Rycina 10. Wzor strukturalny genisteiny [186].

Genisteina wystepuje w roslinach stragczkowych, a takze w nasionach, owocach 1
warzywach, takich jak kietki lucerny i1 koniczyny, brokuty, kalafior, stonecznik, jeczmien,
maczka jeczmienna, kminek 1 nasiona koniczyny. Natomiast gtdéwnym Zrodlem genisteiny w
diecie jest soja owlosiona (Glycine max, Soja hispida L.) i produkty sojowe [185, 187]. Jest to
jednoroczna ro$lina zielna z rodziny bobowatych, pochodzaca ze wschodniej Azji, gdzie
uprawiana w wielu krajach, gtownie w Chinach, Japonii i Indiach. Zawarto$¢ genisteiny w

poszczeg6lnych produktach sojowych przedstawiona zostata w Tabeli 5.

W krajach Azji, gdzie odnotowuje si¢ najwicksze spozycie soi, dzienne pobranie
genisteiny wynosi 30 - 50 mg, a jej poziom w osoczu krwi moze osigga¢ wartosci rzedu 0,1 -
10 mM. Natomiast w populacji europejskiej i poinocnoamerykanskiej, ze wzgledu na odmienne
nawyki zywieniowe i nizszg zawarto$¢ fitoestogenéw w diecie, jej stezenie w 0soczu wynosi

okoto 70 nM [187].
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Tabela 5. Zawarto$¢ genisteiny w poszczegolnych produktach sojowych [188].

Zrédlo genisteiny Zawartos¢ w zywnosci (mg/100 g)
Maka sojowa petnottusta 98,77
Maka sojowa odttuszczona 87,31
Nasiona soi dojrzate, §wieze 80,99

Nasiona soi dojrzate, suche, prazone (w

tym orzechy sojowe) 75,78
Natto 37,66

Chipsy sojowe 27,45
Nasiona soi dojrzate, w puszkach 25,15
Miso 23,24
Blonnik sojowy 21,68
Tofu smazone 18,43
Pasta sojowa 17,79
Jogurt sojowy 16,59
Tofu swieze 12,99
Lecytyna sojowa 10.30
Jogurt tofu 9,40
Napdj sojowy 5,10
Makaron sojowy 3,70

mg: miligramy; g: gramy

Genisteina jest zwigzkiem lipofilnym (Log P=3,04), ma niska mase czasteczkowa

(Mw= 270) i wykazuje niskg rozpuszczalnos¢ w wodzie (5,3 uM) [189, 190].
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7.2.  Metabolizm genisteiny

Genisteina wystepuje w produktach spozywczych gtownie w formie glikozydowej (7-
O-B-D-glukopiranozylogenisteiny, znanej pod nazwa genistyny, oraz jej estrow) [191]. W
miare przechowywania i przetwarzania produkéw spozywczych wzrasta zawartos¢ aglikonu -
genisteiny. W jelicie cienkim pod wpltywem dziatania bakteryjnych B-glukozydaz oraz
sulfatazy fenolowej nast¢puje hydroliza glikozydu i powstaje aktywny aglikon - genisteina
[188]. Nastepnie, genisteina moze by¢ bezposrednio absorbowana w postaci niezmienionej lub
przeksztalcana dalej przez flor¢ jelitowa. Stwierdzono, ze metabolizm genisteiny zalezy od
rodzaju flory bakteryjnej, jednakze proces ten jest jeszcze nie do konca poznany [189, 192,
193]. Przeprowadzono doswiadczenie, w ktorym siedemnascioro dzieci w wieku od 4 do 17 lat
podzielono na dwie grupy [193]. Obie grupy otrzymywaty odpowiednia, takg sama, porcje
produktow sojowych. Grupa pierwsza otrzymywata dodatkowo doustny antybiotyk. Wykazano,
ze dzieci, ktore otrzymywaly dodatkowo doustny antybiotyk charakteryzowaly si¢ nizszym
stezeniem genisteiny w moczu (wydalaty: 6,4+1,0 nmol/h/kg), w odniesieniu do grupy, ktére
nie otrzymywaly antybiotyku (wydalaly: 10,1£1,6 nmol/h/kg). Wykazano, ze =za
przeksztalcenie genisteiny w forme¢ aglikonu odpowiedzialne sg bakterie Escherichia coli
HGH21 oraz Gram dodatnie bakterie HGH6. Dodatkowo Gram dodatnie bakterie HGH6 moga
przeksztalcaé genisteing do dihydrogenisteiny. Dihydrogenisteina, przy udziale bakterii HGH6
oraz Mt1B8 konwertowana jest do jej aktywnego metabolitu 5-hydroksy-ekwolu [8]. W
watrobie, przy udziale enzyméw: UDP-glukuronozylotransferazy (UGTSs) i sulfotransferazy
(SULTs) zachodzi sprzgganie genisteiny 1 jej metabolitow z kwasem glukuronowym lub/i
kwasem siarkowym. Jednakze koniugaty genisteiny moga by¢ w tkankach przeksztalcane przez
B-glukuronidaze ponownie do aglikonu. Genisteina jest wydalana z moczem jako
monoglukuronid na poziomie okoto 53-76% oraz w znacznie mniejszym stopniu jako
diglukuronid (12-16%) i sulfoglukuronid (2-15%). Jedynie 1-2% genisteiny wydalane jest z
moczem w postaci niezmienionej [8]. Na rycinie 11 przedstawiony zostat schemat metabolizmu

genisteiny u ludzi [8].
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Genisteina (glikozyd)

J hydroliza B-glukozydaza

Sulfataza fenolowa

Genisteina (aglikon)

@ koniugacja <—— (_ Np. HGH21, Mt1B8

Konikugaty genisteiny + metabolity genisteiny

l l

Wydalanie Tkanki docelowe

Rycina 11. Metabolizm genisteiny [8].
SULT: sulfotransferaza; UGT: glukuronylotransferazy

7.3.  Aktywno$¢ biologiczna genisteiny

Genisteina wykazuje szereg aktywnosci biologicznych. Korzystne dziatanie tego
1zoflawonu udowodniono w wielu badaniach. Genisteina moze odgrywaé korzystng role w
fagodzeniu objawOw menopauzy, moze powodowaé zmniejszenie czgstosci wystgpowania
osteoporozy, chordob ukladu sercowo-naczyniowego, otytosci, cukrzycy, choréb

neurodegeneracyjnych, czy chordb pasozytniczych [185].

Menopauzie towarzyszg zaburzenia, takie jak wzrost ci$nienia krwi, zmiana profilu
lipidowego w ustroju, utrata masy tkanki kostnej, zaburzenia pamigci, utrata libido, bezsennos¢,
depresja, czy uderzenia gorgca. Objawy te obnizaja komfort zycia kobiet [187]. Uderzenia
gorgca s najczesciej wystepujaca dolegliwoscia okresu okoto menopauzalnego. Wystepuja u
70-85% kobiet w Europie i Ameryce, natomiast wsrdéd Azjatek mniej niz 20% uskarza si¢ na te
objawy [194]. Stwierdzono, ze fitoestrogeny mogg stanowi¢ skuteczng terapi¢ w zmniejszaniu
uderzen goraca [187]. Badania prospektywne Nagata i wsp. [195] potwierdzily ujemng

korelacje pomiedzy spozyciem produktow sojowych, a wystepowaniem uderzen goragca w
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populacji Japonek w okresie pomenopauzalnym. Murkies i wsp. [196] wykazali 40% obnizenie
czestosci wystgpowania uderzen goraca u kobiet w okresie menopauzy, spozywajacych przez
12 tygodni po 45 g maki sojowej dziennie. W badaniach z udziatem 555 kobiet potwierdzono
skutecznos¢ dziatania standaryzowanego ekstraktu izoflawondow sojowych (52-104 mg/dobg)
w obnizaniu czgstotliwos$ci wystepowania dolegliwosci takich jak uderzenia gorgca i nadmierna

potliwosc¢ [187].

Jedna z gtownych chordb zwigzanych z niskim stezeniem 17-p-estradiolu w osoczu jest
osteoporoza. Osteoporoza charakteryzuje si¢ ubytkiem masy kostnej i dezorganizacja struktury
ko$ci, a czgsto$¢ jej wystgpowania wzrasta z powodu starzenia si¢ spoteczenstwa [187].
Spowodowana jest gldownie obnizeniem dostepnosci wapnia i zwigkszong jego resorpcja z kosci.
Niedobor 17-B-estradiolu pobudza dziatanie osteoklastow 1 hamuje aktywno$¢ osteoblastow
[197]. Obecnie wiadomo, ze izoflawony wplywaja na gospodark¢ wapnia i majg istotne
znaczenie w przeciwdziataniu osteoporozie [ 187]. Kobiety po menopauzie populacji japonskiej
1 chinskiej wykazuja wigksza mineralng gesto$¢ kosci (bone mineral density - BMD) niz
kobiety populacji zachodniej. Podawanie przez 6 mies. genisteiny w dawce 90 mg na dzien
kobietom po menopauzie spowodowato zwigkszenie si¢ gestosci kosci 1 zmniejszylo stezenie

biochemicznych markerow resorpcji kosci [197].

Istnieje wiele doniesien na temat pozytywnego wptywu izoflawonow na uktad sercowo-
naczyniowy [197]. Dieta bogata w soj¢ powoduje obnizenie stezenia triglicerydow i
cholesterolu frakcji LDL w osoczu. Metaanaliza 38 badan wykazata, ze spozywanie 47 g biatka
sojowego dziennie powoduje obnizenie stezenia catkowitego cholesterolu o 9%, cholesterolu
frakcji LDL o 13%, triglicerydéw o 11% [198]. Badania wykazaty, ze genisteina powoduje
znaczacy wzrost aktywnosci srodbtonkowej syntazy tlenku azotu i zwigkszenie syntezy tlenku

azotu, czynnika o dziataniu wazorelaksacyjnym i przeciwplytkowym [187].

Spozywanie izoflawondéw moze wplywaé korzystnie na przebieg cukrzycy typu Il u
kobiet w okresie pomenopauzalnym. Wykazano m.in.,, ze przyjmowanie duzej dawki
izolowanej genisteiny (54 mg/dzien) powoduje zwigkszenie tolerancji glukozy i obnizenie

insulinoopornosci u kobiet po menopauzie [199, 200].

Stwierdzono korzystny wplyw fitoestrogenow na funkcje poznawcze u kobiet po
menopauzie [195]. Stosowanie preparatow izoflawondw poprawia sprawnos$¢ pracy mozgu

kobiet po menopauzie. Duffy i wsp. [201] w badaniu kontrolowanym placebo wykazali
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popraw¢ pamigci, koncentracji i1 zdolnosci do planowania u kobiet po menopauzie,

przyjmujacych izoflawony z soi.

Zwiazek ten jest szeroko badany pod katem mozliwosci zastosowania w leczeniu chordb
neurodegeneracyjnych  [202]. Leczenie choréb neurodegeneracyjnych, schorzen
charakteryzujacych si¢ postepujaca utratg komorek nerwowych, stanowi ogromne wyzwanie
wspotczesne] medycyny. Wystepowanie agregatow biatkowych stanowi przyczyne az 70%
tych schorzen. Wykazano skuteczno$¢ dziatania genisteiny w usuwaniu agregatow biatkowych
tworzonych przez B-amyloid i hiperfosforylowang forme¢ biatka tau, a takze zmutowang
huntingtyne. W zwiazku z powyzszym duze nadziej¢ wigze si¢ z zastosowaniem genisteiny w
terapii choroby Alzheimera, Huntingtona czy innych chorob spowodowanych agregacja biatek
[202].

Genisteina znalazta rowniez zastawanie w leczeniu chorob skory. U pacjentow z

tuszcezyca o nasileniu umiarkowanym do cigzkiego zapobiegata progresji choroby [203].

Zwiazek ten wykazuje réwniez silne wlasciwosci przeciwpasozytnicze. Wyciag z
korzenia bulwiastego rosliny straczkowej Flemingia vestita byt tradycyjnym $rodkiem
stosowanym przeciwko robakom juz wsrdd plemion Khasi w Indiach i1 to wtasnie opisywany

izoflawon w najwigkszej mierze odpowiedzialny byt za t¢ aktywnosé [204].

7.4. Genisteina, a rak piersi

Wiasciwosci  genisteiny, ktoére uzasadniajg mozliwosci zastosowania jej w
chemoprewencji nowotworow, to m.in. wlasciwosci przeciwutleniajace, hamujace angiogenezg,
aktywnos¢ antyproliferacyjna, dzialanie proapoptotyczne, zdolnos¢ do indukcji ré6znicowania,
wplyw na cykl komdrkowy i uczestniczace w nim czasteczki o dzialaniu regulatorowym [186,

188]. Przyktady badan aktywnos$ci biologicznej genisteiny in vitro przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Przyktady badan aktywnosci biologicznej genisteiny in vitro.

Model dawka Wplyw na biomarkery rezultaty Referencje
Zahamowanie cyklu
komorkowego w fazie | podziatu
G2/M, komorek, 205

MCF-7 50-100 M 1 aktywnosci biatka szoku | progresji raka

termicznego
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linwazji

i ) |CDKs, 1 poziomu IkB-a, komorek,
MCF-7 50-200 uM | SRF, RAG-1, DOC?2 lprogresji raka, 206
Tapoptozy
1 aktywnos$ci Ca2+-
zalezych lwzrostu guza,
S0 uM proapoptycznych biatek, Tapoptozy 201
1 aktywnosci kaspazy 12
| zahamowanie tapoptoz
aktywnosci szlaku IGF- l rglilzerag,'i 208
5-100 uM 1R-PI3 K/Akt, li(omérekJ
| poziomu Bcl-2/Bax
. | wzrostu
) |Bcl-21Bax | Cyklina ,
2r200M DI stosunku Bel-2Bax  fOn 209
0’0:1&00 1 stosunku Bax/Bcl-2 Tapoptozy 210
Zahamowanie cyklu tapoptoz
komorkowego w fazie Zahgmlz)wa)r/l,ie
G2/M, |[NF-kB, 211
5-20 uM Leykliny B1 cyklu
yruny komorkowego
Tp21WAF1 (p21),
2,5-400 M p16INK4a (p16) | BMIL, k{;"’rjg‘r);t( 212
c-MYC
Indukcja
. .. apoptozy,
MDA-MB-231 Zahamoanie fosforylacji zahamowanie 213
0,5-15 uM koneksyny cyklu
komorkowego
Zahamowanie cyklu Zahamowanie
komodrkowego w fazie rosmicowania 214
5-20 uM G2/M, Kombrek
lc-Jun, c-Fos,| CDK1
Zahamowanie
. wzrostu
Zahamowanie cyklu .
20-80 uM komorkowego w fazie Zaﬁgﬁg\rl\?;{r;ie 215
G2IM tworzenia guzow
Remodeling Zahamowanie
cytoszkieletu, wzrostu 216
500 nm zahamowanie cyklu komorek, 1
T-47D komorkowego apoptozy
1-100 uM |ERK1/2, p90RSK l Eﬁgﬁi"ﬂ 217
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TTFTI-2, ATF3, DNMT1,

MTCBP-1, zahamowanie ~ Zahamowanie
cyklu komorowego w wzrostu 219
fazie G2/M, | MMP- komorek
2,JMMP-7, CXCI12

HCC1395  1-200 uM

1Bax|Bcl2 | aktywnosci Zahamowanie

SUM1315M02 1-100 uM cykliny D1 oroliferacji 219
Redukcja metylacji wysp ~ Zahamowanie
i CpG, wzrost poziomu wzrostu 220
HCC38 4-10 ppm biatka BRCA1 komorek
Zahamowanie
| aktywnos$ci mir-155, 1 zywotnosci
i ekspresji FOXO03a, p27, komorek, 221
HsS78t 1-50 uM PTEN indukcja
apoptozy
DD-762, Sm- Zaburzenie aktywnosci Zg?gm‘(;\gz?ile 299
MTC 7-274 uM kaspazy 3 Komérek
lkinazy tyrozynowe;j, Zahamowanie
BT474 50 UM laktywacji HER2, podzialu 223
H l$ciezki MAPK komorek
MCEF-10A, Obnizenie ekspresji Zahamowanie
MCF-ANeoT, 1-10 ue/ml rybosomalnej kinazy 6 i ANdio0Enez 224
MCF-T63B HE Kinazy tyrozynowej glog y

Wykazano, ze mechanizm dziatania genisteiny jest ztozony i wielokierunkowy. Na
rycinie 12 przedstawione zostaty gtdéwne cele molekularne oddzialywania genisteiny w raku

piersi [225].
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Geny supresorowe 1
onkogeny

Czynniki wzrostowe

Receptory Biatka apoptyczne
Genisteina

Rycina 12. Cele molekularne dziatania genisteiny w raku piersi [225]

Czynniki
transkrypcyjne

Pomimo bardzo obiecujacych danych dotyczacych zastosowania genisteiny W
warunkach in vitro, wyniki badan przeprowadzonyc in vivo budzg duzy niepokdj. Z jednej
strony wyniki badan epidemiologicznych wskazuja, iz spozywanie nasion soi moze
przyczynia¢ si¢ do rzadszego wystgpowania rakow piersi, okreznicy, gruczotu krokowego,
tarczycy oraz rakow glowy i szyi [186]. Z drugiej jednak strony cz¢$¢ doniesien wskazuje, ze
genisteina moze stymulowac proliferacje komorek szczegdlnie w przypadku nowotworow
hormonozaleznych lub zmniejsza¢ ich wrazliwo$¢ na stosowane obecne leki
przeciwnowotworowe [8]. W zwigzku z powyzszym aktywnos$¢ biologiczna genisteiny jest

wcigz przedmiotem intensywnych badan.

Badania epidemiologiczne w krajach azjatyckich (Singapur, Japonia i Chiny) i w
spoteczno$ci Azjatek mieszkajacych w Ameryce wykazaly odwrotng korelacje¢ pomigdzy
spozyciem izoflawondw, a ryzykiem zachorowania na raka gruczotu sutkowego u kobiet w
okresie przed- i pomenopauzalnym [194]. Kang i wsp. [226] przeprowadzili badania oceny
wptywu spozywania produktéw sojowych na przebieg choroby u pacjentek z rakiem piersi. W
badaniu wzieto udziat 524 kobiet chorych na nowtwor piersi (248 w okresie przedmenopauza
(47%) i 276 w okresie po menopauzie (53%). Srednia zawarto$¢ izoflawonéw w dietach
badanych pacjentek wynosita 25.6 mg/dzien. Badacze wykazali, ze dieta bogata w izoflawony

nie miala wptywu na wskaznik $miertelnosci kobiet w okresie przedmenopauza (31%),
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natomiast w przypadku pacjentek po menopauzie odsetek nawrotow choroby byt statystycznie
istotnie nizszy. Podobne wyniki badan uzyskali Cho i wsp. [227]. Stwierdzili, ze wysokie
spozycie produktéw sojowych (76 g izoflawondw/dzien) powoduje obnizenie ryzyka
zachorowania na raka piersi w przypadku kobiet w okresie po menopauzie (p=0,046). Podobnej
korelacji nie zaobserwowali w przypadku kobiet w okresie przedmenopauzg. Interesujace
wyniki badan otrzymali McMichael-Phillips i wsp. [228]. Przeprowadzili badania z udziatem
48 kobiet, w okresie przedmenopauzg, chorych na nowotwor piersi w stopniu fagodnym 1
ztosliwym. Kobiety zostaty podzielone na dwie grupy. 14 dni przed zabiegiem wycigcia guzow
pierwsza grupa kobiet otrzymata diete wzbogacong w 60 g soi (45 mg izoflawondw), natomiast
druga grupa otrzymata taka samag diet¢ ale pozbawiong suplementacji. Wykazali, ze
krétkotrwata suplementacja diet kobiet soja stymulowata proliferacj¢ komorek raka piersi. Inne
doniesienia roéwniez potwierdzaja, ze genisteina moze stymulowac rozwdj 1 progresj¢ raka
piersi. W badaniu przeprowadzonym przez Shike i wsp. [229], z udzialem 140 kobiet,
wykazano, ze suplementacja produktami sojowymi stymuluje ekspresje (powyzej 2-krotna)
genow, bioracych udzial w procesie proliferacji komorek, tj. FGFR2, E2F5, BUB1, CCNB2,
MYBL2, CDK1, and CDC20 (P <.01). Ju i wsp .[230] stwierdzili, Ze genisteina moze rowniez
stymulowa¢ wzrost guzow hormonozaleznych u 0s6b z niskim poziomem 17p-estradiolu.
Wykazali, ze wzrost guzow u myszy z wszczepionymi komorkami MCF-7 suplementowanych

genisteing byt zalezny od poziomu 173-estradiolu.

Jedng z najbardziej znanych wilasciwosci genisteiny jest jej aktywno$¢ estrogenna.

Fitoestrogeny majg podobng chemiczng strukture do 17p-estradiolu (Rycina 13).

HO

Rycina 13. Wzor strukturalny 17-estradiolu [231].
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Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do 17-B-estradiolu, izoflawony majg zdolnos¢
do wigzania si¢ z receptorem estrogenowym, zaro6wno z jego forma o (ER-a), jak i formg
(ER-B) [232]. Interakcja izoflawonu z receptorem estrogenowym prowadzi do jego aktywacji i
tzw. estrogenowej odpowiedzi. Powinowactwo genisteiny do ER-p jest 20-30-krotnie wyzsze
niz do ER-a i jest porownywalne z powinowactwem 17-f-estradiolu. Z powodu strukturalnego
podobienstwa fitoestrogendw do estrogenow fizjologicznych mozna zatozy¢, ze moga one
promowac kancerogeneze 1 zwigksza¢ ryzyko zachorowania na raka sutka. Estrogeny moga
wywotywac efekt karcinogenny przez mechanizmy zalezne od receptoréw estrogenowych, ale
takze przez genotoksyczne produkty metabolizmu estrogenow [194]. Dziatanie genisteiny w
kontekscie terapii chorob nowotworowych zalezy prawdopodobnie od zastosowania konkretnej

dawki, stanu fizjologicznego badanego organizmu oraz diety.

Biorac pod uwage wyniki dotychczas przeprowadzonych badan w warunkach in vitro i
in vivo oraz niejednoznaczne wyniki dotyczace wplywy genisteiny na rozwdj i przebieg
nowotworu piersi uzasadnione zdaje si¢ by¢ przeprowadzenie dotykowych badan w
szczegolnosci in vivo w celu wyjasnienie dziatania genisteiny i jej formy w postaci nano, ktora

moze wykazywac inne wlasciwos$ci fizyko-chemiczne.

8. Biomarkery

Biomarkerami mogg by¢ geny, biatka, substancje chemiczne, kwasy nukleinowe, lipidy
I inne metabolity oraz cate komorki np. guza, ktore wskazujg na obecnosé¢ stanu chorobowego
lub zaburzen fizjologicznych [233, 234]. Biomarkery odgrywajg istotng rolg w wykrywaniu
raka piersi i ustaleniu postepowania terapeutycznego, moga by¢ wykrywane we Krwi, moczu
badz w wycinkach tkanek pacjenta [235]. Markery nowotworowe w zaleznos$ci od pochodzenia
mozemy podzieli¢ na dwa typy. Pierwsze z nich sg produkowane przez same komorki
nowotworowe (tumor specific antigens), a drugie sg produkowane przez prawidtowe komorki
w wyniku odpowiedzi na proces kancerogenezy (tumor associated antigens) [236]. Do
najwazniejszych biomarkerow, ktore determinuja predyspozycje do wystapienia raka piersi,
naleza geny supresorowe BRCA1 i BRCA2. Mutacje w obrebie gendow BRCA zwigzane sg ze
wzrostem ryzyka zachorowania nawet do 70% w poréwnaniu do populacji bez mutacji [237].
W nowotworach piersi obserwuje si¢ rOwniez mutacje w obrebie innych gendw supresorowych
takich jak: p53, RB, NM23, p16 (INK4A), PTEN [238]. Kancerogeneza moze by¢ indukowana

rowniez mutacjami zachodzgcymi w obrgbie onkogendéw. W nowotworach piersi istnieje kilka
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onkogendw 1 zwigzanych z nimi biatek, ktore traktowane sg jako markery. Do tej grupy
biomarkeréow zaliczamy geny z grupy BCL2, ktore odpowiadaja za zaburzenia procesu
apoptozy [239]. W raku piersi jednym z najistotniejszych wskaznikéw jest ocena poziomu
aktywnosci receptorow estrogenowych (ER) 1 progesteronowych (PR) . Badanie aktywnos$ci
w/w receptoréw ma zardwno charakter prognostyczny, ze wzgledu na fakt, ze koreluje z niskim
wskaznikiem proliferacji komorek i wyzszym poziomem zrdznicowania komorek, jak i
predykcyjny - poniewaz guzy wykazujgce zarowno ER+, jak i PR+ wykazuja wicksza
wrazliwo$¢ na terapi¢ hormonalng [238]. Do istotnych czynnikéw prognostycznych w raku
piersi nalezy status receptora HER2, ktory jest glikoproteing pelnigca funkcje receptora
btonowego, nalezacg do rodziny receptoréw dla naskérkowych czynnikow wzrostu. Warto
podkresli¢, ze podwyzszone st¢zenie protoonkogenu HER2 (neu, C-erbB2) w surowicy krwi
jest zwigzane z niekorzystnym rokowaniem zar6wno we wczesnym, jak i zaawansowanym raku
piersi [240]. Ponadto do biomarkerow, ktore sg zaliczane do czynnikoéw wzrostu nalezg rowniez:
TGF- a, IGF1, VEGF, PDGF i FGF. Podczas procesu kancerogenezy dochodzi do intensywnej
proliferacji. Biatkiem umozliwiajacym ocen¢ tempa proliferacji w tkance nowotworowej jest
biatko Ki-67. Pacjentki, u ktorych w ponad potowie komorek guza stwierdzono ekspresje tego
czynnika, sag w grupie wysokiego ryzyka nawrotu choroby. Dodatkowo wysoka ekspresja tego
czynnika zwigzana jest z gorszymi rokowaniami, ale z lepsza odpowiedzig na chemioterapi¢
[241]. W tabeli 7. przedstawiono wykaz markerow prognostycznych i predykcyjnych

stosowanych w raku piersi [238].

Tabela 7. Markery prognostyczne i predykcyjne w raku piersi [238].

Markery prognostyczne pl\)/litrjl;f(rc);jne
Indeks wzmozonej proliferacji
. Aktywnos¢
: ggj A receptorow
estrogenowych
« MIB1 genowy
Markery nadmiernej ekspresji onkogenow Akt .,
ywnos¢
* CerBZ_ .. receptorow
e Czynnik transformacji wzrostu (TGF-a) progesteronowych

e Receptor czynnika wzrostu naskorka (EGFR)
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Wskaznik zburzen apoptozy
e Podwyzszona ekspresja BCL2
e Podwyzszony wspotczynnik BAX/BCL2

Aktywnos$¢
receptora HER 2/neu

Marker zaburzen sygnalizacji komorkowe;j
e Akumulacja biatka jadrowego p53
e Aberracja w przekazie informacji w procesie roznicowania

Nadekspresja C-Myc i zwigzanych z nim biatek

Brak receptoréw dla markerdéw réznicowania
e C(Czynnika transformujagcego wzrost TGF-B 11 kwasu
retynowego

Zaburzenia biatek angiogenezy
e Nadmierna aktywnos¢ czynnika wzrostu $rodblonka
naczyniowego (VEGF)

Kolejnym dobrze poznanym biomarkerem prognostycznym jest ocena zawartosci CA
15-3 w surowicy. W wielu badaniach wykazano, ze podwyzszone st¢zenie CA 15-3 w surowicy
wigze si¢ z niekorzystnym wynikiem leczenia. Prawdopodobnym powodem, dla ktoérego
wysokie przedoperacyjne stezenie CA 15-3 u chorych na raka piersi prognozuje zte rokowanie,
jest fakt, ze biomarker ten wskazuje na wystgpowanie mikroprzerzutow, przerzutoOw utajonych,
ktore nie sg widoczne klinicznie lub radiologicznie [242]. W przypadku raka piersi istotne jest
réwniez ocenianie podtypu molekularnego nowotworu na podstawie ekspresji gendw, ktore

zostaly opisane w rozdziale 3 (Nowotwory piersi).

Dotychczas badane biomarkery raka piersi rzadko znajduja zastosowania w badaniach
przesiewowych. Ich podstawowym ograniczeniem jest zbyt niskie st¢zenie w ptynach
biologicznych u pacjentow, w przypadku raka niezaawansowanego oraz niska czulo$¢ i
specyficznos¢ we wezesnych stadiach choroby [243]. Markery te zazwyczaj s3 wykrywane w
pozniejszych stadiach rozwoju choroby nowotworowej 1 stuzg do monitorowania choroby
podczas leczenia, jak réwniez po jego zakonczeniu [244]. Z tego tez powodu trwajg
poszukiwania majace na celu identyfikacje markerow, ktore beda wykrywaly chorobe na

wczesnym etapie kancerogenezy [241].

Wsrod nowych biomarkerow, ktory mogg mie¢ zastosowanie w diagnostyce

nowotworow piersi, s3 metaloproteinazy, ktore uczestnicza w procesach tworzenia przerzutéw
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oraz angiogenezie. Do metaloproteinaz o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym nalezy

MMP-9 [245].

Kolejng grupa obiecujacych biomarkeréw sg chemokininy i receptory btonowe.
Wykazano, iz u pacjentow z rakiem piersi z przerzutami do phluc oraz kosci wystepuje

nadekspresja chemokiny CCL2, wydzielanych przez monocyty oraz makrofagi [246, 247].

Coraz wigcej badan naukowych dotyczy analizy metylowych pochodnych DNA i
ekspresji gendw, poniewaz dajg one duze szanse na wykrycie nowotworéw na wczesnym etapie
kancerogenezy. Czasteczki DNA w komodrkach nowotworowych sg uwalniane do krwi w
wyniku apoptozy lub martwicy jako wolne od komoérek DNA nowotworowe (ctDNA), przy
czym stwierdzono, iz proces metylacji DNA u pacjentdow z nowotworami rézni si¢ 0d
fizjologicznego obserwowanego u osob zdrowych. Dlatego tez wykrywanie zmian w profilu
metylacji ctDNA we krwi moze by¢ wykorzystane do wykrywania nowotworéw. W
przeprowadzonych badaniach wykazano, ze badanie profilu metylacji moze odr6znié
pacjentow z rakiem piersi od 0so6b zdrowych, z czuto$cia ponad 83% 1 specyficznoscig ponad

90% [248].

Kolejna nowa jak dotad dobrze nieprzebadang grupa biatek sa biatka blonowe kaweole
CAV1 1 CAV2, ktorych naekspresja jest czesto powigzana z rakami potrdjnie ujemnymi i
wysokim stopniem histologicznym zaawansowania choroby [249]. Jednym ze sposobow
leczenia nowotworow piersi jest stosowanie lekow, ktore oddziatuja na strukture mikrotubul.
Biatko ATIP3 jest zwigzane z mikrotubulami i wptywa na wydtuzenie czasu podziatu komorki
i tym samym hamuje proliferacje. U pacjentéw z inwazyjnym rakiem piersi oraz z przerzutami
wykazano istotnie nizszy poziom 0 75% biatka ATIP3. Bioragc pod uwage powyzsze biatko
ATIP3 nie tylko jest potencjalnym celem terapeutyczny ale rowniez biomarkerem w raku piersi
[250, 251].

Ostatnie doniesienia wykazuja, ze nieprawidtowy metabolizm kwasoéw thuszczowych
jest wysoce skorelowany z rakiem piersi, co daje wskazowki do odkrycia potencjalnych
nowych markeréw raka piersi. Stezenia niektorych kwasow tlhuszczowych wydaja sie by¢ o

wiele wyzsze u pacjentow z nowotworami piersi w poréwnaniu do zdrowej populacji [252].

Z powodu braku niewystarczajaco skutecznej terapii raka piersi konieczne jest
opracowanie nie tylko nowych bezpiecznych i efektywnych lekow, ale tak samo testow
diagnostycznych w celu wykrywania choroby juz na wczesnym etapie, kiedy nie wystepuja

zadne objawy u pacjentow.
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Il. CEL PRACY

Rak piersi jest najczgsciej wystepujacym nowotworem zto§liwym u kobiet 1 gtowng
przyczyng ich zgonéw z powodu nowotworéw. Pomimo ciaggtego postepu w diagnostyce i
leczeniu raka nadal problemem jest zbyt pozne wykrywanie nowotworow, jak rowniez
skutecznos¢ stosowanych terapii, ktore bardzo czgsto wywolujg szereg dziatan niepozadanych.
Przyczyna niepowodzenia leczenia jest rbwniez nabywanie opornosci na leczenie. Poprawa
skuteczno$ci leczenia 1 zminimalizowanie wystepowania efektow ubocznych terapii sa

kluczowe w walce z rakiem piersi.

Duze nadzieje w poszukiwaniu lekow o dzialaniu przeciwnowotworowym poktada si¢
w mozliwosci wykorzystania zwigzkow pochodzenia naturalnego, w tym zwigzkow
polifenolowych. Pomimo licznych doniesien i badan, mechanizmy dziatania tych zwigzkow
nadal nie sg w pelni poznane. Nadal nie wiadomo, w jakich dawkach i kombinacjach nalezy je
podawac, aby osiggna¢ najbardziej pozadane efekty zdrowotne. Z jednej strony liczne
doniesienia (in vitro i in vivo) wykazaty, ze zwigzki pochodzenia naturalnego sa w stanie
hamowa¢ proliferacje komoérek nowotworowych, indukowac¢ apoptoze, zapobiegaé
przerzutom, a z drugiej strony moga mie¢ zupelnie odwrotne dziatanie i stymulowaé proces

nowotworowy i stad istnieje potrzeba prowadzenia badan w tym kierunku.

Ponadto duze oczekiwania wigze si¢ z nanotechnologig - stosowaniem zwigzkow w
postaci nanoczastek, ktore ze wzgledu na swoje niewielkie rozmiary moga wykazywaé inne
wlasciwosci niz ich odpowiedniki w postaci makroczastek. Nalezy zaznaczy¢, ze w
pi$miennictwie brakuje danych dotyczacych zaréwno ich korzystnej aktywnosci

przeciwnowotworowej, jak 1 bezpieczenstwa stosowania.

Celem pracy byta ocena dziatania nano, mikro i makrogenisteiny na rozwoj i1 przebieg

procesu nowotworowego indukowanego 7,12-dimetylobenzoo[a]antracenem u szczurdéw.

Tezy szczegolowe:
Suplementacja genisteing wptywa na rozwoj i przebieg procesu nowotworowego.

Genisteina ma wpltyw na rozwdj i przebieg kancerogenezy, a istotng rolg w tym procesie

ogrywajg procesy epigenetyczne.
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Istotng role¢ w rozwoju i przebiegu procesu nowotworowego indukowanego DMBA u szczuréw

moze odgrywac wplyw genisteiny na zawartos¢ i metabolizm kwasow ttuszczowych.

Istotng role w rozwoju procesu nowotworowego indukowanego DMBA u szczurow

suplementowanych genisteing moze odgrywac stan zapalny.

Dziatanie genisteiny zalezy od wielkosci czgstek (nano, mikro, makro) w jakich genisteina jest

podawana zwierzetom doswiadczalnym.
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III. CZESC DOSWIADCZALNA

1.  Material biologiczny do badan

Materiatem biologicznym do badan byty: mocz, surowica krwi, guzy, narzady (watroby,
$ledziony) pozyskane od samic szczurow szczepu Sprague-Dawley (n=32). Zwierzeta
pochodzity z Centralnego Laboratorium Zwierzat Dos$wiadczalnych Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Warszawskim

Uniwersytecie Medycznym - numer dokumentu - 645/2018.

W trakcie trwania eksperymentu zwierzeta przebywaty w kontrolowanych warunkach
oraz miaty zapewniony staty dostgp do wody i paszy. Byly karmione dietg standardowsg
Labofeed H (Labofeed H, Zurawia 19, 89-240 Kcynia, Polska). Temperatura pomieszczenia
byta utrzymywana w granicy 22°C, zachowany byt 12-godzinny cykl dzien-noc.

Dos$wiadczenie trwato 100 dni. Po 10 dniowym okresie adaptacji do warunkow

eksperymentu zwierzgta zostaty losowo podzielone na 4 grupy:

e GRUPA 1 - grupa kontrolna, zwierzgta pozbawione suplementacji genisteing, ktore, w
celu zachowania warunkéw eksperymentalnych, otrzymywaty za pomoca sondy

dozotadkowej 0,4 ml wody.

e GRUPA 2 - zwierzeta suplementowane makrogenisteing, zawieszong w 0,4 ml wody,

podawang za pomocga sondy dozotadkowej, w dawce 0,2 mg/kg m.c.

e GRUPA 3 - zwierzeta suplementowane mikrogenisteing, W postaci czastek o wielkosci
587483 nm, zawieszong w 0,4 ml wody, podawang za pomocg sondy dozotadkowej w

dawce 0,2 mg/kg m.c.

o GRUPA 4 - zwierzgta suplementowane nanogenisteing, w postaci czastek o wielkosci
92+41 nm, zawieszong w 0,4 ml wody, podawang za pomoca sondy dozotagdkowej w

dawce 0,2 mg/kg m.c.

Nanoczatki i mikroczastki genisteiny przygotowane zostaty przy wspolpracy z Katedra

Chemii Analitycznej i Biomateriatow Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Genisteina
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w formie makro zostala zastosowana w postaci otrzymanej od producenta (genisteina o

czystosci > 98.0%, firmy Tokyo Chemical Industries, Portland, OR, USA).

Procedura otrzymywania nanogenisteiny

Do 400 ml intensywnie mieszanego (7000 obr./min) 2,5% roztworu polialkoholu
winylowego (PVA), dodawano kroplami stezony roztwor genisteiny (1 g) w octanie etylu i
nastgpnie mieszan0 przez 5 minut. Uzyskana roztwor homogenizowano przez 15 min z
wykorzystaniem homogenizatora ultradzwickowego firmy Scientz JY-92 - IIDN 900 Watt
(Staufen, Niemcy) z koncowka tytanowa 6 mm. Zastosowano nastgpujace parametry
homogenizacji: puls - 4,5 s, interwat pulsu - 0,5 S, moc - 75%. Nast¢gpnie mieszaning powoli
mieszano (900 obr./min) ogrzewajac do temperatury 40°C. Homogenizacj¢ powtarzano co 24
godziny, az do calkowitego usunigcia octanu etylu. Uzyskang mieszaning rozcienczono 3
krotnie woda destylowang i odwirowano (15 min, 4500 obr./min). Otrzymane nanoczastki
wielokrotnie przemywano woda destylowana, odwirowywano az do usunig¢cia nadmiaru PVA
i suszono w temperaturze pokojowej pod proznig przez 24 godziny. W wyniku zastosowania

powyzszej procedury otrzymano 1 g genisteiny w formie nanoczastek.

Procedura otrzymywania mikrogenisteiny

Forma mikronizowana genisteiny zostala przygotowana poprzez zmielenie
makrogenisteiny w mtynie kriogenicznym SPEX Sample Prep 6770 Freezer/Mill (Retsch
Polska Verder Polska Sp. z 0o, Katowice, Polska). Zastosowano nastepujgce warunki procesu:
chtodziwo: ciekly azot, czas wstepnego schtadzania: 1 min, czas mikronizowania: 2 min , czas

chtodzenia: 1 min, tempo: 900 obr./min.

W celu zbadania $redniej wielko$ci czastek genisteiny oraz ich potencjatu zeta
zastosowano metode dynamicznego rozpraszania $wiatla (DLS). Do badan wykorzystano
analizator Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Westborough, MA, USA) wyposazony w
laser o dtugosci fali 633 nm i kacie rozpraszania 173° w 25°C. Do badan czastki zawieszono w
wodzie destylowanej (pomiar potencjalu Zeta) lub w wodnym roztworze gliceryny (pomiar

wielkosci). Uzyskane wyniki badan przedstawiono w tabeli 8 oraz na rycinach 14 i 15.
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Tabela 8. Wyniki badan wielkoSci i potencjatu zeta czastek nano i mikrogenisteiny.

Rozmiar Z-$rednia Potencjal .
DLS parametry (d.nm)? (dnm)  zeta® [mV] b
Genisteina w formie nano 92 +£41 158 -17.2+£5.5 1,000
Genisteina w formie mikro 587 + 83 1467 -30.2+6.0 0,873

2-rozmiar + warto$¢ odchylenia standardowego; - potencjat zeta = warto$¢ odchylenia standardowego

; ¢ rozproszenie.

Rozktad wielkosci wedtug intensywno$ci

Natezenie (w procentach)
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0
0.1 1 10 . 1 1000 10000
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Rycina 14. Rozktad wielkos$ci nanoczastek genisteiny.
Rozktad wielkosci wedtug intensywnos$ci
41)

=
g
§ 30
2
&,
B 20
2
S
E" 10
<
Z

0

0.1 1 10 100 1000 10000

Rozmiar (d.nm)

Rycina 15. Rozktad wielkosci mikroczastek genisteiny.
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Zastosowang dawke genisteiny ustalono na podstawie wartosci jej sredniego dziennego
spozycia z dietg przez ludzi z ekstrapolacja na mase ciata szczuréw [253]. Szczury byly

suplementowane od 40 dnia zycia do 20 tygodnia zycia.

W celu wywolania nowotworu sutka (gruczolakoraka, adenocarcinoma), szczurom
dwukrotnie podano sondg dozotadkowa 7,12-dimetylobenzo[a]antracen (DMBA) (firmy
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) rozpuszczony w oleju rzepakowym. Pierwsza dawka - 80
mg/kg masy ciala - zostala podana w 60 dniu zycia zwierzat, a nastepna - 40 mg/kg masy ciata

- w 90 dniu zycia zwierzat.

Schemat doswiadczenia oceny wptywu suplementacji nano, mikro, makrogenisteing na

rozw0j 1 przebieg procesu nowotworowego indukowanego DMBA u szczurdéw przedstawiono

na rycinie 16.
DMBA Dekapitacja
40 dzien 60 dzien 90 dzien 140 dzien
(6 tydzien) (9 tydzien) (13 tydzien) 20 tydzien

Co 1 ,

Suplementacja genisteing

Adaptacja

Rycina 16. Schemat przebiegu badania z udziatem zwierzat.

Materiatem biologicznym do badan byty: mocz, surowica krwi, guzy, narzady (watroby,
$ledziony) samic szczurow Szczepu Sprage-Dawley. W celu pobrania moczu zwierzeta
umieszczano indywidualnie w klatkach metabolicznych na 24 godziny. Surowic¢ uzyskano ze
$wiezej krwi (pobieranej podczas uSmiercania zwierzat) przez odwirowanie w wirowce przy
3000 obr./min w temperaturze 4°C. Materiat biologiczny przechowywano do czasu wykonania

wlasciwych analiz w lodéwce niskotemperaturowej w temperaturze -70°C.
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2. Ocena procesu tworzenia i wzrostu guzow

Ocena przebiegu procesu tworzenia i wzrostu guzow nowotworowych byla
wykonywana na podstawie badania palpacyjnego zwierzat. Badanie palpacyjne szczurow
wykonywano raz w tygodniu i na podstawie tej dokonano oceny czasu, w ktorym pojawity si¢
pierwsze guzy w grupie oraz czestosci wystepowania guzow w grupie, liczby guzow u jednego

szczura oraz masy guzow.

3. Ocena histopatologiczna materialu biologicznego

Badanie histopatologiczne guzéw nowotworowych wykonane zostalo przy wspotpracy
z Katedrg Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej Instytutu Medycyny Weterynaryjnej Szkoty
Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Material do badan (guzy nowotworowe)
umieszczono w 10% buforowanym roztworze formaliny, nast¢pnie poddano procesowi
dehydratacji, zatopiono w parafinie i pocieto na skrawki o grubosci 4 pm. Fragmenty tkanek
barwiono hematoksyling i eozyng, a nastgpnie oceniano przy uzyciu mikroskopu typu BX43
Olympus (Olympus Europa SE & Co., Hamburg, Niemcy). Dokonano réwniez oceny liczby

mitoz w obszarze pola widzenia mikroskopu (przy 40-krotnym powiekszeniu obiektywu).

4.  Ocena zawartosci metylowanych pochodnych nukleozydow

(zasad) w moczu szczurow

W celu oznaczenia zawartosci 1-metyloadeniny, 3-metyloadeniny, 7-metyloguaniny, 1-
metyloguaniny, 1-metyloadenozyny, 7-metyloguanozyny, O-metyloguanozyny oraz NG6-
metylo-2'-deoksyguanozyny w moczu szczuréOw wykorzystano metode wysokosprawnej
chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrig mas (LC-MS/MS). Badania prowadzone
byly przy wspolpracy z Zaktadem Bioanalizy 1 Analizy Lekow Wydziatu Farmaceutycznego
WUM. Materiatem do badan byly probki moczu pochodzace z 9, 11, 17 1 20 tygodnia Zycia
zwierzat, tj z okresu przed podaniem czynnika kancerogennego (9 tydzien), tuz po podaniu
DMBA (11 tydzien), z okresu pojawienia si¢ w grupach pierwszych palpacyjnie wyczuwalnych
guzow (17 tydzien) oraz na zakonczenie eksperymentu, gdy guzy byly w petni uformowane (20
tydzien) (Rycina 17).
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mikrogenisteing ﬁ g ﬁ g
(587483 d.nm)
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nanogenisteing
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Rycina 17 . Schemat procedury do§wiadczalnej pobierania probek moczu.

Badania wykonano zgodnie z procedurg przedstawiong w pracy Rockowskiej 1 wsp.
[254] . Do 0,1 ml probki moczu dodawano standard wewnetrzny - 0,1 ml tubercidinu (1 pg/ml)
oraz 0,6 ml acetonitrylu. Probki worteksowano przez 3 min, a nastepnie odwirowano przez 5
min (9449 obr./min0. Zmodyfikowane nukleozydy i zasady oznaczano za pomocg metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrig mas z zastosowaniem
trybu monitorowania reakcji nastgpczych (MRM) aparatem firmy Agilent 1260 Infinity
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) w polaczeniu z QTRAP 4000 (AB Sciex,
Framingham, MA, USA). Przej$cia MRM, potencjal deklasteryzacji (DP) i energia zderzenia
(CE) dla poszczegdlnych zwiazkow O-metyloguanozyny, 1-metyloadenozyny, 7-
metyloguanozyny, 7-metyloguaniny, 3-metyloadeniny, 1-metyloguaniny i N6-metylo-2’-
deoksyadenozyny wynosity odpowiednio: (m/z) 298>152 (DP=51 V, CE=17 V), 282>55
(DP=66 V, CE=87 V), 298>166 (DP=71 V, CE=19 V), 166 >79 (DP=96 V, CE=43 V),
150>123 (DP=86 V, CE=31 V), 166>135 (DP=81V, CE=31 V) i 266>150 (DP=61 V, CE=23
V).

Do badan zastosowano kolumng¢ chromatograficzng typu SeQuant® ZIC®-HILIC
(50%x2,1 mm, 5 um, Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy). Temperatura kolumny wynosita 25°C.
Szybkos¢ przeptywu ustalono na 0,5 ml/min. Rozdziat chromatograficzny prowadzono stosujac
nastepujacy sktad fazy ruchomej: eluent A: 20 mM octan amonu; eluent B: 0,2% kwas
mrowkowy w acetonitrylu. Gradient (%B): 0 min, 95%; 1 min, 95%; 7 min, 50%; 8 min, 50%.
Objetos¢ nastrzyku wynosita 5 ul. W celu identyfikacji poszczeg6lnych metylopochodnych w

probkach moczu wykorzystano roztwory wzorcowe poszczegdlnych zwigzkow.
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Zawarto$¢ zmodyfikowanych nukleozydow i zasad w moczu szczuréw standaryzowano

poprzez przeliczenie na zawarto$¢ kreatyniny.

5.  Oznaczenie stezenia kreatyniny w moczu szczurow

Zawarto$¢ kreatyniny w probkach moczu oznaczono z wykorzystaniem testu kreatynina
end point firmy Hydrex (Warszawa, Polska). Zasada dziatania testu opiera si¢ na reakcji
Jeffe’go - tworzenia barwnego (pomaranczowo-czerwonego) kompleksu Kreatyniny z

pikrynianem sodu.

Stezenie kreatyniny w moczu oznaczono zgodnie z procedurg opracowang przez
producenta testu, metoda kolorymetryczng, przy dilugosci fali 492 nm, z zastosowaniem
spektrofotometru firmy Helios Gamma (firmy Thermo Spectronic, Wielka Brytania). Natezenie
barwy probki i tym samym absorbancja byly wprost proporcjonalne do stezenia kreatyniny w

materiale biologicznym.

6. Oznaczanie zawartosci kwasoéw thuszczowych w surowicy

Krwi szczurow

Do oznaczenia zawartosci kwaséw tluszczowych w surowicy krwi szczurow
wykorzystano metod¢ chromatografii gazowej z detektorem spektrometrii mas czasu przelotu
(GCTOFMS). Badania wykonano w oparciu o metodyke przestawiong w pracy Stawarska i
wsp. [255].

Do 200 pl surowicy krwi dodawano 1 ml 0,5 M NaOH w metanolu, 25 ul wzorca
wewnetrznego (kwasu nonadekanowego (C19:0) w toluenie, 1 mg/ml) i ogrzewano w
temperaturze 80°C przez 15 minut. Nastepnie dodawano 1 ml roztworu trifluorku boru (BF3)
w metanolu (14% w/v) i ponownie ogrzewano w 80°C przez 15 minut. Kolejnym etapem byto
przeprowadzenie ekstrakcji estrow metylowych kwasow tluszczowych (FAME) przez dodanie
2. ml nasyconego roztworu NaCl w wodzie, 1 ml heksanu i wytrzasanie. Po rozdzieleniu faz
warstwe organiczng przenoszono do naczynka o pojemno$ci 2 ml, a nastepnie podawano na

kolumng chromatograficzng.
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Do badan wykorzystano chromatograf gazowy ze spektrometrig mas czasu przelotu
typu Pegasus® BT (firmy LECO Corporation, St. Joseph, MI, USA). Rozdzialu dokonano
stosujac kolumne chromatograficzng typu: TR-FAME 120 m/0,25 mm ID/grubo$¢ warstwy
0,25 pum (firmy Thermo Fisher Scientific Inc., Goteborg, Szwecja). Jako gaz nosny
zastosowano hel ze statym przeptywem 1 ml/min. Objetos¢ nastrzyku wynosita 1 pl, w trybie
bez podzialu strumienia (splitless). Rozdziat chromatograficzny prowadzono w programie
temperaturowym: 110°C (16 min); 6°C/min do 190°C; 1°C/min do 210°C; 0,4°C/min do
220°C, 220°C (10 min). Temperatura zroédta jonéw wynosita 250°C, a energia 70eV. W celu
identyfikacji poszczegélnych kwasoéw tluszczowych obecnych w probkach wykorzystano
material wzorcowy: standard FAME (Supelco 37 Component FAME Mix, firmy Sigma, St.
Louis, MO, USA).

7.  Oszacowanie aktywnosci A5-desaturazy oraz A6-desaturaz

w surowicy krwi szczurow

Indeksy aktywnos$ci poszczego6lnych desaturaz obliczono, jako stosunek produktu do
substratu, w oparciu o zawarto$¢ poszczegolnych kwasow thuszczowych w surowicy krwi
szczurdw, na podstawie zalezno$ci przedstawionych w pracy Stawarska i wsp. [256] oraz Muto
I wsp. [257]. Wartos$¢ wskaznika A6-desaturazy (D6D) stanowil stosunek st¢zenia kwasu y-
linolenowego (C18:3, n-6) do stezenia kwasu linolowego (C18:2, n-6). Warto$¢ wskaznika A5-
desaturazy (D5D) obliczona zostata na podstawie stezenia kwasu arachidonowego (AA, C20:4,
n-6) w stosunku do st¢zenia kwasu dihomo-y-linolenowego (DGLA, C20:3, n-6).

DED — C20:4
"~ (C20:3
DED — C18:3
T (C18:2

D5D: wartos¢ wskaznika AS-desaturazy; C20:4: (C20:4 n-6), kwas arachidonowy (AA); C20:3: (C20:3
n-6), kwas dihomo-y-linolenowy (DGLA); D6D: wartos¢ wskaznika A6-desaturazy; C18:3: (C18:3 n-
6), kwas y-linolenowy (GLA); C18:2: (C18:2 n-6), kwas linolowy (LA).
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8. Oszacowanie wskaznikow aterogennosci i trombogennosci

surowicy krwi szczurow

Oceny wptywu suplementacji zwierzat genisteing na wartosci indeksu aterogennego
(Al), indeksu trombogennego (TI) oraz stosunek kwasoéw hipocholesterolemicznych do
hipercholesterolemicznych (h/H) surowicy krwi szczur6w dokonano w oparciu o zawarto$¢
poszczegdlnych kwasow tluszczowych na podstawie zalezno$ci przedstawionych w pracy

Paszczyk i wsp. [257].

Warto$¢ indeksu aterogennego (AI) obliczono z wykorzystaniem nastgpujacej

proporcji:

B C12:0 + (4 %+ C14:0) + C16:0
" YMUFA + Xn—6PUFA + ¥n— 3PUFA

Al

Al, warto$¢ indeksu aterogennego; C12:0: kwas laurynowy; C14:0: kwas mirystynowy; C16:0: kwas
palmitynowy; Z: suma; MUFA: jednonienasycone kwasy tluszczowe; n-6 PUFA: wielonienasycone
kwasy tluszczowe z wigzaniem podwoéjnych w pozycji 6 tancucha weglowego; n-3 PUFA:
wielonienasycone kwasy ttuszczowe z wigzaniem podwoéjnych w pozycji 3 tancucha weglowego.

Warto$¢ indeksu trombogenny (TT) obliczono z wykorzystaniem nastepujacej

zalezno$ci:

C14:0 + C16:0 + C18:0 X n — 3PUFA

TI =
(0.5 x XMUFA) + (0.5 x ¥n—6PUFA) + (3 X Xn— 3PUFA) * X n — 6PUFA

TI: wartos$¢ indeksu trombogennego; C14:0: kwas mirystynowy; C16:0: kwas palmitynowy; C18:0: k
was stearynowy; X: suma; MUFA: jednonienasycone kwasy tlhuszczowe; n-6 PUFA: wielonienasycone
kwasy tluszczowe z wigzaniem podwodjnych w pozycji 6 tancucha weglowego; n-3 PUFA!
wielonienasycone kwasy ttuszczowe z wigzaniem podwdjnych w pozycji 3 tancucha weglowego.
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Stosunek kwasow hipocholesterolemicznych do hipercholesterolemicznych (h/H)

obliczono z wykorzystaniem réwnania podanego przez Fernandeza i wsp. [258]

L H_C18:1 + C18:2 + C18:3 + C20:3 + C20:4 + C20:5 + C22:6
/H = C14:0 + C16:0

h/H: stosunek kwas6éw hipocholesterolemicznych do hipercholesterolemicznych; C18:1: (C18:1 n-9)
kwas oleinowy; C18:2: (C18:2 n-6) kwas linolowy; C18:3: (C18:3 n-3) kwas a-linolenowy (ALA);
C20:3: (C20:3 n-6), kwas dihomo-y-linolenowy (DGLA); C20:4: (C20:4 n-6), kwas arachidonowy
(AA); C20:5: (C20:5 n-3), kwas eikozapentaenow; C22:6: (C22:6 n-3), kwas dokozaheksaenowy;

C14:0: kwas mirystynowy; C16:0: kwas palmitynowy.

9. Oznaczenie zawartosci kwasow: 5-, 12- 1 15-HETE, 12-HEPE

| HODE w surowicy krwi szczuréw

Zawarto$¢ kwasow 5-, 12- i 15-hydroksyeikozatetraenowych (5-, 12- i 15-HETE),
kwasu 12-hydroksyeikozapentaenowego oraz kwaséw hydroksyoktadekadienowych (HODE)
w surowicy krwi szczurdw suplementowanych nano, mikro i makrogenisteing 0znaczono z
wykorzystaniem metody wysokosprawne] chromatografii cieczowej z detekcja UV

(HPLC/UV) w oparciu o metodyke opracowang przez Frohberga i wsp. [259].

W celu ekstrakcji kwasow 5,12,15-HETE, 12-HEPE oraz HODE wykorzystano
kolumienki Bakerbond C18 500 mg/ 3 ml (firmy SPE, J.T. Baker, Holandia). Ztoze kolumienek
wstepnie kondycjonowano metanolem, a nastgpnie wodg po 10 ml na kazdg kolumienke. Do
probki surowicy (0,4 ml) dodawano 0,5 ml 10% metanolu, a nast¢pnie naniesiono na
kolumienkg¢. Po przemyciu 2. ml wody i 2. ml 10% metanolu badane zwigzki wymywano
czystym metanolem (100%) (3 x 0,5 ml). Probki odparowano do sucha pod strumieniem azotu
w temperaturze 37°C 1 rozpuszczano w 100 pl etanolu. Przed podaniem na kolumng
chromatograficzng kazda probke oczyszczano stosujac filtr o wielkosci poréw 0,22 um
(Ultrafree- MC, Durapore PVDF, 0,22 um, firmy Millipore, USA) . Zawarto$¢ metabolitow
kwasow tluszczowych oznaczono z wykorzystaniem chromatografu cieczowego z pompa typu
LC-20AD, detektorem UV/VIS SPD-10AV i piecem CT0-10AS (firmy Shimadzu, USA).
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Badane zwiazki rozdzielono na kolumnie chromatograficznej typu C18 Kinetex o
parametrach 2,6 um, 100 mm x 4,6 mm (firmy Phenomenex, USA). Analiz¢ przeprowadzono
stosujgc nastepujgce uktady faz: A - metanol : kwas octowy (100:0,01) i B: 0,01% kwas octowy.
Sktad fazy ruchomej zmieniat si¢ w czasie w nastepujacy sposob: A:B - 70:30 - 11 min; 73:27
- 18 min; 90:10 - 25 min, 70:30 - 5 min. Szybko$¢ przeptywu wynosita 0,8 ml/min, a
temperatura kolumny 35°C. Na kolumne¢ chromatograficzng nanoszono 4 pl probki. Zawartos¢
metabolitow kwasow ttuszczowych oznaczano przy dlugosci fali 235 nm. Analiz¢ badanych
zwiagzkow przeprowadzono w oparciu 0 roztwory wzorcowe: HODE, 12-HEPE, 5-, 12-, 15-
HETE (firmy Cayman Chemicals, USA).

10. Oznaczanie zawartoSci interleukiny 1, interleukiny 6 oraz

metaloproteinazy 9 w surowicy krwi szczurow

Zawartos¢ interleukiny 1 (11-1), interleukiny 6 (IL-6) oraz metaloproteinazy 9 (MMP-
9) w surowicy krwi szczurow suplementowanych nano, mikro, makrogenisteing 0zZnaczono z
wykorzystaniem metody immunoenzymatycznej (ELISA, ang. enzyme-linked immunosorbent
assay). Do badan zastosowano komercyjnie dostepne testy: Rat Interleukin - 6 (IL-6) ELISA
Kit (numer katalogowy: orb219833); Rat Interleukin - 1 (IL-6) ELISA kit (numer katalogowy:
219820); firmy Biorbyt (Biorbyt® Ltd., 5, Orwell Furlong, Cowley Road, Cambridge,
Cambridgeshire, CB4 OWY, Wielka Brytania) oraz Rat matrix metalloproteinase - 9 ELISA Kit
(numer katalogowy: E0553r) firmy Wuhan Eiaab Science Co LTD (Wuhan Eiaab Science Co
LTD Beneficiary, A1710 Guangguguoji, East Lake Hi-Tech Development
Zone, Wuhan 430079, China). Podczas wykonywania testow zastosowano procedury

badawcze zgodne z instrukcjami producentow.

Do oznaczania 11-6, I-I1 oraz MMP9 wykorzystano spektrofotometr firmy Bio-Tek
Instruments (JNC, Highland Park, Box 998, Winooski UT 05,404 - 0998, USA).

11. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow badan

Analizy statystyczne przeprowadzono za pomoca pakietu statystycznego PQStat wersja

1.8.2.212.



Wyniki badan poréwnywano z zastosowaniem analizy wariancji (ANOVA) oraz testu
post-hoc testem Tukeya. Za istotne uznano prawdopodobienstwo testowe na poziomie p<0,05,

a za wysoce istotne przyjeto prawdopodobienstwo testowe na poziomie p<0,01.
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V. WYNIKI

1.  Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na rozwdéji przebieg

procesu nowotworowego indukowanego DMBA u szczuréw

Zebrane dane oceny wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na wybrane parametry
$wiadczace o rozwoju i przebiegu procesu nowotworowego indukowanego DMBA u szczuréw
przedstawiono w tabelach 9 i 10. Wyniki badania histopatologicznego guzéw nowotworowych

przedstawiono na rycinie 18.

Tabela 9. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na rozwdj i przebieg procesu NOwotworowego

indukowanego DMBA u szczurow.

Grupa
Badany parametr Standard Makro Mikro Nano
Czas w ktorym
pojawity sie
pierwsze guzy 16 tydzien 17 tydzien 17 tydzien 14 tydzien
Liczba guzow u 2.9 16 0-3 9.5
jednego osobnika*
Czestose
wystgpowania 100% (8/8) 100% (8/8) 88% (7/8) 100% (8/8)
guzow w grupie
(%)*
Masa guzéw (g) 0,93+1,34 1,27+1,52 1,99+1,75 1,59+2,64

Srednia + SD* (0,10-7,80)*  (0,14-6,39)*  (0,11-6,11)" (0,06-9,50)°
Wynik badania  Rak gruczotowy Rak gruczotowy Rak gruczotowy Rak gruczotowy

histopatologicznego 2. stopnia 2. stopnia 3. stopnia 3. stopnia
Srednia liczba mitoz
w obszarze pola 1,79+1,252 4,46+2,38" 7,33+1,57¢ 5,82+1,57
widzenia**

Dane wyrazone sg jako warto$¢ érednia + odchylenie standardowe (SD). Standard: zwierzeta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteina; a,b,c : grupy jednorodne. Grupy jednorodne - taka sama litera przy
dwoch srednich oznacza brak istotnej réznicy miedzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch porownywanych
$rednich zadna litera si¢ nie powtarza to $rednie te roznig si¢ istotnie (p<0,05). *20 tydzien zycia
zwierzat; **liczba mitoz byta obliczona w preparatach losowo wybranych guzéw z 15. pol widzenia
przy 40xpowiekszeniu obiektywu.
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Tabela 10. Zapadalnos¢ na nowotwory (%) w poszczegdlnych grupach szczurow w zaleznosci

od czasu badania - wyniki badania palpacyjnego.

Zapadalnos¢ (%)

Suplementacja Tydzien Tydzien Tydzien Tydzien Tydzien Tydzien Tydzien

14 15 16 17 18 19 20

Standard 0/8 0/8 2/8 5/8 6/8 7/8 8/8
(25%)  (63%)  (75%)  (88%)  (100%)

Makro 0/8 0/8 0/8 5/8 6/8 8/8 8/8
(63%)  (75%)  (100%)  (100%)

Mikro 0/8 0/8 0/8 1/8 3/8 4/8 718
(13%)  (38%)  (50%) (88 %)

\ 1/8 1/8 1/8 2/8 4/8 6/8 8/8

ano

(13%)  (13%)  (13%) (25%) (50%)  (75%)  (100%)

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardowg (bez suplementacji); Makro: zwierzeta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzgta suplementowane nanogenisteing.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zapadalno$¢ na nowotwory
wynosita 100% we wszystkich grupach badawczych za wyjatkiem zwierzat suplementowanych
mikrogenisteing (88%) (Tabela 9, Tabela 10). Pierwsze palpacyjnie wyczuwalne guzy pojawilty
si¢ w grupie zwierzat suplementowanych nanogenisteing juz w 14 tygodniu Zycia zwierzat
(Tabela 9, Tabela 10). W przypadku zwierzat pozbawionych suplementacji pierwsze guzy w
grupie pojawily si¢ w 16 tygodniu (2 tygodnie pdzniej w odniesieniu do zwierzat
suplementowanych nanogenisteing), a w przypadku zwierzat suplementowanych mikro i
makrogenisteing w 17 tygodniu (3 tygodnie poOzniej w odniesieniu do zwierzat
suplementowanych nanogenisteing). Liczba guzoéw (oceniana w 20 tygodniu, po usmierceniu
zwierzat) przypadajaca na jednego osobnika byta zroznicowana w zaleznos$ci od stosowane]
suplementacji i wynosita odpowiednio: w przypadku zwierzat suplementowanych genisteing w
postaci mikro: 0-3; nano: 2-5; makro: 1-6, a w przypadku grupy kontrolnej: 2-9 (Tabela 9). Co
cickawe masa guzoéw byta istotnie statystycznie wyzsza w przypadku szczuréw
suplementowanych mikrogenisteing (warto$¢ srednia = SD: 1,99+1,75; przedziat: 0,11-6,11)
oraz nanogenisteing (warto$¢ $rednia + SD: 1,59+2,64; przedziat: 0,06-9,50), w odniesieniu do
zwierzat pozbawionych suplementacji (warto$¢ Srednia = SD: 0.93+1.34; przedziat: 0,10-7,80)
(Tabela 9).
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(A) (B)

(©) (D)

Rycina 18. Wyniki analizy histopatologicznej guzéw indukowanych DMBA u szczurow.

A: zwierzeta otrzymujace wylacznie dietg standardowa - bez suplementacji; B: zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; C: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; D: zwierzgta
suplementowane makrogenisteing; czerwone strzatki - mitoza; czarne strzatki - komoérki rakowe
tworzace pecherzyki.

W badaniu histopatologicznym wykazano, iz wszystkie badane guzy miaty cechy raka
piersi - adenocarcinoma. U zwierzat otrzymujacych wytacznie diete standardowsg (pozbawiong
suplementacji) oraz u zwierzat suplementowanych makrogenisteing stwierdzono gruczolaka Il
stopnia (Tabela 9, Rycina 18). W probkach guzow pozyskanych od zwierzat
suplementowanych mikrogenisteing oraz nanogenisteing obraz badania histopatologicznego
wskazywat na Ill stopien ztosliwosci. W grupach zwierzat, ktore suplementowane byty
genisteing Wykazano wzrost intensywnosci proliferacji komorek nowotworowych, 0 czym

$wiadczy liczba mitoz w polu widzenia mikroskopu (przy 40-krotnym powigkszeniu
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obiektywu), w odniesieniu do zwierzat pozbawionych suplementacji. Srednia liczba mitoz w
przypadku zwierzat suplementowanych genisteing byla statystycznie istotnie wyzsza w
poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (warto$¢ $rednia + SD: 1,79+1,25) i wynosita
odpowiednio: warto$¢ srednia £ SD: 7,33+1,57 (mikrogenisteina), warto$¢ srednia = SD:

5,82+1,57 (nanogenisteina), 4,46+2,38 (makrogenisteina) (Tabela 9).

2.  Wplyw suplementacji nano, mikro i makrogenisteing na

mase ciala badanych zwierzat i mase ich narzadow

Dane dotyczace kinetyki zmian (7 - 20 tydzien zycia zwierzat) masy ciata (g) zwierzat
traktowanych DMBA i suplementowanych genisteing w formach makro, mikro i nano oraz

zwierzat pozbawionych suplementacji przedstawiono na rycinie 19.
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Rycina 19. Kinetyka zmian (7-20 tydzien) masy ciata (g) zwierzat doswiadczalnych.
g: gramy

Wyniki analizy statystycznej przyrostu masy ciata szczuréw (7-20 tydzien zycia

szczurdw) w zalezno$ci od stosowanej suplementacji przedstawiono w tabeli 11 i na rycinie 19.
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Tabela 11. Analiza statystyczna wynikow badan przyrostu masy szczurow (7-20 tydzien zycia

szczurdow) (g) w zaleznosci od stosowanej suplementacji.

Grupa

Standard Makro Mikro Nano P-value

Przyrost masy szezurow (g) ~ 99.00410,94 99,12+8,82 107,4048,54 9650+854  na.

Dane przedstawiono jako wartoéci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane  mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; ¢: gramy; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotnosc¢
statystyczna); n.s., roznice nieistotne statystycznie (o = 0,05).
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Rycina 20. Wptyw suplementacji genisteing w postaci makro, mikro i nano na przyrost masy
szczurdow () traktowanych w celu wywotania nowotworu sutka DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diet¢ standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; g: gramy.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan nie wykazano istotnie statystycznych rdznic
w przyroscie masy ciata zwierzat (g) w okresie 13 tygodni (od 7 do 20 tygodnia zycia szczurow)

w zaleznosci od stosowanej suplementacji (Tabela 11, Rycina 20).
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Wyniki badan analizy statystycznej masy narzadow (g): watroby i $ledziony zwierzat
suplementowanych nano, mikro i makrogenisteing w odniesieniu do zwierzat pozbawionych
suplementacji przedstawiono w tabelach 12, 13 i na rycinach 21 i 22. Material do badan

uzyskano w 20 tygodniu zycia zwierzat podczas ich dekapitacji.

Tabela 12. Analiza statystyczna wynikow badan masy watrob (g) zwierzat doswiadczalnych w

zaleznos$ci od stosowanej suplementaciji.

Grupa

Standard Makro Mikro Nano P-value

Masa thr(')b SZCZUrow (g) 6,682|:0,81 7,662|:0,75 7,34Z|:0,61 7,2610,71 n.s.

Dane przedstawiono jako wartoéci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; @: gramy; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotnos¢
statystyczna); n.s., roznice nieistotne statystycznie (o = 0,05).
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Rycina 21. Wptyw suplementacji genisteing w postaci makro, mikro i nano na masy watrob
szczurdow () traktowanych w celu wywotania nowotworu sutka DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diet¢ standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta

suplementowane nanogenisteing; g: gramy.
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Tabela 13. Analiza statystyczna wynikow badan masy $ledzion (g) zwierzat doswiadczalnych

w zaleznosci od stosowanej suplementacji.

Grupa

Standard Makro Mikro Nano P-value

Masa §ledzion szezurow (g) ~ 059:0,13  0,790,26  0,67+0,18  0,75:0,30  ns.

Dane przedstawiono jako wartoéci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane  mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; ¢: gramy; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotnos¢
statystyczna); n.s., roznice nieistotne statystycznie (o= 0,05).
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Rycina 22. Wptyw suplementacji genisteing w postaci makro, mikro i nano na masy $ledzion

szczurdw () traktowanych w celu wywotania nowotworu sutka DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylgcznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; g: gramy.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze masy $ledzion i watrob szczurow
suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing byly wyzsze w odniesieniu do zwierzat

otrzymujacych wylacznie diet¢ standardowa (pozbawionych suplementacji), jednakze ze
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wzgledu na wysokie wartosci odchylenia standardowego nie byly to wartosci istotne

statystycznie (Tabela 12, Tabela 13, Rycina 21, Rycina 22).

3. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
zawartosci pochodnych nukleozydow/zasad w moczu

SZCZUrow

Dokonano oceny wplywu suplementacji genisteing w postaci nano, mikro i makro na
kinetyke zmian zawarto$ci modyfikowanych metylowychpochodnych: O-metyloguanozyny, 3-
metyloadeniny, 1-metyloguaniny, 1-metyloadenozyny, 7-metyloguaniny, 7-metyloguanozyny,
8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny, NG6-metylo-2’-deoksyguanozyny w moczu szczuréw
indukowanych w celu wywotania nowotworu sutka 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem. Probki
moczu pochodzity z okresu przed podaniem czynnika kancerogennego (9 tydzien), tuz po
podaniu DMBA (11 tydzien), z okresu tworzenia si¢ pierwszych wyczuwalnych guzéw (17

tydzien) i zakonczenia eksperymentu (20 tydzien).

Wyniki badan analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke
zmian (9, 11, 17, 20 tydzien zycia szczura) zawartosci O-metyloguanozyny (ng/mg
kreatyniny) w moczu szczuréw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 14 i na rycinie
23.

Tabela 14. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci O-metyloguanozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

. . . Blad
Tydzien  Grupa Srednia Odchylenie standardowy Jednorodne
arytmetyczna  standardowe , . grupy
sredniej

Standard 78,89 47,96 15,99 a

Makro 177,35 88,68 33,52 abede
09

Mikro 262,37 90,45 31,98 €

Nano 182,72 46,88 16,58 bede
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ab

Standard 86,02 37,71 12,57
Makro 205.96 53,17 20,10 de
11 4o
Mikro 208,08 34,55 12,21
Nano 197,75 89,18 31,53 cde
Standard 101,48 22,51 750 abe
Makro 114,87 38,46 1454 abcd
17 abcd
Mikro 135,30 39,66 14.02
Nano 184,44 53,61 18,96 de
Standard 133,45 39,53 13.18 abed
Makro 142,83 42,17 15,94 abed
20 abcd
Mikro 160,64 62,12 21,96
Nano 206,80 70,61 24,96 €
Efekt miedzy grupowy p<0,0001
ANOVA Powtarzane pomiary p=0,0043
Interakcja p=0,0001

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardowg (bez suplementacji); Makro: zwierzeta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzgta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwoch srednich
oznacza brak istotnej roznicy migdzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch poréwnywanych $rednich zadna
litera sie nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<0,05); ng: hanogram; mg: miligram.
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Rycina 23. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) stezenia O-metyloguanozyny (ng/mg Kkreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujace
wytacznie diete standardowa (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zotte diamenty; Czas: tygodnie.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zawartos¢ O-metyloguanozyny
(ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw z badanych grup rézni si¢ zarowno w zalezno$ci od
zastosowanej suplementacji, jak i czasu pobierania probek moczu do badan ((p<0,05).
Wykazano, ze zawartos¢ O-metyloguanozyny byla statystycznie istotnie wyzsza w moczu
zwierzat suplementowanych nanogenisteing, w catym okresie badania (9, 11, 17120 tygodniu),
w odniesieniu do zawartosci badanego biomarkera w moczu zwierzat otrzymujacych wytacznie
diet¢ standardowa, pozbawiong suplementacji. Podobng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku
zwierzat suplementowanych mikrogenisteing, jednakze poréwnujac probki moczu uzyskane z
17 i 20 tygodnia nie byly to warto$ci istotne statystycznie. W przypadku szczurow, ktore
otrzymywatly wylacznie diete standardowa (pozbawionych suplementacji), stg¢zenie O-
metyloguanozyny w moczu znacznie wzrosto w czasie (tydzieh 9—20) wraz z rozwojem
nowotworu (warto$¢ srednia = SD: 78,89+47,96 vs 133,44+39,53), jednakze ze wzgledu na
wysoka warto$¢ odchylenia standardowego nie byly to wartosci istotne statystycznie.
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Powyzszej zaleznosci nie stwierdzono w przypadku zwierzat suplementowanych mikro i
makrogenisteing. W przypadku zwierzat suplementowanych genisteing, st¢zenie badanej
metylowej pochodnej byto bardzo wysokie od poczatku (9 tydzien) do konca obserwacji (20

tydzien) i zawsze wyzsze w porownaniu do grupy kontrolnej (Tabela 14, Rycina23).

Wyniki analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
(9, 11, 17,20 tydzien zycia szczura) zawarto$ci 3-metyloadeniny (ng/mg kreatyniny) w moczu

szczurdéw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 15 i na rycinie 24.

Tabela 15. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 3-metyloadeniny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Blad

Tydzieh  Grupa Srednia Odchylenie " dowy Jednorodne
arytmetyczna  standardowe éredniej grupy
Standard 21,66 10,46 3,49 ab
Makro 25,34 12,41 4,69 abcd
> Mikro 35,02 9,22 3,26 d
Nano 26,76 7,19 2,54 bcd
Standard 19,53 4,80 1,60 ab
Makro 33,92 6,28 2,37 cd
" Mikro 30,61 5,26 1,86 cd
Nano 30,93 7,43 2,63 bcd
Standard 21,91 531 1,77 abc
Makro 18,73 4,75 1,80 ab
17 Mikro 19,32 6,26 2,21 ab
Nano 20,50 3,52 1,25 ab
Standard 20,94 7,11 2,37 ab
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Makro 15,11 3,44 1,30 a
20
Mikro 17,56 6,27 2,22 a
Nano 17,85 4,04 1,43 a
Efekt miedzy grupowy p=0,0873
ANOVA Powtarzane pomiary p<0,0001
Interakcja p=0,0004

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzgta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzeta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwoéch $rednich
oznacza brak istotnej roznicy miedzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch porownywanych srednich zadna
litera si¢ nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<0,05); ng: nanogram; mg: miligram.
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Rycina 24. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien

zycia szczura) zawartosci 3-metyloadeniny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw

traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujace
wytacznie diete standardowa (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zotte diamenty; Czas: tygodnie.
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Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zawarto$¢ 3-metyloadeniny
(ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw z badanych grup roznita si¢ istotnie statystycznie w
zalezno$ci 0d czasu pobierania probek moczu do badan (p<0,05). Wykazano, ze zwierzeta
suplementowane genisteing charakteryzowaty sie istotnie statystycznie wyzsza zawarto$cig 3-
metyloadeniny w moczu uzyskanym w 9 i 11 tygodniu zycia zwierzat, w odniesieniu do
zawarto$ci badanego biomarkera w moczu zwierzat pozbawionych suplementacji. Istotny
statystycznie spadek zawartosci 3-metyloadeniny w moczu w czasie trwania eksperymentu (11-
20 tydzien) stwierdzono w przypadku zwierzat suplementowanych zarowno mikro, jak i

nanogenisteing (Tabela 15, rycina 24).

Wyniki analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
(9, 11, 17, 20 tydzien zycia szczura) zawartosci 1-metyloguaniny (ng/mg kreatyniny) w moczu

szczurdéw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 16 i na rycinie 25.

Tabela 16. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 1-metyloguaniny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Blad

Tvdzie  Grupa Srednia Odchylenie 51 Jednorodne
y P arytmetyczna  standardowe , oWy grupy
sredniej
Standard 330,33 174,62 58,21 ab
Makro 591 62 257.20 97,21 cde
09 e
Mikro 798.39 165,55 58,53
Nano 82255 284.72 100,66 de
Standard 264.72 89,31 20,77 a
Makro 770.76 297.02 112.26 de
11 Mikro 712.86 160,35 56,69 cde
Nano 891.36 21037 74,38 ¢
Standard 315 43 61,92 20,64 a
Makro 463,80 157,76 59,63 abcd
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17 bcde

Mikro 600,73 176,25 62,31
Nano 806,20 376,86 133,24 de
Standard 399,36 109,94 36,65 abe
Makro 594,39 258,58 97,73 bede
20 . bcde
Mikro 678,73 155,14 54,85
Nano 673,12 145,98 51,61 de
Efekt miedzy grupowy p<0,0001
ANOVA Powtarzane pomiary p=0,0533
Interakcja p=0,0410

Standard: zwierzeta otrzymujgce wylacznie diete standardowg (bez suplementacji); Makro: zwierzeta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzeta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwoch $rednich
oznacza brak istotnej r6znicy migdzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch poréwnywanych $rednich zadna
litera si¢ nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<0,05); ng: nanogram; mg: miligram.
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Rycina 25. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 1-metyloguaniny (ng/mg Kkreatyniny) w moczu szczuréw

traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujace
wytacznie diete standardowa (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zolte diamenty; Czas: tygodnie.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano istotny statystycznie (p<0,0001)
wplyw suplementacji genisteing (makro, mikro i nano) na zawarto$¢ 1-metyloguaniny (ng/mg
kreatyniny) w moczu szczuréw traktowanych DMBA. Zwierzeta suplementowane genisteing
charakteryzowatly si¢ istotnie statystycznie wyzsza zawarto$cig 1-metyloguaniny (ng/mg
kreatyniny) w moczu pozyskanym z 9 i 11 tygodnia zycia zwierzat, w odniesieniu do zwierzat
z grupy kontrolnej (pozbawionej suplementacji). Zwierzg¢ta suplementowane mikro i
nanogenisteing cechowaly si¢ wyzsza zawarto$cig biomarkera w moczu uzyskanym z 17
tygodnia zycia, w porownaniu do zwierzat z grupy kontrolnej. Podobna zaleznos$¢ stwierdzono
analizujac zawarto$¢ 1-metyloguaniny (ng/mg kreatyniny) w moczu pochodzacym z 20.

tygodnia szczuréw suplementowanych nanogenisteing (Rycina 25, Tabela 16 ).
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Wyniki analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
(9, 11, 17, 20 tydzien zycia szczura) zawartosci 1-metyloadenozyny (ng/mg kreatyniny) w

moczu szczurdéw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 17 i na rycinie 26.

Tabela 17. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20
tydzien zycia szczura) zawartosci 1-metyloadenozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Blad

Tdeleﬁ Gru pa arystrmegtl;i:ina Sg?]%r;):'lgg\:\?e Sta,n darc.jo.vvy Jedgrl'ourpo;/j "
Sredniej
Standard 28,44 19,38 6,46 a
Makro 47,63 20,88 7,89 bede
09 "
Mikro 62,53 12,54 4,43
Nano 37,43 11,62 4,11 abe
Standard 25,85 10,14 3,38 a
Makro 69,43 14,79 5,50 ¢
1 cde
Mikro 55,83 6,64 235
Nano 55,13 9,24 3,27 cde
Standard 29,34 4,88 1,63 a
Makro 43,82 8,37 3,16 bed
! Mikro 42,35 11,26 3,98 bed
Nano 49,62 14,78 5,22 bede
Standard 35,30 12,63 4,21 abe
Makro 45,85 9,96 3,77 abed
? Mikro 47,62 10,04 3,55 bede
Nano 49,48 13,66 4,83 bede
Efekt miedzy grupowy p<0,0001
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ANOVA Powtarzane pomiary p=0,0102

Interakcja p=0,0005

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzgta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzeta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwoch $rednich
oznacza brak istotnej r6znicy migdzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch poréwnywanych $rednich zadna
litera si¢ nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<0,05); ng: nanogram; mg: miligram.
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Rycina 26. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 1-metyloadenozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujace
wylacznie diete standardowa (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zolte diamenty; Czas: tygodnie.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zawarto$¢ 1-metyloadenozyny
(ng/mg kreatyniny) w moczu szczur6w z badanych grup réznila si¢ istotnie statystycznie
zaro6wno w zaleznosci od rodzaju zastosowanej suplementacji, jak rowniez czasu pobierania
probek moczu do badan (p<0,05). Zwierzeta suplementowane genisteing charakteryzowatly sie

istotnie statystycznie wyzsza zawarto$cig 1-metyloadenozyny w moczu pochodzgcymz 111 17
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tygodnia, w odniesieniu do zwierzat pozbawionych suplementacji. Podobng zalezno$é¢
stwierdzono w przypadku zwierzat suplementowanych makro i mikrogenisteing dla moczu
uzyskanego z 9 tygodnia zycia zwierzat. W moczu uzyskanym z 20 tygodnia zawarto$¢
badanego markera byla wyzsza w grupach zwierzat suplementowanych genisteing, w
odniesieniu do zwierzat pozbawionych suplementacji, jednakze nie byly to wartosci istotne
statystycznie. W przypadku szczurdéw, ktore otrzymywaly wylacznie diet¢ standardowa
(pozbawionych suplementacji), st¢zenic 1-metyloadenozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu
znacznie wzrosto w czasie (tydzieh 9—20) wraz z rozwojem nowotworu (warto$¢ $rednia +
SD: 28,44+19,38 vs 35,304+12,63). Podobnej zalezno$ci nie wykazano w przypadku zwierzat
suplementowanych genisteing. W grupach zwierzat suplementowanych makro i
mikrogenisteing stezenie badanego markera w moczu szczuréw bylo bardzo wysokie w catym
okresie badania (w moczu pozyskanym od 9 do 20 tygodnia zycia zwierzat) (Tabela 17, Rycina
26).

Wyniki analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
(9, 11, 17, 20 tydzien zycia szczura) zawartosci 7-metyloguaniny (ng/mg kreatyniny) w moczu

szczurdw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 18 i na rycinie 27.

Tabela 18. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 7-metyloguaniny (ng/mg Kkreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Blad

. Srednia Odchylenie Jednorodne
Tydzien Grupa arytmetyczna standardowe sta,n darqloyvy grupy
Sredniej
Standard 57,32 29,00 9,67 ab
Makro 93,68 34,72 13,12 bcde
09
Mikro 121,68 24,58 8,69 e
Nano 94,54 17,92 6,34 cde
Standard 48,30 15,35 512 a
Makro 124,96 26,20 9,90 e
1 Mikro 108,26 13,01 4,60 de
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Nano 107,12 17,67 6,25 de

Standard 50,42 9,62 3,21 a
Makro 71,91 15,56 5,88 abcd
17
Mikro 75,26 16,06 5,68 abcd
Nano 91,81 28,62 10,12 bcde
Standard 61,30 21,03 7,01 abc
Makro 77,95 15,05 5,69 abcd
20
Mikro 82,01 17,19 6,08 abcd
Nano 82,97 21,60 7,64 abcd
Efekt miedzy grupowy p<0,0001
ANOVA Powtarzane pomiary p<0,0001
Interakcja p=0,0003

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardowg (bez suplementacji); Makro: zwierzeta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzgta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwoch srednich
oznacza brak istotnej roznicy migdzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch poréwnywanych $rednich zadna
litera si¢ nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<<0,05); ng: nanogram; mg: miligram.
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Rycina 27. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien

zycia szczura) zawartosci 7-metyloguaniny (ng/mg Kkreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujace
wylgcznie diete standardows (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zotte diamenty; Czas: tygodnie.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zawarto$¢ 7-metyloguaniny
(ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw z badanych grup roznita si¢ zarbwno w zaleznosci od
zastosowanej suplementacji (p<<0,0001), jak 1 czasu pobierania probek moczu do badan (efekt
dziatania DMBA) (p<0,0001). St¢zenie badanego biomarkera w moczu pozyskanym z 9 i 11
tygodnia od szczuro6w pozbawionych suplementacji byto istotnie statystycznie nizsze, W
poréwnaniu do zwierzat suplementowanych genisteing w kazdej postaci. Podobng zalezno$§¢
wykazano w przypadku zwierzat suplementowanych nanogenisteing dla moczu uzyskanego z
17 tygodnia zycia zwierzat. W przypadku zwierzat suplementowanych genisteing, st¢zenie
badanej metylowej pochodnej bylo bardzo wysokie od poczatku (9 tydzien) do konca
obserwacji (20 tydzien) i zawsze wyzsze w porOwnaniu do zawarto$ci w moczu zwierzat z

grupy kontrolnej (Tabela 18, Rycina 27).

78



Wyniki analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
(9, 11, 17, 20 tydzien zycia szczura) zawartosci 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (ng/mg
kreatyniny) w moczu szczuréw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 19 i na rycinie
28.

Tabela 19. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu

szczurdw traktowanych DMBA.

. . Blad
Tydzieh Grupa Srednia Odchylenie standardowy Jednorodne
arytmetyczna standardowe . . . grupy
Sredniej
Standard 15,16 10,26 3,42 a
Makro 14,67 9,23 3,49 a
09
Mikro 25,62 7,49 3,74 a
Nano 7,04 2,66 1,19 a
Standard 9,90 3,30 1,10 a
Makro 13,56 2,14 0,88 a
11 Mikro 9,86 2,87 1,17 a
Nano 14,23 6,25 2,21 a
Standard 11,15 4,34 1,45 a
Makro 8,52 2,41 0,91 a
17
Mikro 11,39 5,22 1,85 a
Nano 15,10 5,90 2,09 a
Standard 11,12 3,41 1,21 a
Makro 15,87 6,91 2,61 a
20
Mikro 16,66 7,62 2,88 a
Nano 19,90 7,49 2,65 a
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Efekt miedzy grupowy p=0,3497
ANOVA Powtarzane pomiary p=0,3228

Interakcja p=0,0547

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzgta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzeta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwodch $rednich
oznacza brak istotnej roznicy migdzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch poréwnywanych $rednich zadna
litera sie nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<0,05); ng: hanogram; mg: miligram.
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Rycina 28. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu

szczurow traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujace
wylacznie diete standardowa (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zotte diamenty; Czas: tygodnie.

Na podstawie przeprowadzonych badan nie wykazano istotnych statystycznie roéznic w
zawartosci  8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczurOw z
badanych grup zard6wno w zalezno$ci od zastosowanej suplementacji, jak 1 czasu pobierania

probek do badan (dziatania DMBA) (p<0,05) (Tabela 19, Rycina 28).
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Wyniki analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
(9, 11, 17, 20 tydzien zycia szczura) zawartosci N6-metylo-2’-deoksyguanozyny (ng/mg
kreatyniny) w moczu szczuréw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 20 i na rycinie
29.

Tabela 20. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosCi N6-metylo-2’deoksyadenozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu

szczurdéw traktowanych DMBA.

i Gra Sl OO odationy O
Sredniej
Standard 33,39 33,42 11,14 a
Makro 97,65 4376 16,54 bed
" Mikro 110,04 60,13 21,26 ¢
Nano 110,70 53,66 18,97 ef
Standard 26,78 23,67 7,89 ae
Makro 155,85 74,94 28,32 f
" Mikro 54,05 38,39 13,57 abde
Nano 59,83 28,95 10,24 abcdef
Standard 22,82 8,78 2,93 ae
Makro 93,72 4853 18,34 cd
Y Mikro 48,92 15,48 5,47 abde
Nano 55,20 28,33 10,02 abede
Standard 26,01 9,53 3,18 ae
Makro 57,41 19,07 9,54 abcde
? Mikro 29,35 9,17 4,10 abe
Nano 7,33 2,05 1,45 abed
Efekt miedzy grupowy p<0,0001
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ANOVA Powtarzane pomiary p<0,0001

Interakcja p<0,0001

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzgta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzeta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwoch $rednich
oznacza brak istotnej roznicy miedzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch poréwnywanych $rednich zadna
litera sie nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<0,05); ng: hanogram; mg: miligram.
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Rycina 29. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci N6-metylo-2’deoksyadenozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu
szczurdw traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujgce
wylacznie diete standardowa (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zotte diamenty; Czas: tygodnie.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zawarto$¢ N6-metylo-2’-
deoksyguanozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw z badanych grup réznita si¢ zard6wno
w zalezno$ci od zastosowanej suplementacji (p<0,0001), jak i czasu pobierania prébek moczu
do badan (efekt dziatania DMBA) (p<0,0001). W moczu uzyskanym w 9 tygodniu od szczuréw
pozbawionych suplementacji stezenie N6-metylo-2’deoksyadenozyny (ng/mg kreatyniny) byto
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istotnie statystycznie nizsze, niz u zwierzat suplementowanych genisteing. Zwierz¢ta
suplementowane makrogenisteing charakteryzowaly si¢ istotnie statystycznie wyzsza
zawarto$¢ badanego biomarkera w moczu pochodzacym z 11 1 17 tygodnia zycia zwierzat, w
odniesieniu do zwierzat z grupy kontrolnej. Podobng tendencje odnotowano dla szczuréw

suplementowanych mikro i nanogenisteing (Rycina 29, Tabela 20).

Wyniki analizy statystycznej wptywu nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian
(9, 11, 17, 20 tydzien zycia szczura) zawarto$¢ 7-metyloguanozyny (ng/mg kreatyniny) w

moczu szczurdéw traktowanych DMBA przedstawiono w tabeli 21 i na rycinie 30.

Tabela 21. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 7-metyloguanozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczuréw
traktowanych DMBA.

Blad

Tdeleﬁ Gru pa arystrme(;ltl)l/i(;na Sg?]%:):'lgg\:\?e Sta,n darc.jo.vvy Jedgrl'ourpo;/j "
sredniej

Standard 96,44 34,30 11,43 a

Makro 154,55 76,22 28,81 ab

" Mikro 265,55 68,01 24,36 b
Nano 201,00 83,61 29,56 ab

Standard 154,52 114,48 38,16 ab

Makro 273,90 172,08 65,04 b

" Mikro 208,02 72,50 2563 ab
Nano 313,38 213,93 75,64 ab

Standard 136,69 25,82 8,61 ab

Makro 190,11 47,59 17,99 ab

Y Mikro 185,83 69,55 24,59 ab
Nano 138,48 54,14 20,46 ab

Standard 195,19 87,63 2921 b
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Makro

96,37 26,50 10,02 a
20 Mikro 124,72 45,45 17,18 ab
Nano 115,05 68,46 25,87 ab
Efekt miedzy grupowy p=0,1487
ANOVA Powtarzane pomiary p=0,0013
Interakcja p=0,0017

Standard: zwierzeta otrzymujace wylacznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzgta
suplementowane makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:
zwierzeta suplementowane nanogenisteing. Jednorodne grupy: taka sama litera przy dwoéch $rednich
oznacza brak istotnej roznicy miedzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch porownywanych srednich zadna
litera si¢ nie powtarza to $rednie te r6znig si¢ istotnie (p<0,05); ng: nanogram; mg: miligram.
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Rycina 30. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na kinetyke zmian (9, 11, 17, 20 tydzien
zycia szczura) zawartosci 7-metyloguanozyny (ng/mg kreatyniny) w moczu szczurow
traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe ; Standard: zwierzgta otrzymujace
wylacznie diete standardowa (bez suplementacji) - niebieskie kotka; Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing - czerwone kwadraty; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing - zielone
trojkaty; Nano: zwierzeta suplementowane nanogenisteing - zotte diamenty; Czas: tygodnie.
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Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze zawarto$¢ 7-metyloguanozyny w
moczu szczurow z badanych grup rdéznita si¢ istotnie w zaleznos$ci od czasu pobierania probek
do badan. Podobnej zaleznosci nie stwierdzono w odniesieniu do zastosowanej suplementacji.
Zawarto$§¢ 7-metyloguanozyny byla istotnie statystycznie nizsza w moczu SzczurOw
pozbawionych suplementacji, w odniesieniu do zwierzat suplementowanych mikrogenisteing -
dla moczu pochodzacego z 9 tygodnia i suplementowanych makrogenisteing dla moczu
uzyskanego w 11 tygodniu zycia zwierzat. W przypadku zwierzat pozbawionych suplementacji
wykazano istotny statystycznie wzrost zawarto$ci badanego biomarkera w moczu wraz z
rozwojem procesu nowotworowego - w okresie od 9 do 20 tygodnia zycia zwierzat (Tabela 21,
Rycina 30). Podobnej zaleznosci nie stwierdzono w przypadku zwierzat suplementowanych

genisteing.
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4.  Wplyw nano,

mikro

I makrogenisteiny na zawartos$é

poszczegolnych kwasow tluszczowych w surowicy Kkrwi

szczurow traktowanych DMBA

Uzyskane wyniki badan wplywu suplementacji nano, mikro i makrogenisteing na

zawarto$¢ poszczegdlnych kwasow thuszczowych w surowicy krwi szczurow traktowanych w

celu wywotania nowotworu sutka 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem przedstawiono w tabeli

22.

Tabela 22. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na zawarto§¢ wybranych kwasoéw

thuszczowych (pg/ml) w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA.

Grupa
Rodza] kwast giandard Makro Mikro Nano P-
thuszczowego value
SFA
C12:0
12,57+8,52 13,53+£3,43 16,24+3,69 14,69+5,27 n.s.
Kwas laurynowy
C14:0
; 24,64+25,68 18,28+4,55 24,73+3,82 26,85+5,17 n.s.
Kwas mirystynowy
C15:0 a ab be (o
13,58+4,11 15,32+3,87 20,3945,09 23,64+4,96°  0,0004
Kwas pentadekanowy
C16:0
. 617+286 599+144 736205 776+118 n.s.
Kwas palmitynowy
C17:0 b b
16,55+3,55%  17,55+£2,81®  21,9743,64*°  23,5544,60° 0,0015

Kwas heptadekanowy
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C18:0

359467 312455 412+ 4 389+71 n.s.
Kwas stearynowy
> SFA 1043+373 9764199 1231299 1254+193 n.s.
MUFA
Cl6:1n-7 60.33413,61° 78.30+1547% 102,31£12,99° 98,13+34,12° 0,0013
Kwas palmitooleinowy
C16:1 n-9
Kwas 9,83+3,102 13,55+3,422 17,30+4,25° 18,73+4,37°  0,0003
cis-7-heksadekenowy
C18:1n-9
Kwas 2304117 279477 338+139 341+89 n.s.
oleinowy
Clg:1n-11 33.9+1094* 41214951  53,65:17.28" 57.91+14,79° 0,0047
Kwas wakcenowy
Y MUFA 334+140 412495 511+170 516+137 n.s.
PUFA
C18L:,2A”'6 588+2072 676+168% 8544241 861+166P 0,023
Clgf’ :‘6 18,55+5,078  22,97+6,08%  30,20+2,65° 27,79 +3,58°  0,0001
Clﬁf’;G 46,69+15,30% 37,014,012  51,78+9,05° 53,91+10,26° 0,015
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C20:3 n-6

DGLA 6,30+3,28 7,08+2.25 7,49+2.07 5,71+1,96 n.s.
CZ%A\”'G 879+167% 82441682 1226+197¢ 1114+207*° 00,0004
CZE:F?AT‘% 54,67424,89°  31,17+7,812  45,72+10,28% 50,72+11,612> 0,024
CZS;_? :'3 170+44,6% 149+302 21842,5° 202+36,3%  0,0116
Y PUFA 1764+4102 174843482 2432+412° 2314£399°  0,0015

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotno$¢ statystyczna); n.s.,
roznice nieistotne statystycznie (a. = 0,05). Jednorodne grupy- taka sama litera przy dwoch $rednich
oznacza brak istotnej roznicy migdzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch porownywanych srednich zadna
litera si¢ nie powtarza to Srednie te roznig si¢ istotnie (p<0,05). SFA: nasycone kwasy tluszczowe;
MUFA: jednonienasycone kwasy ttuszczowe; PUFA: wielonienasycone kwasy thuszczowe; LA: kwas
linolowy: GLA: kwas vy -linolenowy; ALA: kwas alfa-liponowy; DGLA: kwasu dihomo-y-
linolenowego; AA: kwas arachidonowy; EPA: kwas eikozapentaenowy; DHA: kwas
dokozaheksaenowy; pg: mikrogram; ml: mililitr.
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Wptyw nano, mikro, makrogenisteiny na zawarto$¢ nasyconych, jednonienasyconych i
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w surowicy krwi szczurdéw traktowanych DMBA 1

suplementowanych makro, mikro, badZ nanogenisteing przedstawiono na rycinach 31-33.
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Rycina 31. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na zawarto$¢ nasyconych kwasow
thuszczowych (ug/ml) w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; SFA: nasycone kwasy thuszczowe; pg: mikrogram; ml: mililitr.
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Rycina 32. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na zawarto$¢ jednonienasyconych kwasow
thuszczowych (ug/ml) w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; MUFA: jednonienasycone kwasy ttuszczowe; ug: mikrogram; mil:
mililitr.
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Rycina 33. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow
thuszczowych (pg/ml) w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; PUFA: wielonienasycone kwasy tluszczowe; pg: mikrogram; mi:
mililitr.

W przeprowadzonym badaniu, w surowicy krwi szczurdw, okreslono zawarto§¢ 17
kwasow tluszczowych, w tym 6. kwasow nasyconych, 4. kwasow jednonienasyconych i 7.
kwasow wielonienasyconych (Tabela 22). W najwigkszej ilosci, w badanym materiale
biologicznym, wystepowaty kwasy: palmitynowy (C16:0) [w zakresie (wartos¢ $rednia + SD):
599+144 - 776+118]; stearynowy (C18:0) [w zakresie (warto$¢ srednia + SD): 312455 -
412+94]; oleinowy (C18:1 n-9) [w zakresie (warto$¢ srednia + SD): 230117 - 341+£89] oraz
kwas linolowy (C18;2, n-6) [w zakresie (warto$¢ $rednia + SD): 588+207 - 861+166].
Zwierzeta suplementowane mikro i nanogenisteing charakteryzowaty sie istotnie statystycznie
wyzsza zawarto$cia kwasow: pentadekanowego, heptadekanowego (z puli kwasow
nasyconych), palmitooleinowego, cis-7-heksadekenowy, wakcenowego (z puli kwasow
jednonienasyconych) oraz kwasoéw linolowego, gamma-linolenowego i arachidonowego (z puli
kwasow wielonienasyconych) w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wytacznie dietg
standardowa (pozbawionych suplementacji). Zawarto§¢ kwasow: pentadekanowego,

heptadekanowego, cis-7-heksadekenowy, alfa-linolenowego 1 arachidonowego byta
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statystycznie istotnie nizsza w surowicy krwi szczurow suplementowanych makrogenisteina,
w odniesieniu do ich zawarto$ci w surowicy krwi szczurow suplementowanych nanogenisteing.
Wykazano istotnie statystycznie wyzszg zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych
(warto$¢ sumaryczna) w surowicy krwi zwierzat suplementowanych mikro i nanogenisteing, w
odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete¢ standardowa (pozbawionych

suplementacji), jak rowniez suplementowanych makrogenisteing (Rycina 33).

Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na stosunek profilu zawarto$ci
jednonienasyconych i wielonienasyconych do nienasyconych kwasow tluszczowych w
surowicy krwi szczurOw w warunkach procesu nowotworowego przedstawiono na rycinie 34 i
35 oraz tabela 23.

Tabela 23. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na profil zawarto$ci kwasow ttuszczowych

w surowicy krwi szczurow.

Grupa
Profil  kwasow Standard Makro Mikro Nano P-value
tluszczowych
(MUFA + a ab c bc
PUFA)/SFA 2,05+0,17 2,22+0,13 2,42+0,16 2,25+0,09 0,0003
MUFA/PUFA 0,18+0,032 0,23+0,03° 0,20+0,05° 0,22+0,01° 0,006

Dane przedstawiono jako warto$ci $rednie = odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotnos¢ statystyczna); n.s.,
roznice nieistotne statystycznie (a = 0,05). Jednorodne grupy- taka sama litera przy dwoch $rednich
oznacza brak istotnej roznicy migdzy nimi (p>0,05), jesli przy dwoch poréwnywanych $rednich zadna
litera si¢ nie powtarza to $rednie te roznig si¢ istotnie (p<0,05). >: suma; /: iloraz: SFA: nasycone kwasy
thuszczowe; MUFA: jednonienasycone kwasy ttuszczowe; PUFA: wielonienasycone kwasy tluszczowe.
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Rycina 34. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na stosunek kwasow ttuszczowych
MUFA+PUFA/SFA w surowicy krwi szczuréw traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; MUFA: jednonienasycone kwasy tluszczowe; PUFA:
wielonienasycone kwasy thuszczowe; SFA: nasycone kwasy tluszczowe.

Stosunek kwasoéw MUFA+PUFA/SFA byt istotnie statystycznie wyzszy (p=0,0003) w

surowicy krwi zwierzat suplementowanych genisteing w formie mikro i nano, w odniesieniu

do zwierzat z grupy kontrolnej (pozbawionej suplementacji).
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Rycina 35. Wptyw nano, mikro i makrogenisteiny na stosunek kwasow ttuszczowych

MUFA/PUFA w surowicy szczurow traktowanych DMBA.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; MUFA: jednonienasycone kwasy tluszczowe; PUFA:
wielonienasycone kwasy ttuszczowe.

Stosunek kwasow MUFA/PUFA byl istotnie statystycznie wyzszy (p=0,0003) w
surowicy zwierzat suplementowanych genisteing w formie makro, mikro i nano w odniesieniu

do zwierzat z grupy kontrolnej (pozbawionej suplementacji).

5. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na aktywnosé¢
enzymow szlakéw metabolicznych kwasow tluszczowych w
surowicy krwi szczurow
Uzyskane wyniki badan wpltywu suplementacji nano, mikro i makrogenisteing na

aktywnos$¢ wybranych enzymoéw szlakow metabolicznych kwasow tluszczowych w surowicy

krwi  szczuréw  traktowanych w celu wywolania nowotworu sutka  7,12-

dimetylobenzo[a]antracenem przedstawiono w tabeli 24.
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Tabela 24. Aktywno$¢ A6-destaurazy i AS5-desaturazy w surowicy zwierzat traktowanych

DMBA i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Desaturaza D6D P-value D5D P-value
Standard (33,06+8,22)*10°3 n.s. 173,44+103,31 n.s.
Makro (35,73+12,19)*10- n.s. 125,13+41,43 n.s.
Mikro (38,23112,28)”‘10‘3 n.s. 175,19+58,42 n.s.
Nano (32,74+3,64)*10-3 n.s. 218,14+83,35 n.s.

Dane przedstawiono jako wartosci §rednie = odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diet¢ standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzgta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotno$¢ statystyczna); n.s.,
roznice nieistotne statystycznie (o = 0,05); D6D - wskaznik aktywnos$ci A6-desaturazy, D5D - wskaznik
aktywnosci A5-desaturazy.

Wplyw nano, mikro, makrogenisteiny na aktywno$¢ wybranych enzymow szlakow
metabolicznych kwasow thuszczowych w surowicy krwi szczurow w warunkach procesu

nowotworowego przedstawiono na rycinach 36-37.
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Rycina 36. Aktywno$¢ AS5-desaturazy w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA i

suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierz¢ta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing.
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Rycina 37. Aktywnos¢ A6-desaturazy w surowicy krwi szczuréw traktowanych DMBA i

suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.
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Dane przedstawiono jako wartoéci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing

Na podstawie przeprowadzonych badan nie wykazano istotnych statystycznie zmian
aktywnosci A6-destaurazy, AS-desaturazy w surowicy krwi szczuréw. Najwyzsza aktywnos$cia
A6-destaurazy charakteryzowaty si¢ zwierzeta z grupy suplementowanej genisteing w formie
mikroczastek W odniesieniu do pozostatych grup badawczych. Najnizszg aktywno$¢ D6D
(porownywalng z grupa kontrolng) i jednocze$nie najwyzsza aktywnos¢ DSD sposrod
wszystkich badanych grup stwierdzono w przypadku zwierzat suplementowanych
nanogenisteing. Wykazano nizsza aktywno§¢ DS5D w surowicy krwi zwierzat
suplementowanych makrogenisteing w odniesieniu do aktywno$ci w/w enzymu w surowicy
krwi szczuréw otrzymujacych wytacznie diete standardowa (pozbawionych suplementacji)

(Tabela 17, Rycina 36, Rycina 37).

6. Aterogenno$¢ i trombogenno$¢ kwasow thuszczowych
zawartych w surowicy Kkrwi szczuréw suplementowanych

nano, mikro i makrogenisteing

Uzyskane wyniki badan oceny wplywu suplementacji zwierzat makro, mikro i
nanogenisteing, w warunkach procesu nowotworowego, na wartosci indeksu aterogennego
(Al); indeksu trombogennego (TT) oraz proporcje kwasow
hipocholesterolemicznych/hipercholesterolemicznych (h/H) w surowicy krwi szczuréw w

warunkach procesu nowotworowego przedstawiono w tabeli 25 i na rycinach 38-40.

Tabela 25. Wptyw suplementacji zwierzat makro, mikro i nanogenisteing na wartosci indeksu
aterogennego, indeksu trombogennego oraz proporcje kwasow

hipocholesterolemicznych/hipercholesterolemicznych w surowicy krwi szczuréw.

Grupa

Parametr Standard Makro Mikro Nano P-value

Al 0,33+0,03%®  0,43+0,04° 0,29+0,012 0,25+0,022 p=0,0003
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Tl 0,57+0,02% 0,70+0,05° 0,51+0,022 0,47+0,032 p=0,0001

h/H 3,28+0,18 3,21+0,1 3,68+0,12 3,42+0,16 n.s.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diete standardowg (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotno$¢ statystyczna); n.s.,
roznice nieistotne statystycznie (o = 0,05); a,b - grupy jednorodne w rzgdach (o = 0,05); Al - indeks
aterogenny; Tl - indeks trombogenny; h/H - stosunek kwaséw hipocholesterolemicznych do
hipercholesterolemicznych.
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Rycina 38. Warto$¢ indeksu aterogennego (AI) surowicy krwi szczurow traktowanych
czynnikiem kancerogennym i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; Al - indeks aterogenny.
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Rycina 39. Warto$¢ indeksu trombogennego (TI) surowicy krwi szczurow traktowanych
czynnikiem kancerogennym i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane  mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; TI - indeks trombogenny.
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Rycina  40. Wyniki  badan  zawartosci  kwasow  hipocholesterolemicznych/
hipercholesterolemicznych (h/H) (ug/ml) w surowicy krwi szczuréw traktowanych czynnikiem

kancerogennym i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.
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Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; h/H - stosunek kwasow hipocholesterolemicznych do
hipercholesterolemicznych.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan stwierdzono, ze zwierzgta suplementowane
makrogenisteing charakteryzowaly si¢ istotnie statystycznie (p=0,0003) wyzsza wartoscia
indeksu aterogennego (warto$¢ $rednia + SD: 0,43+0,04), w porownaniu do zwierzat
suplementowanych mikro (warto$¢ $rednia + SD: 0,29+0,01), jak roOwniez nanogenisteing
(warto$¢ srednia + SD: 0,25+0,02). Zwierzeta suplementowane makrogenisteing wyroznity sie
statystycznie istotnie wyzsza wartoscig indeksu trombogennego (p=0,0001) w poréwnaniu do
pozostatych grup zwierzat. W proporcji pomigdzy kwasami hipocholesterolemicznymi i
hipercholesterolemicznymi nie wykazano istotnie statystycznych réznic w surowicy krwi z

badanych grup.

7.  Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na zawartos$¢
wybranych metabolitow kwasow tluszczowych w surowicy

krwi szczurow traktowanych DMBA

Wyniki badan zawarto$ci kwasow 5-, 12- i 15-hydroksyeikozatetraenowego, kwasu-12-
hydroksyeikozapentaenowego oraz kwasow hydroksyoktadekadienowych (ng/ml) w surowicy
krwi szczurow traktowanych czynnikiem kancerogennym DMBA oraz suplementowanych

makro mikro badZ nanogenisteing przedstawiono w tabeli 26 oraz na rycinach 41-45.

Tabela 26. Zawarto$¢ kwasow 5-, 12- i 15-hydroksyeikozatetraenowego, kwasu-12-
hydroksyeikozapentaenowego oraz sumy kwasow hydroksyoktadekadienowych (ng/ml) w
surowicy krwi szczurdw traktowanych czynnikiem kancerogennym oraz suplementowanych

makro, mikro i nanogenisteing.

Grupa

Eikozanoidy  Standard Makro Mikro Nano P-value

12-HEPE 458,19+208,09" 69,45+36,42% 61,07+12,68% 60,21+14,18%  0,0013
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HODE 226,82+33,67" 110,60+48,13 130,52+41,90°116,13+32,58* | 1

15-HETE 43,10+7,58°  29,06+6,49 2 36,82+14,09% 36,18+8,68 ® n.s.

12-HETE 6446+1522°  2414+917°%  1918+219°% 1897+319° 0,0001

S5-HETE 10,94+2,81 6,84+3,64 9,29+6,25  15,73+14,17 n.s.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotno$¢ statystyczna); n.s.,
roznice nieistotne statystycznie (o = 0,05); a,b - grupy jednorodne w rze¢dach (a = 0,05), n.s. -réznice
nieistotne statystycznie; 12-HEPE - kwas 12-hydroksyeikozapentaenowy; HODE - suma kwasow
hydroksyoktadekadienowych; 15-HETE - kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy; 12-HETE - kwas 12-
hydroksyeikozatetraenowy; 5-HETE - kwas 5 - hydroksyeikozatetraenowy; ng: nanogram; ml: mililitr.
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Rycina 41. Zawartos¢ kwasu 12-hydroksyeikozapentaenowego (12-HEPE) (ng/ml) w surowicy
krwi szczurow traktowanych DMBA i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; 12-HEPE: kwas 12-hydroksyeikozapentaenowy; ng: nanogram;
ml: mililitr.
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Rycina 42. Zawartos¢ sumy kwaséw hydroksyoktadekadienowych (HODE) (ng/ml) w
surowicy krwi szczuréw traktowanych DMBA i suplementowanych makro, mikro i
nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzgta  suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzgta
suplementowane nanogenisteing; HODE: hydroksyoktadekadienowych; ng: nanogram; ml: mililitr.
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Rycina 43. Zawarto$¢ kwasu 15-hydroksyeikozatetraenowego (15-HETE) (ng/ml) w surowicy

krwi szczuréw traktowanych DMBA i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.
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Dane przedstawiono jako wartoéci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; 15-HETE: kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy; ng: nanogram;
ml: mililitr.
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Rycina 44. Zawarto$¢ kwasu 12-hydroksyeikozatetraenowego (12-HETE) (ng/ml) w surowicy
krwi szczuréw traktowanych DMBA i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie = odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; 12-HETE: kwas 12-hydroksyeikozatetraenowy; ng: nanogram; ml:
mililitr.
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Rycina 45. Zawarto$¢ kwasu 5-hydroksyeikozatetraenowego (5-HETE) (ng/ml) w surowicy
krwi szczuréw traktowanych DMBA i suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.
Dane przedstawiono jako wartosci §rednie = odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diete standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; 5-HETE: kwas 5-hydroksyeikozatetraenowy; ng: nanogram; ml:
mililitr.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano istotnie statystycznie nizsza
zawartos¢ 12-HEPE (p=0,001); HODE (p=0,0001) oraz 12-HETE (p=0,0001) w surowicy
szczurOw suplementowanych genisteing w postaci makro, mikro i nano, w odniesieniu do
zawarto$ci w/w markerow w surowicy krwi szczurOw otrzymujacych wylacznie dietg
standardowa (pozbawionych suplementacji). Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w

zawartosci kwasow 5-HETE oraz 15-HETE w surowicy krwi szczuréw w zalezno$ci od

zastosowanej suplementacji (Tabela 26, Ryciny 41-45).

8. Wplyw nano, mikro i makrogenisteiny na zawartos¢
interleukiny 1, interleukiny 6, metaloproteinazy 9 w surowicy

krwi szczurow traktowanych DMBA

Wyniki badan zawartosci interleukiny 1, interleukiny 6 oraz metaloproteinazy 9 w

surowicy krwi zwierzat traktowanych czynnikiem kancerogennym (DMBA) i
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suplementowanych odpowiednio nano, mikro badz makrogenisteing przedstawiono w tabeli 27

I na rycinach 46-48.

Tabela 27. Stezenie interleukiny 6 (IL-6) (pg/ml), interleukiny 1 (IL-1) (pg/ml) oraz
metaloproteinazy 9 (MMP-9) (ng/ml) w surowicy krwi szczuréw traktowanych DMBA oraz

suplmentowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Grupa
Standard Makro Mikro Nano P-value
IL-6 88,47+40,39  109,97+57,64  99,36+43,12 92,01+16,50 n.s.
IL-1 103,64+69,86  86,05+35,07 104,25+32,82 132,43+65,78 n.s.
MMP-9 0,64+0,35 1,67+1,10 1,80+1,05 2,03+2,68 n.s.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diet¢ standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzgta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; P-value: prawdopodobienstwo testowe (istotno$¢ statystyczna); n.s.,
roznice nieistotne statystycznie (o = 0,05); II-6 - interleukina 6; IL-1 - interleukina 1, MMP-9 -
metaloproteinaza 9; pg: pikorgram; ml: mililitr; ng: nanogram.
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Rycina 46. Zawarto$¢ IL-6 (pg/ml) w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA i

suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.
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Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylacznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; |16-interleukina 6; pg: pikorgram; ml: mililitr.
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Rycina 47. Zawarto$¢ IL-1 (pg/ml) w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA i
suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako warto$ci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzgta
otrzymujace wylgcznie diete standardows (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing; Mikro:  zwierzgta suplementowane mikrogenisteing; Nano: zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; 111 - interleukina 1; pg: pikorgram; ml: mililitr.
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Rycina 48. Zawartos¢ MMP-9 (ng/ml) w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA i
suplementowanych makro, mikro i nanogenisteing.

Dane przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD); Standard: zwierzeta
otrzymujace wylacznie diet¢ standardowa (bez suplementacji); Makro: zwierzeta suplementowane
makrogenisteing;  Mikro: zwierzeta suplementowane mikrogenisteing; Nano:  zwierzeta
suplementowane nanogenisteing; MMP-9 - metaloproteinaza 9; ng: nanogram; ml: mililitr.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan nie stwierdzono istotnych statystycznie
roéznic w zawartosci Interleukiny 1, Interleukiny 6 i Metaloprotinazy 9 w surowicy krwi
szczurOw suplementowanych genisteing, W odniesieniu do zwierzat pozbawionych

suplementacji.
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V. DYSKUSJA

W poszukiwaniu zwigzkéw o dzialaniu przeciwnowotworowym duzg uwage zwraca si¢ na
badania dotyczace genisteiny. Genisteina zaliczana jest do grupy izoflawondéw. Gléwnym
zrodlem genisteiny w diecie jest soja i produkty sojowe. Ponadto wystepuje ona rOwniez min.
w kietkach lucerny i konczyny, brokutach, kalafiorze, czy jeczmieniu. Warto podkresli¢, iz w
aptekach dostepnych jest szereg preparatow zawierajacych ekstrakty z soji badz genisteing. W
licznych badaniach wykazano, ze genisteina moze wykazywa¢ dzialanie przeciwnowotworowe
min. poprzez indukowanie apoptozy, wptyw na cykl komoérkowy, hamowanie procesu
angiogenezy, aktywno$¢ antyproliferacyjng [3]. Z drugiej strony istnieja dane potwierdzajace
pronowotworowe dziatanie genisteiny, szczegdlnie w typach nowotworéw hormonozaleznych
[4-8]. Jedna z najbardziej znanych wiasciwosci genisteiny jest jej aktywno$¢ estrogenna.
Fitoestrogeny majg strukture chemiczng podobng do 17B-estradiolu i wykazuja zdolnos¢ do
wigzania si¢ z receptorem estrogenowym. W zwigzku z powyzszym moga stymulowaé proces
kancerogenezy i zwigkszac ryzyko zachorowania na raka hormonozaleznego. Estrogeny moga
wywolywac efekt karcinogenny przez mechanizmy zalezne od receptoréw estrogenowych, ale
takze przez dzialanie genotoksycznych produktéw metabolizmu estrogenow [194]. Dziatanie
genisteiny w konteks$cie terapii chordb nowotworowych zalezy prawdopodobnie od
zastosowania konkretnej dawki, stanu fizjologicznego badanego organizmu oraz diety. Nadal
nie wiemy komu i w jakich dawkach nalezy podawaé genisteine, aby osiggna¢ pozadany efekt
zdrowotny, do konca nieznany jest mechanizm jej dziatania na etapie inicjacji i progresji
procesu nowotworowego. Istotna jest réwniez odpowiedZz na pytanie czy stosowanie
suplementow zawierajacych genisteing w kontekscie ryzyka rozwoju choroby nowotworowej,
jest dla kobiet bezpieczne. Kolejnym waznym aspektem jest odpowiedZ na pytanie w jaki
sposOb bedzie dzialala genisteina w formach mikro 1 nano? Nanoczastki wykazujg inng
aktywno$¢ fizyczna, chemiczng 1 biologiczng niz makrozwigzki. Nalezy zaznaczy¢, ze w

pisSmiennictwie wcigz brakuje badan z przedstawionego zakresu.

W zwiagzku z powyzszym celem przeprowadzonych badan byta ocena wplywu nano,
mikro i makrogenisteiny na intensywnos$¢ przebiegu procesu nowotworowego indukowanego

DMBA u szczuréw oraz poznanie mechanizmow tego dziatania.

W pierwszym etapie badan wykazano, ze rozwdj, jak 1 przebieg procesu
nowotworowego zaleza od zastosowanej suplementacji. Wbrew oczekiwaniom, stwierdzono,
ze suplementacja zwierzat genisteing w formie makro, mikro i nano spowodowata wzrost

intensywnos$ci przebiegu procesu nowotworowego u szczuréw. Wykazano, iz w przypadku
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zwierzat suplementowanych nanogenisteing pierwsze guzy pojawity si¢ juz w 14 tygodniu
zycia zwierzat, czyli 2 tygodnie wczesniej niz u zwierzat otrzymujacych tylko standardowa
diete 1 3 tygodnie wczesnie] niz u zwierzat otrzymujgcych makro i mikrogenisteing i
zachorowalno$¢ w tej grupie zwierzat wynosita 100%. Co ciekawe w grupie suplementowane;j
mikrogenisteing zachorowalno$¢ wyniosta 88%, jednakze w probkach guzow pobranych od
zwierzat suplementowanych mikro i nanogenisteing w badaniu histopatologicznym wykazano
III stopien ztosliwo$ci gruczolaka (adenocarcinoma). U zwierzat otrzymujacych wylgcznie
standardowg diet¢ oraz u zwierzat z suplementacja makrogenisteing stwierdzono gruczolaka o
Il stopniu ztosliwosci. Ponadto zwierzgta suplementowane nano 1 mikrogenisteing
charakteryzowaly si¢ istotnie statystycznie wyzszg masg guzow odpowiednio: 1.59+2.64 g i
1.99+1.75 g, w poréwnaniu do zwierzat pozbawionych suplementacji: 0.93+1.34 g., co rbwniez
$wiadczy o szybszym postgpie procesu kancerogenezy w tych grupach zwierzat. Dokonano
oceny potencjalu proliferacyjnego komoérek guzéw nowotworowych. Wyzszy potencjat
proliferacyjny jest zwigzany ze zlym rokowaniem i §wiadczy o szybkim namnazaniu si¢
komorek nowotworowych [241]. W przypadku zwierzat suplementowanych genisteing
wykazano nasilong proliferacj¢ komoérek nowotworowych. Suplementacja nanogenisteing
zwickszyla istotnie statystycznie $rednig liczbg mitoz ponad trzy krotnie, mikrogenisteing az
czterokrotnie, a makrogenisteina ponad dwukrotnie w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Wykazano, ze $ledziony i watroby pobrane od zwierzat suplementowanych genisteing
charakteryzowaty si¢ wyzsza masa, w odniesieniu do masy narzadow szczuréw pozbawionych
suplementacji, jednakze ze wzgledu na wysoka wartos¢ odchylenia standardowego nie byty to
warto$ci istotne statystycznie. Powigkszenie S$ledziony 1 watroby jest bardzo czesto

obserwowane u pacjentow i zwierzat w przebiegu chorob nowotworowych [260- 262].

Na podstawie otrzymanych wynikéw badan mozna stwierdzi¢, iz intensywnos¢
przebiegu procesu kancerogenezy byta najwyzsza w przypadku zwierzat suplementowanych
nano i mikrogenisteing. Nanoczastki tatwo pokonuja bariery, co w efekcie zwigksza akumulacje
nanoczgstek w komodrkach nowotworowych. Forma nano moze powodowaé zmiang
biodostepnosci zwigzkow. Redukcja genisteiny do wielko$ci nano 1 mikro, prawdopodobnie
zmienita biodostepnos¢ zwigzkoéw i1 zarazem zwiekszyla zawartos¢ tego zwigzku w komorkach
nowotworowych. Ju Y. H. i wsp. [263] w wykazali, iz potencjal kancerogenny genisteiny
zalezny od dawki genisteiny. Stosowanie wyzszych stezen tego zwigzku byly zwigzane ze
wzrostem guzoéw piersi, zwigkszong proliferacja komoérek 1 ekspresja pS2. Redukcja

materiatow do skali nano moze czasami prowadzi¢ do rozwoju nowych wlasciwosci
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strukturalnych, fitochemicznych, elektronicznych i magnetycznych, ktére nie sa obecne w
wigkszych czastkach zawierajacych ten sam material. Nanoczastki maja nowe wiasciwosci
fizyczne, takie jak zwickszony stosunek powierzchni do objetosci, inne miejsca reaktywne,
fadunek, ksztatt, mobilno$¢ 1 wiasciwosci termiczne. Forma czastek moze jednoznacznie
zmieni¢ ich wlasciwosci, a tym samym wptyw nanoczasteczek na dziatanie biologiczne. Z tego
powodu zwigzki te idealnie nadaja si¢ do diagnostyki i leczenia réznych chorob pozwalajac na
wczesniejsze wykrycie zmian patologicznych i1 skuteczniejsze leczenie pacjentoéw. Dotychczas
przeprowadzone badania kliniczne 1 obserwacje wskazujg, ze dzialanie genisteiny jest
niejednoznaczne - niektére z nich wykazuja na jej dziatanie ochronne w raku, a inne
kancerogenne. Biorac jednak pod uwage strukture genisteiny i jej udowodniony potencjal do
nasilania proliferacji komodrek nowotworowych, w szczegdlnosci w nowotworach
hormonozaleznych, zastosowanie redukcji wielko$ci czasteczek w moim badaniu miato

odwrotny wptyw i nasilito chorobe nowotworowa.

Wyniki badan, przeprowadzonych przez wielu naukowcow, wykazaty, iz istotng role w
inicjacji 1 progresji procesu nowotworowego, oprocz czynnikOw genetycznych, moga
odgrywa¢ zmiany na poziomie epigenetycznym [264]. Termin epigenetyka odnosi si¢ do
modyfikacji w ekspresji gendéw poprzez zmiany w metylacji DNA 1 strukturze chromatyny
[265-268]. Intensywno$¢ zmian moze regulowa¢ dynamike ekspresji genow. Do kluczowych
procesow odpowiedzialnych za regulacje epigenetyczng zaliczcamy metylacjc DNA,
modyfikacje histondw oraz potranskrypcyjng regulacje gendéw przez niekodujace RNA
okreslane jako mikroRNA (miRNA) [268]. Mechanizmy te sg krytycznymi elementami w
prawidlowym rozwoju i wzro$cie komarek, a ich modyfikacje przyczyniaja si¢ do powstawania
mig¢dzy innymi fenotypéw nowotworowych [269]. Wieloletnie obserwacje 1 badania wykazaty,
iz czynniki srodowiskowe, takie jak: zanieczyszczenia Srodowiska, nieodpowiednia dieta,
otyto$§¢ czy stres majg istotny wplyw na powstawanie zmian epigenetycznych [270].
Najczgsciej badang i1 najlepiej poznang modyfikacja epigenetyczng jest proces metylacji.
Zmiany globalnego lub miejscowego modelu metylacji DNA moga oddziatywaé na cato$¢
procesOw zwigzanych z przebiegiem transformacji nowotworowej zachodzacych zaréwno
droga zmian genetycznych, jak i epigenetycznych. Podczas procesu nowotworzenia dochodzié¢
moze do hipermetylacji wysp CpG, sekwencji powtérzonych DNA, gendw uczestniczacych w
kontroli przebiegu cyklu komodrkowego (pl4, pl5, pl6), opornosci na leki, angiogenezy,
réznicowania komoérkowego, czy naprawy uszkodzonego DNA [27, 30, 8]. Wykazano, iz

hipermetylacja moze rowniez zachodzi¢ w obrebie genu BRCA, ktory jest odpowiedzialny za
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wystgpowanie dziedzicznego raka piersi, a wyciszanie epigenetyczne tego genu moze
prowadzi¢ do inicjacji nowotworu [271]. Wptyw hipometylacji na onkogeneze wyraza si¢
nadekspresja onkogenow spowodowang demetylacjg regiondéw promotorowych tych
onkogendow. Nalezg do nich miedzy innymi geny: C-myc, c-fos, bcl-2, raf. Modyfikacje
histonow wplywaja na strukture chromatyny, przez co moga odgrywac istotng role¢ w regulacji
genow, deregulacji miRNA oraz kancerogenezie [272]. Dotychczasowe badania poréwnujace
profile ekspresji mMiIRNA w komodrkach nowotworowych i tkankach zdrowych wskazuja na
rozlegle zmiany w ekspresji miRNA podczas kancerogenezy. miRNA wywotujg dziedziczne
zmiany w ekspresji gendw bez zmiany sekwencji DNA i w ten sposob przyczyniaja si¢ do
powstawania zmian epigenetycznych. Ponadto, miRNA moga zaréwno regulowacé, jak i by¢
regulowane przez inne mechanizmy epigenetyczne i sg zaangazowane w regulacje transkrypcji,
proliferacje komorek i apoptoze (najczestsze procesy zwigzane z onkogenezg), a zmiana ich
ekspresji moze sprzyja¢ powstawaniu nowotwordow [272]. Chociaz miRNA sg niezbg¢dne dla
prawidtowe;j fizjologii komorek, ich nieprawidtowa ekspresja moze przyczyniac si¢ do rozwoju

szeregu chorob, w tym raka [270].

Zmiany profilu epigenetycznego materialu genetycznego mogg by¢ oceniane poprzez
pomiar zawarto§ci w moczu i surowicy nastepujacych zwigzkow: 3-metyloadeniny, 7-
metyloguaniny,  1-metyloguaniny,  1l-metyloadenozyny,  7-metyloguanozyny, O-
metyloguanozyny, N6-metylo-2’-deoksyguanozyny. Powyzsze zwigzki uwazane sg za
obiecujace biowskazniki w dziataniach prewencyjnych 1 $ledzeniu rozwoju procesu
nowotworowego. Podwyzszone stezenie badanych markerow w moczu stwierdzono u
pacjentdw min. z nowotworami piersi, ptuc, jajnikow, pecherza moczowego czy jelita grubego
[273-283]. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze suplementacja zwierzat
genisteing powoduje wzrost wydalania wyzej wymienionych metylowanych pochodnych w
moczu szczuréw traktowanych 7,12-dimetylobezno[a]antracenem. Wplyw genisteiny na
powstawanie pochodnych metylowych jest szczegolnie istotny we wczesnych etapach
kancerogenezy. W przypadku zwierzat otrzymujacych jedynie standardowa dietg, poziom
pochodnych metylowych wzrastal w trakcie trwania badania (O-metyloguanozyna, 1-
metyladenozyna, 7-metyloguanozyna) lub pozostawatl na stosunkowo niskim poziomie przez
caly okres badania (3-metyloadenina, 1-metyloguanina, 7-metyloguanina, N6-metylo-2'-
deoksyadenozyna). U zwierzat suplementowanych genisteing stezenie metylowych
pochodnych w moczu byto od poczatku bardzo wysokie. Warto zauwazy¢, ze najwyzsze

poziomy zmodyfikowanych nukleozydow stwierdzono w moczu zwierzat suplementowanych
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genisteing w 9 1 11 tygodniu zycia, co moglo si¢ przyczyni¢ do stymulacji rozwoju procesu
nowotworowego. Wykazano synergiczng reakcje DMBA 1 genisteiny w rozwoju procesu
nowotworowego u szczuréw. Wysokie poziomy pochodnych metylowych mogg by¢ zwigzane
ze zmianami w metabolizmie RNA oraz rozleglymi uszkodzeniami DNA, ktore sg zwigzane
mig¢dzy innymi z procesem kancerogenezy [284]. Wykazano, ze wzrost ekspresji gendw moze
by¢ spowodowany metylacja N-7 guaniny wysp CpG, co moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu
interakcji biatka/DNA oraz remodelingu chromatyny [285]. Istotna rola 7-metyloguanozyny w
rozwoju chordb cztowieka, zwlaszcza nowotwordw, moze wynikac¢ z jej wptywu na regulacje
ekspresji onkogendow i genow supresorowych oraz regulacji metabolizmu mRNA, miRNA,
tRNA oraz rRNA [280]. Dysregulacja stezenia N6-metylo-2’-deoksyguanozyny moze
przyczynia¢ si¢ do rozwoju chordb, w tym choroby nowotworowej [283]. Zwiazek ten bierze
udzial w regulacji transkrypcji genow, procesie naprawy DNA czy procesie replikacji [286].
Warto podkresli¢, iz 3-metyloadenina jest, poprzez hamujacy wplyw na S$ciezke
sygnatowg kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) klasy Ill, potencjalnym inhibitorem procesu
autofagii. Autofagia jest katabolicznym procesem autodystrukcji, odgrywajacym istotng role w
$mierci 1 przezyciu komorki 1 rozwoju nowotwordw. Istniejg doniesienia potwierdzajace, ze
zahamowanie autofagii moze stymulowac rozwdj i progresje procesu nowotworowego. Cho i
wsp. [281] wykazali istotnie statystyczny wzrost zawartosci 1-
metyloadenozyny (p <0.005), N2 N2-dimetyloguanozyny (p <0.01), 5-hydroksymetylo-2'-
deoksyurydyny (p <0.001), 8-hydroksy-2-deoksyguanozyny (p < 0.001) w moczu pacjentek z
nowotworem piersi (n=30) w odniesieniu do kobiet zdrowych. Bobrowska-Korczak i wsp.
[282] stwierdzili wzrost zawartosci O-metyloguanozyny, 7-metyloguanozyny oraz 1-
methyloadenozyny wraz z rozwojem procesu nOWOtwWOrowego W mMmOCZu SZCZUrOw
traktowanych DMBA. Wykazali, Ze suplementacja zwierzat nanocynkiem powoduje
zahamowanie rozwoju procesu nowotworowego indukowanego DMBA oraz istotne
statystycznie obnizenie stezenia 3-metyloadeniny, 7-metyloguaniny, 7-metyloguanozyny, N6-
metylo-2’-deoksyguanozyny w moczu badanych zwierzat. Porcelli i wsp. [275] stwierdzili, iz
wzrost stezenia 1-metyloguaniny w moczu pacjentéw z rakiem jelita grubego byl skutkiem
zwigkszonego metabolizmu kwasoéw nukleinowych w tkance nowotworowej, i/badz wzrostu
stopnia ich metylacji. Zawarto$¢ 7-metyloguaniny w moczu wzrasta podczas starzenia si¢
organizmu, co moze by¢ zwigzane z zaburzeniami procesu metylacji i przyczynia¢ si¢ moze do
indukcji raka. Podwyzszone stezenie 1-metyloadenozyny stwierdzono u pacjentéw z rakiem

piersi, jak robwniez z reumatoidalnym zapaleniem stawow [287-289].
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Podsumowujac uzyskane wyniki badan mozna stwierdzi¢, ze zawarto$¢
modyfikowanych zwigzkéw metylowych zalezy od rodzaju zastosowanej suplementacii.
Intensywny wzrost zawartosci badanych metylopochodnych w moczu szczuro6w moze byc¢
efektem synergicznej reakcji DMBA z nano, mikro i makrogenisteing. Na szczegdlng uwage
zastuguje fakt, iz najwyzsze stezenia badanych markeréw w moczu szczuréw stwierdzono we
wczesnym etapie rozwoju procesu nowotworowego. Poznanie mechanizméw dzialania
sktadnikow diety na procesy epigenetyczne moze mie¢ ogromne znaczenie w ich
wykorzystaniu zarowno w profilaktyce, jak rowniez wspomaganiu leczenia farmakologicznego

nowotworow, ale rowniez w ocenie bezpieczenstwa stosowania w/w zwigzkow.

Liczne badania wykazaly, ze w przebiegu procesu nowotworowego zaburzony jest
metabolizm kwasow tluszczowych [252, 290-291]. W zwiagzku z powyzszym w kolejnym
etapie prowadzonych badan dokonano oceny wpltywu suplementacji makro, mikro i
nanogenisteing na zawarto$¢, wzajemne proporcje i metabolizm kwasow tluszczowych w
surowicy krwi szczurdéw traktowanych czynnikiem kancerogennym. Dokonano oceny wplywu
genisteiny na aktywno$¢ A6-desaturazy oraz AS5-desaturazy oraz stopien aterogenno$ci i
trombogennosci kwasoéw thuszczowych w surowicy krwi szczuréw w warunkach procesu

nowotworowego.

Od wielu lat prowadzone sg badania majace na celu ustalenie zwigzku miedzy rodzajem
spozywanych z zywnos$cig kwasow tluszczowych, a ryzykiem wystgpienia chordb. Na wartos¢
zywieniowg produktéw spozywczych istotny wplyw ma rodzaj zawartych w nich kwasow
thuszczowych, w szczegélnosci ich budowa - dlugos¢ tancucha, obecno$¢ wigzan
nienasyconych, ich liczba, potozenie i konfiguracja, czyli tzw. izomeria potozenia, Cis-trans.
Kwasy tluszczowe nasycone (saturated fatty acids - SFA) charakteryzujg si¢ wystgpowaniem
miedzy atomami wegla wyltacznie wigzan pojedynczych. Jezeli w tancuchu weglowym
pomiegdzy atomami wegla wystepuje tylko jedno wigzanie podwojne, sa to kwasy ttuszczowe
mononienasycone (monounsaturated fatty acids - MUFA), natomiast jezeli w tancuchu
znajduje si¢ wiecej niz jedno wigzanie podwdjne, wowczas sg to kwasy wielonienasycone
(polyunsaturated fatty acids - PUFA). Ttuszcze dostarczone do organizmu z pozywieniem sg
zrodlem energii niezbednej do zapewnienia prawidlowego rozwoju i utrzymania funkcji
zyciowych organizmu [292-294]. Polowa wytworzonej energii wykorzystywana jest w czasie
przemian metabolicznych, natomiast pozostata cz¢$¢ zamieniana jest na ciepto [296]. Kwasy
thuszczowe sg sktadnikami fosfolipidéw bton komérkowych, gdzie odgrywaja role strukturalng

(budulcowa) i funkcjonalng. Moga wplywac¢ na metabolizm komorkowy, regulacje ekspresji
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gendw oraz s3 prekursorami wielu zwigzkow sygnatowych [292-294]. Ze wzgledu na brak w
organizmie czltowieka ukladéow enzymatycznych zdolnych do wprowadzania wigzan
podwojnych w pozycji n-3 i n-6 tancucha weglowego kwasy: a-linolenowy (ALA, 18:3 n-3) i
linolowy (LA, 18:2 n-6) nic moga by¢ syntetyzowane de novo, a ich jedynym zrodtem jest
dieta. Z tego powodu obydwa w/w kwasy, bedace prekursorami rodzin odpowiednio n-3 i n-6,
okreslane sa jako niezbedne nienasycone kwasy tluszczowy (NNKT) [296]. W wyniku
dziatania enzymow : A5 i A6-desaturaz oraz elongaz, poprzez kolejne przemiany, z kwasu ALA
powstaje kwas eikozapentaenowy (EPA, C20:5 n-3), kwas dokozapentaenowy (DPA, C22:5 n-
3), a nastgpnie kwas dokozaheksaenowy (DHA, C22:6 n-3). Natomiast z kwasu LA powstaje
kwas arachidonowy (C20:4 n-6). Niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe sg substratami w
syntezie eikozanoidéow - biologicznie aktywnych substancji o charakterze hormonow
tkankowych. Wsrdéd eikozanoidow mozna wyr6znié: prostaglandyny, prostacykliny,
tromboksany, leukotrieny i lipoksyny [296]. Przeprowadzono szereg badan majacych na celu
znalezienie zalezno$ci pomiedzy spozyciem poszczegdlnych kwaséw thuszczowych, a
ryzykiem wystapienia raka. Analiza wynikow wykazata, ze zwigkszona podaz SFA wraz z dieta
wigzata si¢ z obnizonym ryzykiem zachorowania na nowotwory [297]. Wplyw
jednonienasyconych kwasow thuszczowych na rozwoj raka nie jest do konca poznany, a wyniki
przeprowadzonych badan czgsto sg ze sobag sprzeczne. Autorzy wielu badan wykazali, ze
wysokie spozycie wielonienasyconych kwasoéw thuszczowych rodziny n-3 oraz odpowiedni
stosunek kwasow ttuszczowych n3/n6 w diecie dzialaja przeciwnowotworowo w wielu typach
nowotworow, w tym raku piersi [298, 299]. Wzbogacanie diety w dtugotancuchowe
wielonienasycone kwasy thuszczowe z rodziny n-3, na przyktad poprzez spozywanie ryb, moze
zwigkszy¢ przezywalnos$¢ kobiet, u ktorych wykryto raka piersi [300]. Stwierdzono, ze dieta

bogata w kwasy tluszczowe rodziny n-3 zmniejsza $miertelnos¢ o 16-34% [300].

W przeprowadzonym badaniu, w surowicy krwi szczurow, okreslono zawartos¢ 17
kwasow tluszczowych, w tym 6. kwasow nasyconych, 4. kwasow jednonienasyconych i 7.
Kwasow wielonienasyconych. W najwiekszej ilosci, w badanym materiale biologicznym,
wystepowaty kwasy: palmitynowy (C16:0) (w zakresie: 599+144 - 776+118), stearynowy
(C18:0) (w zakresie: 312455 - 412+94), oleinowy (C18:1 n-9) (w zakresie: 230+117 - 341+89)
oraz kwas linolowy (C18;2, n-6) (w =zakresie: 588+207 - 861+166). Wykazano, ze
suplementacja zwierzat genisteing nie wptywa w sposob istotny statystycznie na calkowite
stezenie nasyconych kwaséw tluszczowych. Jednak analizujagc zawarto$¢ poszczegdlnych

kwasow stwierdzono, ze zwierzeta suplementowane mikro i nanogenisteing charakteryzowaty
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si¢ istotnie statystycznie wyzsza zawarto$cia w surowicy krwi kwasu pentadekanowego
(C15:0) 1 heptadekanowego (C17:0) (z puli kwaséw nasyconych), w odniesieniu do zwierzat
otrzymujacych wylacznie diete¢ standardowa (pozbawionych suplementacji). Co ciekawe,
badania, ktore opisat Bao i wsp. w 2020 roku [301] wyraznie wskazujg, ze oba w/w kwasy
thuszczowe wykazujg dziatanie cytotoksyczne na komorki raka piersi typu MCF-7 i MCF-7/SC.
Dla przyktadu wykazano, ze kwas pentadekanowy hamowat zdolno§¢ migracyjng i inwazyjna
komorek, hamowat, indukowang przez interleuking-6, sygnalizacje JAK2/STAT3, powodujac
zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie sub-G1 oraz stymulowal proces apoptozy [301].
Opisane przez autoréw wyniki badan wskazuja na potencjalng aktywnos$¢
przeciwnowotworowa w/w nasyconych kwaséw ttuszczowych. Na podstawie przedstawionych
w pracy wynikow badan mozna stwierdzi¢, ze genisteina, w zalezno$ci od wielkosci
suplementowanych czastek, wptywa na zawarto$¢ nieparzystych kwasow thuszczowych w
surowicy krwi szczurow. Wzrost stezenia kwasu pentadekanowego i heptadekanowego w
surowicy krwi zwierzat suplementowanych nano i mikrogenisteing moze wskazywac¢ na jej
dzialanie ochronne (poprzez akumulacje kwasow tluszczowych, o udowodnionym dzialaniu
przeciwnowotworowym. Niestety rOwnoczesnie u zwierzat suplementowanych genisteing
stwierdzono wzrost intensywnosci rozwoju procesu nowotworowego. Warto podkresli¢, iz
wzrost kwasow ttluszczowych nastapit w fizjologicznym zakresie stezen, a nie w skrajnym
niedoborze. By¢ moze stezenia w/w kwasOw nasyconych byly zbyt niskie aby wywotaé efekt
przeciwnowotworowy. Eksperyment Bao i wsp. [301] zostat przeprowadzony w warunkach in

vitro, na komorkach raka piersi traktowanych wysokimi st¢zeniami kwasow thuszczowych.

Wielu badaczy potwierdzito, iz u pacjentéw z chorobg nowotworowa proporcje kwasow
thuszczowych (nasyconych, mono i wielonasyconych) w osoczu krwi sg zaburzone, w
poréwnaniu do 0séb zdrowych [302]. U 0séb chorych na nowotwory wykazano wzrost st¢zenia
kwasow jednonienasyconych (MUFA), przy jednoczesnym obnizeniu stezenia kwasow
nasyconych SFA [303]. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy zwigkszonym stgzeniem MUFA w
osoczu u ludzi, a zwigkszonym ryzykiem rozwoju raka [305-307]. Uwaza sig¢, ze
jednonienasycone kwasy tluszczowe pelnig role mediatora w transdukcji sygnaléw oraz
réznicowaniu komorek [304-305]. W przeprowadzonym badaniu zawarto§¢ MUFA byta
wyzsza W surowicy krwi szczurdw suplementowanych genisteing i wynosita odpowiednio:
516137 pg/ml (nano); 511£170 pg/ml (mikro), 412+95 pg/ml (makro), w odniesieniu do
zwierzat pozbawionych suplementacji - 334+140 pg/ml. Ze wzgledu na wysokie wartosci

odchylenia standardowego nie byly to jednak warto$ci istotne statystycznie. Wykazano, ze
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zwierzgta suplementowane mikro i nanogenisteing charakteryzowaty si¢ istotnie statystycznie
wyzsza zawarto$cig kwasow: palmitooleinowego, heksadecenowego, wakcenowego, w
odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete standardowa (pozbawionych
suplementacji). Lope i wsp. [299] stwierdzili, ze kobiety z wysokimi stezeniem kwasu
palmitooleinowego oraz wysokim stosunkem kwasu oleinowego do stearynowego
charakteryzowaty si¢ podwyzszonym ryzykiem zachorowania na raka piersi. Byberg i wsp.
[307] wykazali, ze ryzyko $mierci pacjentow z chorobg nowotworowg jest wyzsze w przypadku
0s0b z wysoka zawarto$cig w surowicy krwi kwasu palmitooleinowego. Zawartos¢ kwasu 16:1
n-7 oraz stosunek kwasow: (16:1n-7) do (16:0) w surowicy krwi pacjentow z choroba
nowotworowg $cisle koreluja ze wzrostem ich $miertelnosci. Luo i wsp. [298] stwierdzili, ze
stezenie kwasu palmitynowego (c16:1 n-7) oraz kwasu oleinowego (C18:1 n-9) jest istotnie
statystycznie wyzsze w komorkach raka piersi (MCF-7-CSC and EMT-CSC), w odniesieniu do
komorek zdrowych (brak CSC).

Wielonienasycone kwasy tluszczowe odgrywaja istotng role w modulacji szeregu
procesow, takich jak metabolizm, regulacja ekspresji genow, sygnalizacja komorkowa, czy
wystepowanie stanu zapalnego oraz wptywajg na strukturg bton komorkowych [308]. Badania
naukowe jednoznacznie wskazuja, ze zarowno stezenia MUFA, jak 1 PUFA sg wyzsze w
surowicy pacjentdow z nowotworami, niz w grupach kontrolnych [305, 306, 308]. W
przeprowadzonych badaniach stwierdzono istotnie statystycznie wyzszg zawarto$¢
jednonienasyconych, jak rowniez wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych (wartos¢
sumaryczna) w surowicy krwi zwierzat suplementowanych mikro i nanogenisteing, w
odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete¢ standardowa (pozbawionych
suplementacji), jak rdwniez suplementowanych makrogenisteing. Stwierdzono, ze stosunek
MUFA i PUFA do SFA oraz MUFA do PUFA byt istotnie statystycznie wyzszy w grupach
zwierzat suplementowanych nano i mikrogenisteing, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych
(pozbawionych suplementacji). Konieczno$¢ budowy nowych bton komdrkowych w procesie
replikacji komorek nowotworowych jest priorytetem [189]. Dostepnos$¢ odpowiednich kwasow
thuszczowych zapewnia, ze btona komorkowa dzielagcych si¢ komorek ma odpowiednig
strukture¢ 1 funkcjonalnos¢. Odpowiednia podaz kwasow MUFA 1 PUFA zapewniajg
odpowiednig ptynno$é, funkcjonalnos¢ i elastycznos$¢ blon komorkowych. W zwigzku z
powyzszym, przy udziale A9-desaturazy (znanej jako desaturaza stearyloCoA A, SCD-1)
kwasy nasycone przeksztatcane sg do kwaséw jednonienasyconych. Substratami w/w reakcji

sg najczescie] kwas palmitynowy (C16:0) oraz kwas stearynowy (18:0). U pacjentdw z chorobg
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nowotworowg stwierdzono wystepowanie nadekspresji genu A9-desaturazy regulowang przez
kaskady sygnalizacyjne typu MAPK i AKT. Dostepnos¢ PUFA w puli lipidow regulowana jest
poprzez zawartos¢ kwasow omega 3 1 omega 6 w diecie. Odpowiednia podaz PUFA jest
niezbedna do budowy bton komodrkowych o odpowiednim sktadzie, ale rowniez
wielonienasycone kwasy tluszczowe sa prekursorami mediatorow stanu zapalnego. Stan
zapalny jest istotnym czynnikiem powodujagcym aktywacje komorek nowotworowych do
proliferacji. Co ciekawe, zwierzeta suplementowane mikro i nanogenisteing charakteryzowaty
si¢ istotnie statystycznie wyzsza zawarto$cig kwasow: kwasoéw linolowego, gamma-
linolenowego 1 arachidonowego, w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wytacznie diete
standardowa (pozbawionych suplementacji). Kwas linolowy jest prekursorem kwasu
arachidonowego i eikozanoidéw o dzialaniu prozapalnym. Eikozanoidy stymuluja proliferacje
komorek nowotworowych i wzrost tkanki zmienionej nowotworowo [189]. Kwas linolowy
wplywa promujaco na angiogeneze komorek nowotworowych, co przyspiesza rozwdj guza,
zwigksza jego objetos¢ i prowadzi do powstawania przerzutow [309]. Stwierdzono, ze
suplementacja zwierzat nanogenisteing wykazata tendencje do stymulowata aktywno$¢ AS5-
desaturazy. Z badan wynika, iz istnieje zalezno$¢ pomig¢dzy aktywnoscig A5-desaturazy i
rozwojem raka [310]. AS- desaturaza moze stymulowac proces kancerogenezy poprzez wpltyw
na metabolizm kwasow tluszczowych w srodowisku guza. Kwas arachidonowy moze by¢ przy
udziale cyklooksygenazy 2 (COX-2) i syntetazy przeksztatcany do prostaglandyny E2 (PGE2).
Wazrost zawarto$§ci PGF2 1 aktywnosci COX-2 stymuluje proliferacje, inwazje i hamuje
apoptoze komorek nowotworowych [310]. Wielu badaczy uwaza, ze zahamowanie aktywnosci
A5-desaturazy powinno by¢ potencjalnym celem w nowych terapiach przeciwnowotworowych
[310]. W surowicy krwi szczuré6w suplementowanych makrogenisteing wykazano istotnie
statystycznie nizsze stezenie kwasOw EPA 1 DHA, w odniesieniu do wszystkich pozostatych
grup. Szereg badan przeprowadzonych w warunkach in vitro dowodzi, ze kwasy tluszczowe
z rodziny n-3 hamuja rozwoj komorek raka gruczotu sutkowego [311]. Wykazano ujemnag
zalezno$¢ migdzy stezeniami kwasow thuszczowych z rodziny n-3 w surowicy krwi, a ryzykiem
wystepowania nowotworow [300]. W grupie zwierzat suplementowanych makrogenisteing
stwierdzono najnizsza aktywno$¢ AS-desaturazy, jak rowniez istotnie statystycznie najwyzsza
warto$¢ indeksu aterogennego 1 trombogennego, w odniesieniu do zwierzat suplementowanych

mikro 1 nanogenisteing, jak i pozbawionych suplementacji.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze suplementacja zwierzat nano, Mikro i

makrogenisteing wplywa zar6wno na zawarto$¢ poszczegolnych kwasow thuszczowych, jak i
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profil kwasoéw tluszczowych w surowicy krwi szczurow traktowanych DMBA. Warto
podkresli¢, iz w ocenie wptywu wybranych skladnikow diety na zawartos¢ i profil kwasow
thuszczowych istotna jest indywidualna analiza ich stezen, jak rowniez ocena aktywnosci
desaturaz. Warto podkresli¢, ze suplementacja zwierzat zaréwno makro, mikro, jak i
nanogenisteing stymulowata intensywno$¢ procesu nowotworowego, ale mechanizm tego

dziatania nie zawsze byt analogiczny.

Nastepnym celem prowadzonych badan byla ocena wplywu nano, mikro i
makrogenisteiny na zawarto$¢ kwaséw 5-, 12- i 15-hydroksyeikozatetracnowych, kwasow
hydroksyoktadekadienowych oraz kwasu 12-hydroksyeikozapentaenowego w surowicy krwi
szczurow traktowanych czynnikiem kancerogennym. Zbadano wptyw suplementacji genisteing
na zawartos$¢ interleukiny 6, interleukiny 1 oraz metaloproteinazy 9 w surowicy krwi szczurow
traktowanych DMBA. Stan zapalny jest jednym z czynnikOw inicjacji i progresji procesu
nowotworowego [312, 313]. Kwasy tluszczowe podlegaja procesom metabolicznym, na drodze
ktérych powstaja substancje o charakterze modulatorow odpowiedzi immunologicznych 1
stanéw zapalnych migdzy innymi: pochodne kwasow hydroksyeikozatetraenowych (HETE),
hydroksyoktadekadienowych (HODE) oraz hydroksyeikozapentaenowych (HEPE) [314, 315].
Kwas arachidonowy, metabolizowany przez enzymy odpowiednio 5-, 12- i 15-lipooksygenaz¢
(5-LOX, 12-LOX, 15-LOX), jest przeksztalcany w kwasy hydroksyeikozatetracnowe,
odpowiednio  kwas  5-hydroksyeikozatetraenowy  (5-HETE), kwas 12-hydroksy-
eikozatetraenowy (12-HETE) oraz kwas 15-hydroksyeikozatetraenowy (15-HETE). Kwasy
hydroksyoktadekadienowe (HODE) powstaja na drodze metabolizmu kwasu linolowego. W
wyniku utleniania kwasu linolowego poprzez 12-LOX i 15-LOX powstaja: kwas 9-
hydroksyoktadekadienowy (9-HODE) oraz kwas 13-hydroksyoktadekadienowy (13-HODE).
Przy udziale 12-lipooksygenazy z kwasu eikozapentaenowego powstaje kwas 12-
hydroksyeikozapentaenowy (12-HEPE). Wyzej wymienione metabolity kwasow thuszczowych
nawet w bardzo matych stezeniach charakteryzuja si¢ duza aktywnoscig biologiczng [313-
316]. Moga odgrywac istotng rolg w rozwoju i przebiegu szeregu chorob, w tym miazdzycy,
chorob uktadu krazenia, alergii, choréob o podtozu autoimmunologicznym czy chorob
nowotworowych. Kierunek tego dziatania zalezy od typu powstatych zwigzkow 1 kaskady
reakcji, w ktorych biora one udziat [313, 314]. Na podstawie przeprowadzonych badan
wykazano istotnie statystycznie nizszg zawarto$¢ 12-HEPE (p=0,001); HODE (p=0,0001) oraz
12-HETE (p=0,0001) w surowicy krwi szczuré6w suplementowanych genisteing, w odniesieniu

do zawartosci w/w markerow w surowicy krwi szczurow otrzymujacych wytacznie diete
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standardowg (pozbawionych suplementacji). Kwas 15-HEPE jest uznawany za mozliwy
modulator procesu nowotworowego. Traktowanie komorek nowotworowych 15-HEPE
powoduje zahamowanie ich wzrostu. Stwierdzono, iz 15-HEPE powoduje zahamowanie
wychwytu S3H-tymidyny (markera proliferacji i wzrostu komorek) przez komorki
nowotworowe. Wykazuje dzialanie modulujace proliferacje i apoptoze komorek [317]. Kwas
13-HODE moze wplywac na rozwoj 1 przebieg procesu nowotworowego poprzez regulacje
ruchliwo$ci komorek rakowych oraz ich adhezje 1 migracje poprzez kapilary w §roédblonku.
Jezeli komoérki nowotworowe nie moga przylegac¢ do srodbtonka oraz migrowac przez barierg,
utrudnia to stabilizacj¢ ognisk przerzutowych. Wykazano, ze komorki nowotworowe
wytwarzajace niewielkie ilosci 13-HODE odznaczajg si¢ tatwiejszg adhezjg do srodblonka. W
badaniach przeprowadzonych przez Tavakoli-Yaraki M. i wsp. [318] stwierdzono, ze 13-
HODE hamuje wzrost komorek nowotworowych zaréwno typu MCF-7, jak i MDA-MB-231.
Powoduje zatrzymanie cyklu komoérkowego i indukuje apoptoze, obniza poziom ekspresji
receptora PPAR-6. Wykazano, ze zaréwno ekspresja 15-LOX, jak i stezenie HODE sg obnizone
w komorkach raka [319]. Pacjentki z nowotworami piersi majg znacznie obnizony poziom 15-
LOX w zmienionych nowotworowo tkankach gruczotu piersiowego, w odniesieniu do poziomu
w tkankach gruczotu piersiowego pozyskanych od kobiet zdrowych [320, 321]. Trudno jest
wytlumaczy¢ obnizenie stezenia 12-HETE w surowicy krwi badanych szczuréw albowiem jest
to zwigzek o dzialaniu hamujacym proces apoptozy, promujacym angiogenez¢ guza oraz
adhezj¢ komorek nowotworowych do komorek srodbtonka [322]. By¢ moze rezultat ten jest
efektem hamujacego dziatania genisteiny na aktywnos$¢ zarowno 15, jak 1 12 lipoksygenazy
[323]. Interleukiny s3 biatkami nalezacymi do grupy cytokin [324, 325]. Cytokiny
odpowiedzialne s3 za komunikacj¢ pomie¢dzy komorkami. Warunkuja one wzajemne
oddziatywanie komorek. W stgzeniach fizjologicznych interleukiny odgrywaja istotng rolg¢ w
proliferacji, dojrzewaniu, migracji oraz adhezji komorek. Wykazano, ze maja wpltyw na
procesy metaboliczne oraz uklad neuroendokrynny, biorgc tym samym udzial w utrzymaniu
homeostazy w organizmie [326]. Jednakze interleukiny moga odgrywac rowniez istotng role w
procesie nowotworowych, w tym: w inicjacji kancerogenezy, angiogenezie oraz powstawaniu
przerzutow [195, 327-329]. Wykazano wystepowanie podwyzszonego stezenia interleukin IL-
1 w ptynach ustrojowych pacjentdw chorych na nowotwory, w odniesieniu do os6b zdrowych
[330]. U pacjentow chorujacych na nowotwory stwierdzono miejscowg lub ogoélnoustrojowa
nadekspresje genu kodujacego IL-6 [196, 329, 330]. Badania przeprowadzone przez
Koztowskiego i wsp. [329] wykazaly wyzsze st¢zenie IL- 6 w surowicy krwi pacjentek w 111

stadium choroby, w odniesieniu do pacjentek w II stadium choroby. Podwyzszony poziom IL-
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1 i/lub IL6 w surowicy krwi pacjentow zazwyczaj zwigzany jest ze ztym rokowaniem oraz
niska przezywalnos$cia chorych na raka piersi [330, 331]. Wykazano, ze w tkance zmienionej
nowotworowowo stezenie interleukin z rodziny 1 oraz IL-6 jest znacznie wyzsze w odniesieniu
do tkanki zdrowej [327]. Na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono jednak
istotnych statystycznie roznic w zawartosci IL-1 1 IL 6 w surowicy krwi szczurdéw traktowanych
DMBA, w zaleznosci od zastosowanej suplementacji. Tang i wsp. [332] wykazali, ze genisteina
hamuje ekspresj¢ genu 1 zapobiega tworzeniu si¢ Il w przypadku traktowanych
promieniowaniem UVB keratynocytow. Lee i wsp. [333] wykazali, ze suplementacja genisteing
myszy traktowanych dietylonitrozoaming (DEN) powoduje obnizenie ekspresji genow 11-6 i
TNF (w odniesieniu do zwierzat z grupy kontrolnej). Przeciwzapalne dzialanie genisteiny
wykazano w szeregu badaniach [334]. Co cickawe, stwierdzono, ze zwierzeta suplementowane
nano, mikro i makrogenisteing charakteryzowaty si¢ wyzszym stgzeniem metaloproteinazy 9 -
MMP-9, w poréwnaniu do zwierzat pozbawionych suplementacji (0,64 + 0,35 pg/mL),
jednakze ze wzgledu wysoka wartos$cig odchylenia standardowego wyniki te nie byly istotne
statystycznie.  Metaloproteinazy — macierzy = zewnatrzkomodrkowej  stanowig  grupe
metalozaleznych enzymow proteolitycznych nalezacych do endopeptydaz, uczestniczacych w
degradacji biatek bton podstawowych i1 macierzy zewnatrzkomorkowej, co umozliwia
przebudowe tkanek 1 przemieszczanie si¢ komorek, zarowno w przebiegu procesow
fizjologicznych, stanéw zapalnych, jak i chorob nowotworowych [335]. MMP-9 reguluje
aktywno$¢ czynnikéw wzrostu, cytokin, a zwlaszcza chemokin [335]. Metaloproteinaza 9
odgrywa istotng role w procesie nowotworzenia [336]. Charakteryzuje si¢ zdolnoscig do
degradacji kolagenu typu IV, aprzez to uczestniczy w mechanizmie uszkadzania btony
podstawnej naczyn. Cecha ta warunkuje proces angiogenezy, miejscowego wzrostu nowotworu
| powstanie przerzutow [336]. Po przekroczeniu btony podstawnej naczyn krwionosnych przez
nowotwor zyskuje on mozliwo$¢ tworzenia przerzutow w miejscach odleglych od ogniska
pierwotnego. W przypadku raka piersi stwierdzono wzrost stezenia i aktywnosci
metaloproteinaz wraz z zaawansowaniem nowotworu. Ich wzmozona ekspresja w nacieku
nowotworowym jest uwazana za nowy czynnik prognostyczny, ale tez za czynnik monitorujacy

skuteczno$¢ terapii w przebiegu choroby nowotworowej [336].

Podsumowujac, wykazano, ze suplementacja zwierzat nano, mikro i makrogenisteing
ma wplyw na st¢zenia markerow stanu zapalnego w surowicy krwi szczurdéw traktowanych

7,12-dimetylobenzo[a]antracenem. Ze wzgledu na role jaka stan zapalny moze odgrywaé w
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rozwoju i przebiegu procesu nowotworowego niezbgdne jest przeprowadzenie dalszych badan

w tym Kierunku.
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V1. WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze w zastosowanym modelu
suplementacja genisteing dzialala synergistycznie z DMBA i stymulowala rozwdj
procesu nowotworowego u szczuréw. Nanogenisteina stymulowata inicjacje procesu
nowotworowego, powodowata wzrost masy guzow oraz wzrost ztosliwosci. Makro i
mikrogenisteina  stymulowaly  wzrost intensywnosci  proliferacji  komorek

nowotworowych.

2. Wykazano, iz zawarto$¢ wybranych metylopochodnych w moczu szczuréw zalezy od
rodzaju zastosowanej suplementacji. Skutkiem suplementacji zwierzat genisteing byt
wzrost zawartosci  3-metyloadeniny, 7-metyloguaniny, 1-metyloguaniny, 1-
metyloadenozyny,  7-metyloguanozyny, = O-metyloguanozyny, = N6-metylo-2’-
deoksyguanozyny w moczu szczuréw w warunkach procesu nowotworowego. Poznanie
Mmechanizméw dzialania sktadnikéw diety na procesy epigenetyczne moze mieé
ogromne znaczenie w ich wykorzystaniu zaré6wno w profilaktyce, jak roéwniez
wspomaganiu leczenia farmakologicznego nowotwordéw, ale réwniez w ocenie

bezpieczenstwa ich stosowania.

3. Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze suplementacja zwierzat nano, mikro i
makrogenisteing wplywa zarowno na zawartos¢ poszczegdlnych kwasow
thuszczowych, jak rowniez profil kwasow ttuszczowych w surowicy krwi szczurow
traktowanych DMBA. Zwierzgta suplementowane mikro 1 nanogenisteing
charakteryzowaly si¢ istotnie statystycznie wyzszg zawarto$cia kwasow:
pentadekanowego, heptadekanowego, palmitooleinowego, heksadecenowego,
wakcenowego oraz kwasow linolowego, gamma-linolenowego i arachidonowego w
odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete standardowa (pozbawionych
suplementacji). Wykazano istotnie statystycznie wyzsza zawarto$¢ zardwno
jednonienasyconych, jak 1 wielonienasyconych kwasow tluszczowych (warto$¢
sumaryczna) w surowicy krwi zwierzat suplementowanych mikro i nanogenisteing, w
odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wytacznie diete standardowa (pozbawionych

suplementacji).

4. Suplementacja zwierzat nano, mikro i makrogenisteing ma wptyw na st¢zenia markerow
stanu  zapalnego w  surowicy  krwi  szczuréw  traktowanych  7,12-

dimetylobenzo[a]antracenem. Wykazano istotnie statystycznie nizszg zawarto$¢ 12-
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HEPE; HODE oraz 12-HETE w surowicy krwi szczurow suplementowanych
genisteing, w odniesieniu do zawarto$ci w/w markerow w surowicy krwi szczuréw

otrzymujacych wytacznie diete standardowa (pozbawionych suplementacji).

Intensywnos$¢ przebiegu procesu nowotworowego, jak rowniez zawarto$¢ wybranych
biomarkerow w materiale biologicznym zalezy od wielkosci czastek w jakich

suplementowana byta genisteina.

Suplementacja zwierzat nano, mikro i makrogenisteing ma wptyw zard6wno na rozwoj
procesu nowotworowego, jak rowniez na stezenia wybranych markeréw w ptynach
biologicznych szczuréow traktowanych 7,12-dimetylobenzo[a]antracenem. Poznanie
mechanizméw dziatania genisteiny w oparciu o analiz¢ wybranych biomarkerow
wydaje si¢ mie¢ ogromne znaczenie w ocenie bezpieczenstwa jej stosowania. Istnieje

potrzeba prowadzenia dalszych badan w tym kierunku.
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VIIl. STRESZCZENIE

1. Streszczenie w jezyku polskim

WSTEP

W poszukiwaniu zwiazkéw o dziataniu przeciwnowotworowym duzg uwage zwraca si¢
na badania dotyczace genisteiny. Wykazano, ze genisteina moze wykazywaé dziatanie
przeciwnowotworowe min. poprzez indukowanie apoptozy, wplyw na cykl komodrkowy,
hamowanie procesu angiogenezy, aktywnos$¢ antyproliferacyjng. Z drugiej strony istniejg dane
potwierdzajace pronowotworowe dziatanie genisteiny, szczegodlnie w typach nowotwordéw
hormonozaleznych. W zwiagzku z powyzszym nadal nie wiemy komu, w jakich dawkach nalezy
podawac genisteing, aby osiagnaé pozadany efekt zdrowotny, do konca nieznany jest
mechanizm jej dziatania na etapie inicjacji I progresji procesu nowotworowego. Istotna jest
rowniez odpowiedz na pytanie czy stosowanie suplementéw zawierajacych genisteing w
kontekscie ryzyka rozwoju choroby nowotworowej, jest dla kobiet bezpieczne. Kolejnym
waznym aspektem jest odpowiedZ na pytanie w jaki sposob bedzie dziatata genisteina w
formach mikro 1 nano? Nanoczastki wykazuja inng aktywno$¢ fizyczna, chemiczng i
biologiczng niz makrozwiazki. Nalezy zaznaczy¢, ze w piSmiennictwie wcigz brakuje badan z

przedstawionego zakresu.

CEL PRACY

Celem przeprowadzonych badan byla ocena wptywu genisteiny w formach nano, mikro
1 makro na intensywno$¢ przebiegu procesu nowotworowego indukowanego 7,12-
dimetylobenzo[a]antracenem u szczurO6w oraz poznanie mechanizmow tego dziatania. Dokonano
oceny wptywu genisteiny na kinetyke zmian zawartos$ci 3-metyloadeniny, 7-metyloguaniny, 1-
metyloguaniny, 1-metyloadenozyny, 7-metyloguanozyny, O-metyloguanozyny, N6-metylo-2’-
deoksyguanozyny w moczu szczurOw w warunkach procesu nowotworowego. Oznaczono
zawarto$¢ kwasow tlhuszczowych w surowicy krwi szczurow. Dokonano oceny wplywu
genisteiny na aktywno$¢ A6-desaturazy oraz AS-desaturazy oraz stopien aterogennosSCi i
trombogennosci kwasow thuszczowych w surowicy krwi szczuréw. Zbadano wptyw nano,
mikro i makrogenisteiny na zawarto$¢ kwasow 5-, 12- i 15-hydroksyeikozatetraenowych,

kwasow hydroksyoktadekadienowych oraz kwasu 12-hydroksyeikozapentaenowego, jak
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réwniez zawarto$¢ interleukiny 6 (IL-6), interleukiny 1 (IL-1) oraz metaloproteinazy 9 (MMP-

9) w surowicy krwi szczurow.

MATERIAL I METODYKA

Materiatlem biologicznym do badan byly: mocz, surowica krwi oraz guzy pozyskane od
samic szczurOw szczepu Sprague-Dawley (n=32). Po 10 dniowym okresie adaptacji do
warunkow eksperymentu zwierzgta zostaly losowo podzielone na 4 grupy: zwierzeta
pozbawione suplementacji, zwierzeta suplementowane w dawce 0,2 mg/kg m.c. makro, mikro
(587+£83 nm), badz nano (92+41 nm) genisteing. Genisteina zawieszona w 0,4 ml wody,
podawana byla zwierzgtom za pomoca sondy dozotagdkowej od 40 dnia zycia do 20 tygodnia
zycia szczurdw. W celu zachowania warunkéw eksperymentalnych, zwierzeta z grupy
kontrolnej otrzymywaly za pomoca sondy dozotadkowej 0,4 ml wody. W celu wywotania
nowotworu sutka (adenocarcinoma), szczurom podano sonda dozotadkowa (DMBA). Do
przeprowadzenia badan zastosowano nast¢pujace techniki analityczne: chromatografi¢
cieczowy z detekcja spektrometrii mas, chromatografi¢ gazowa z z detekcja spektrometrii mas,
metody immunoenzymatyczne, chromatografi¢ cieczowa z detekcje UV, oraz metode

spektrofotometryczng.

WYNIKI

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, Ze suplementacja zwierzat
genisteing w formie makro, mikro 1 nano spowodowata wzrost intensywnos$ci przebiegu
procesu nowotworowego u szczurOw. Nanogenisteina stymulowala inicjacj¢ procesu
nowotworowego, powodowata stymulacje wzrostu guzow. Makro 1 mikrogenisteina
powodowata wzrost intensywno$ci proliferacji komorek nowotworowych. Skutkiem
suplementacji zwierzat genisteing byt wzrost zawartosci 3-metyloadeniny, 7-metyloguaniny, 1-
metyloguaniny, 1-metyloadenozyny, 7-metyloguanozyny, O-metyloguanozyny, N6-metylo-2’-
deoksyguanozyny w moczu szczuréw w warunkach procesu nowotworowego. Suplementacja
zwierzat nano, mikro i makrogenisteing wptywa zar6wno na zawarto$¢ poszczegolnych
kwasow tluszczowych, jak réwniez profil kwaséw thuszczowych w surowicy krwi szczurow
traktowanych DMBA. Zwierzgta suplementowane mikro 1 nanogenisteing charakteryzowaty

si¢ istotnie statystycznie wyzsza zawartoscig kwasow: pentadekanowego, heptadekanowego,
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palmitooleinowego, heksadecenowego, wakcenowego oraz kwasoéw linolowego, gamma-
linolenowego i arachidonowego, w odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete
standardowag (pozbawionych suplementacji). Wykazano istotnie statystycznie wyzszg
zawarto$¢ zaré6wno jednonienasyconych, jak i1 wielonienasyconych kwasow thuszczowych
(warto$¢ sumaryczna) w surowicy krwi zwierzat suplementowanych mikro i nanogenisteing, w
odniesieniu do zwierzat otrzymujacych wylacznie diete¢ standardowa (pozbawionych
suplementacji). Wykazano istotnie statystycznie nizszg zawarto$¢ 12-HEPE, HODE oraz 12-
HETE w surowicy krwi szczurow suplementowanych genisteing, w odniesieniu do zawartosci
w/w markeréw w surowicy krwi szczurow otrzymujacych wytacznie diete standardowa,

pozbawionych suplementacji.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze suplementacja zwierzat nano,
mikro i makrogenisteing miata wplyw zaréwno na rozwoj procesu nowotworowego, jak
rowniez na stezenia wybranych markerow w ptynach biologicznych szczuréw traktowanych
7,12-dimetylobenzo[a]antracenem. Poznanie mechanizméw dziatania genisteiny w oparciu o
analize wybranych biomarkerow wydaje si¢ mie¢ ogromne znaczenie w ocenie bezpieczenstwa

jej stosowania. Istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badan w tym kierunku.

2. Streszczenie w jezyku angielskim

INTRODUCTION

In the search for compounds with anti-cancer effects, research on genistein has received
considerable attention. It has been shown that genistein can exhibit anticancer effects by, among
other things, inducing apoptosis, affecting the cell cycle, inhibiting angiogenesis, and
antiproliferative activity. On the other hand, there are data supporting the pro-cancerous effect
of genistein, especially in hormone-dependent cancer types. In view of the above, we still do
not know to whom, in what doses genistein should be administered to achieve the desired health
effect, the mechanism of its action at the stage of initiation and progression of the cancer process
is still unknown to the end. It is also important to answer the question of whether it is safe for

women to use supplements containing genistein in the context of cancer risk. Another important

158



aspect is the answer to the question of how genistein in micro and nano forms will work?
Nanoparticles exhibit different physical, chemical and biological activity than macro
compounds. It should be noted that there is still a lack of research in the literature in the field

presented.
AIM

The aim of this study was to evaluate the effect of genistein in nano, micro and macro
forms on the intensity of 7,12-dimethylbenzo[a]anthracene-induced tumorigenesis in rats and
to understand the mechanisms of this effect. The effect of genistein on the kinetics of changes
in the content of 3-methyladenine, 7-methylguanine, 1-methylguanine, 1-methyladenosine, 7-
methylguanosine, O-methylguanosine, N6-methyl-2'-deoxyguanosine in the urine of rats under
the conditions of the tumor process was evaluated. The content of fatty acids in the blood serum
of rats was determined. The effect of genistein on the activity of A6-desaturase and AS5-
desaturase and the degree of atherogenicity and thrombogenicity of fatty acids in rat serum was
evaluated. The effects of nano-, micro- and macro-genistein on the content of 5-, 12- and 15-
hydroxyyeicosatetraenoic acids, hydroxyoctadecadienoic acids and 12-
hydroxyyeicosapentaenoic acid, as well as the content of interleukin 6 (IL-6), interleukin 1 (IL-

1) and metalloproteinase 9 (MMP-9) in rat serum were investigated.

MATERIAL AND METHODOLOGY

The biological material for the study was urine, blood serum and tumors obtained from
female rats of the Sprague-Dawley strain (n=32). After a 10-day period of adaptation to the
conditions of the experiment, the animals were randomly divided into 4 groups:
unsupplemented animals, animals supplemented at a dose of 0.2 mg/kg b.w. with macro, micro
(587£83 nm), or nano (92+41 nm) genistein. The genistein, suspended in 0.4 ml of water, was
administered to the animals via an intragastric probe from the 40th day of life to the 20th week
of life of the rats. To maintain experimental conditions, animals in the control group received
0.4 ml of water via an intragastric probe. To induce mammary neoplasia (adenocarcinoma), the
rats were administered with an intragastric probe (DMBA). The following analytical techniques
were used to conduct the study: liquid chromatography with mass spectrometry detection, gas
chromatography with mass spectrometry detection, immunoenzymatic methods, liquid

chromatography with UV detection, and spectrophotometric method.
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RESULTS

Based on the study, it was shown that supplementation of animals with genistein in
macro, micro and nano forms increased the intensity of the tumor process in rats. Nanogenistein
stimulated the initiation of the tumor process, caused stimulation of tumor growth. Macro and
micro genistein caused an increase in the intensity of tumor cell proliferation. The effect of
supplementation of animals with genistein was an increase in the content of 3-methyladenine,
7-methylguanine,  1-methylguanosine,  1-methyladenosine,  7-methylguanosine, O-
methylguanosine, N6-methyl-2'-deoxyguanosine in the urine of rats under tumor process
conditions. Supplementation of animals with nano, micro and macrogenistein affects both the
content of individual fatty acids and the fatty acid profile in the blood serum of DMBA-treated
rats. Animals supplemented with micro- and nanogenistein were characterized by a statistically
significantly higher content of pentadecanoic, heptadecanoic, palmitoleic, hexadecenoic,
vaccenic acids, as well as linoleic, gamma-linolenic and arachidonic acids, with respect to
animals receiving a standard diet only (without supplementation). There was a statistically
significantly higher content of both monounsaturated and polyunsaturated fatty acids (total
value) in the blood serum of micro- and nanogenistein-supplemented animals, with respect to
animals receiving only a standard diet (without supplementation). There was a statistically
significantly lower content of 12-HEPE, HODE and 12-HETE in the blood serum of genistein-
supplemented rats, with respect to the content of the aforementioned markers in the blood serum

of rats receiving only a standard diet, devoid of supplementation.

CONCLUSIONS

Based on the study, it was shown that supplementation of animals with nano, micro and
macro genistein had an effect on both the development of the tumor process, as well as on the
concentrations of selected markers in the biological fluids of rats treated with 7,12-
dimethylbenzanthracene. Learning about the mechanisms of action of genistein based on the
analysis of selected biomarkers seems to be of great importance in assessing the safety of its

use. There is a need for further research in this direction.
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