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1. Wstep

Promieniowanie fal elektromagnetycznych (np. promieniowanie ultrafioletowe,
radiowe, mikrofalowe, gamma), korpuskularne (np. promieniowanie alfa, beta), czy
mieszane (np. promieniowanie kosmiczne, naturalne) jest nieustannie obecne w zyciu
cztowieka. Na dzialanie promieniowania jonizujacego (rentgenowskie, gamma, alfa, beta)
czlowiek jest narazony, m.in. podczas badan diagnostycznych czy radioterapii oraz
w czasie wykonywania czynno$ci zawodowych. Do nieplanowanego narazenia na
promieniowanie, zwykle w wigkszych dawkach, moze dojs$¢ na przyktad na skutek ataku
terrorystycznego z uzyciem izotopu czy awarii elektrowni jadrowej. Jonizacja
towarzyszaca promieniowaniu stanowi niebezpieczenstwo dla zdrowia cztowieka, indukuje
stres oksydacyjny, ktory moze uszkadza¢ biatka, lipidy bltonowe, DNA oraz RNA.
Promieniowanie jonizujgce jest czynnikiem mutagennym, ekspozycja na ten rodzaj
promieniowania zwigksza ryzyko wystgpienia nowotworow zto§liwych (Leuraud i wsp.,
2015). Jednak promieniowanie jonizujagce stosowane w sposOb kontrolowany znalazto
zastosowanie w medycynie, zarbwno w celach diagnostycznych (radiologia), jak
i leczniczych (radioterapia). Zrédta promieniotworcze sa czgsto wykorzystywane rowniez
w innych dziedzinach zycia, takich jak przemyst wyrobéw medycznych (sterylizacja
radiacyjna), rolnictwo i przemyst spozywczy (utrwalanie zywnosci) czy badania naukowe
(Radwan i Mohamed, 2018).

Zgodnie z art. 25 b ustawy z dnia 20 lipca 1991 r. o Inspekcji Ochrony Srodowiska
(Dz. U. z 2013 1., poz. 686, z pozn. zm.) Gléwny Inspektorat Ochrony Srodowiska (GIOS)
opracowuje, nie rzadziej niz raz na 4 lata, raport o stanie srodowiska w Polsce. Wedlug
ostatniego  raportu GIOS udziat réznych Zrdédet promieniowania jonizujacego
w $redniorocznej dawce skutecznej otrzymanej przez statystycznego mieszkanca Polski
w 2012 roku wynosit dla zrodet naturalnych 73,6% catkowitego narazenia radiacyjnego
wyrazonego jako dawka skuteczna, ze zrodet stosowanych w medycynie (m.in. tomografia
komputerowa, mammografia, radioterapia) 26% dawki skutecznej, natomiast inne formy
dziatalnosci czlowieka mogace powodowaé wzrost promieniowania stanowity ok. 0,4%
calkowitego narazenia radiacyjnego (m.in. pozostale w srodowisku sztuczne radionuklidy
pochodzace z wybuchow jadrowych z lat 50., awarie jadrowe) (Glowny Inspektorat
Ochrony Srodowiska, Raport 2014).

Wedtug szacunkow brytyjskiego Krajowego Zespolu ds. Ochrony Radiologicznej
(ang. National Radiological Protection Board — NRPB) fgczna ekspozycja populacji
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Wielkiej Brytanii na wszystkie zrodla promieniowania jonizujacego, w ciagu calego zycia
odpowiada za okoto 1%  zgonéw  zpowodu nowotwordw  zto§liwych
(http://www.nrpb.org/radiation_  topics/risks/cancer_risk.htm, 22 listopada 2002 r.).
Mi¢dzynarodowa Komisja ds. Ochrony Radiologicznej (ang. International Commission on
Radiological Protection — ICRP) ma na celu zapewnienie systemu i uzytecznych norm
ochrony przed promieniowaniem, w tym kontroli ekspozycji medycznej, zawodowej
i srodowiskowej, a takze narazenia wynikajagcego z przypadkowych incydentow
(np. awaria elektrowni jadrowej) (Nassef i Kinsara, 2017). Ekspozycja zawodowa jest
narazeniem czlowieka na promieniowanie jonizujgce pochodzace ze zrédet naturalnych
I wytworzonych przez czlowicka w wyniku dzialan w miejscu pracy, z wyjatkiem
ekspozycji wylaczonych znorm lub Zrodet zwolnionych zgodnie z normami (Nassef
i Kinsara, 2017). W Polsce obowigzuja obecnie wartosci dawek granicznych okreslone
W Rozporzadzeniu Rady Ministrow z dnia 18 stycznia 2005 roku (DzU z 2005 r. nr 20,
poz. 168). Zgodnie z tym dokumentem dawka graniczna dla os6b zawodowo narazonych
na promieniowanie jonizujgce, wynosi 20 mSv na rok. Graniczna dawka réwnowazna dla
soczewki oka wynosi 150 mSv, dla skory 500 mSv (Srednia warto$¢ dla dowolne;j
powierzchni 1 cm? napromienionej czeéci skory). Zgodnie z Ustawa z dnia 29 listopada
2000 roku o prawie atomowym (DzU z 2007 r. nr 42, poz. 276 z pdzn. zm.) wyrdznia si¢
dwie grupy pracownikéw, ze wzgledu na stopien narazenia na promieniowanie jonizujgce:
grupe A — otrzymujacych roczng dawke powyzej 6 mSv oraz grupe B — otrzymujacych
roczng dawke powyzej 1 mSv (Kraska i Bilski, 2012).

W  zapewnieniu odpowiedniej ochrony czlowieka przed promieniowaniem,
wynikajacym z narazenia medycznego (radioterapia), zawodowego lub przypadkowego,
istotng rolg petnig substancje o whasciwosciach radioochronnych, tzw. radioprotektory.
Szczegolnie wazne sg radioprotektory podawane pacjentom podczas radioterapii.
Precyzyjnie dobrana dawka promieniowania oraz ochrona otaczajagcych komorek
nienowotworowych  zapewnia  bezpieczenstwo  podczas leczenia  pacjentéw
onkologicznych. Podczas radioterapii znaczna cze$¢ komorek prawidtowych takze ulega
napromieniowaniu i uszkodzeniu, co czesto ogranicza skuteczno$¢ leczenia. Stosowanie
zwigzkow radioochronnych mogloby zmniejsza¢ i/lub tagodzi¢ uboczne skutki
radioterapii. ldealny radioprotektor powinien spetnia¢ kilka kryteriow, do ktorych nalezy
przede wszystkim zapewnienie znaczacej ochrony przed szkodliwym dziataniem
promieniowania (po podaniu doustnym lub dozylnym), minimalna toksycznos¢ i duza

stabilno$¢. W przypadku radioprotektora w radioterapii dodatkowe znaczenie ma takze
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dziatanie wybiorcze — ochrona komoérek prawidlowych przy niewielkim wplywie na
promienioczuto$¢ komoérek nowotworowych oraz brak oddzialywania z szeroka gama
innych lekéw podawanych w trakcie terapii. Sposrod wielu badanych zwigzkow dobrymi
kandydatami na radioprotektory sg naturalne zwigzki uzyskiwane z roslin. Zwiazki
naturalne w poréownaniu z substancjami uzyskiwanymi na drodze syntezy chemicznej
zwykle sa bezpieczniejsze, mniej toksyczne 1 tansze w pozyskiwaniu. Wigkszo$é
charakteryzuje tez stosunkowo dtugi okres pottrwania.

Nalezy podkresli¢, ze jak dotad nie znaleziono zwigzku, ktory spetniatby wszystkie
kryteria idealnego radioprotektora. Wczesne badania nad radioprotektorami koncentrowaty
si¢ glownie na zwigzkach zawierajacych grupy tiolowe, analogach cysteiny
I merkaptoetyloaminy. Ponad 4 000 tego typu zwigzkéw zsyntetyzowano w Centrum
Badawczym Wojskowego Szpitala w Waszyngtonie (ang. Walter Reed Army Medical
Center — WRAMC). Badania nad wigkszoscia z nich pozostaly na etapie badan na
komorkach lub zwierzgtach ze wzgledu na duza toksycznos¢ i/lub fakt, ze nie zapewniaty
skutecznej ochrony (Orditura i wsp., 2000) (Wasserman, 1994). Jedynym obecnie lekiem
0 wilasciwosciach radio— i chemioprotekcyjnych, zatwierdzonym do uzytku klinicznego,
z zastosowaniem gléwnie w zapobieganiu kserostomii u pacjentow z nowotworami glowy
1 szyli, leczonych radioterapia, jest amifostyna (Ethiol, zwigzek WR 2721). Amifostyna nie
jest jednak powszechnie stosowana ze wzglgdu na wysokg ceng¢ oraz skutki uboczne, ktore
wywoluje (Gloc, Btasiak, 2004). W ostatnich dwéch dekadach przebadano, na modelach
invitro i zwierzecych, roéznorodne grupy zwigzkow syntetycznych i naturalnego
pochodzenia pod katem ich dzialania radioochronnego; sg to, m. in. cytokiny iinne
czynniki immunomodulacyjne, czynniki wzrostu, metalozwiazki, lipopolisacharydy
oraz prostaglandyny, ligandy wiazace si¢ z DNA, a takze naturalne antyoksydanty
I ekstrakty roslinne (Koukourakis, 2012) (Maurya i wsp., 2006) (Nair i wsp. 2001) (Devi
i wsp., 2011). Do bardzo licznej i zroznicowanej grupy roslin i preparatéw roslinnych
(m.in. ekstraktow i izolowanych substancji) wykazujacych dziatanie radioochronne,
w roznych uktadach modelowych, naleza, m. in.: ekstrakty z zielonej herbaty (i izolowane
z nich pochodne katechiny i epikatechiny), ekstrakt z pestek winogron, ekstrakty
Z ostropestu, warzywa z rodziny krzyzowych, czosnek (allicyny), ziola chinskie
I ajurwedyjskie, Panax ginseng (zen-szen), Eleutherococcus senticosus (zen-szen
syberyjski), Eleutherococcus senticosus (Eleuterokok kolczasty), Spirulina platensis (algi),
Gingko biloba (Mitorzab dwuklapowy), Mentha arvensis (Migta polna), Podophyllum

hexandrum (Stopkowiec himalajski), Syzygium cumini (Czapetka kuminowa), Aspalathus
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linearis (Aspalat prosty), preparaty sojowe, likopen, metyloksantyny, melatonina (Arora,
2005) (Giardi i wsp., 2013) (Oszmianski i Lamer-Zarawska, 1996) (Jagetia, 2007) (Weiss
i Landauer, 2003). Jednakze wiele badan przeprowadzono =z uzyciem ekstraktow
0 ztozonej budowie co znacznie utrudnia standaryzacj¢ tych preparatdéw, jak i oceng efektu
ochronnego. Wiele z tych ekstraktow oraz scharakteryzowanych substancji o dziataniu
radioochronnym pochodzi z roslin wystepujacych na terenach Azji (Chiny, Indie, azjatycka
cze$¢ Rosji) 1 Ameryki Pd, ich uprawa w klimacie umiarkowanym jest kosztowna
1 wymaga specjalnych warunkow.

Wyniki badan na zwierzetach wskazuja, ze antyoksydanty, takie jak witamina E
I selen, czy zwigzki fenolowe (kwasy fenolowe, flawonoidy, stilbeny) podawane przed
napromienieniem calego ciala (ang. whole body irradiation; WBI), zmniejszaja
$miertelno$¢ poradiacyjng oraz wykazuja dziatanie ochronne przed innymi efektami
promieniowania, ale w mniejszym stopniu niz zwiazki syntetyczne, m. in. amifostyna
(Weiss i Landauer, 2003). Jednak naturalnie wystgpujace antyoksydanty charakteryzuja si¢
wydluzonym czasem ochrony i moga skutecznie chroni¢ przed malymi dawkami
promieniowania, takze kiedy podawane sa po napromienieniu. Badania epidemiologiczne
przeprowadzone w grupie napromienionych mieszkancéw Hiroszimy i Nagasaki, ktore
przezyly po wybuchu bomb atomowych sugeruja, ze duza zawarto$¢ antyoksydantow
w diecie moze zmniejszy¢ ryzyko zapadalno$ci na nowotwory — wykazano, ze duze
spozycie zottozielonych (bogatych w polifenole) warzyw i owocoéw chronito przed rakiem

pecherza moczowego (Sauvaget i wsp., 2004) (Nagano i wsp., 2000).

2. Skutki dzialania promieniowania jonizujacego na komorke

Promieniowanie jonizujace jest promieniowaniem mieszanym, obdarzonym wysoka
energig, ktora powoduje w materii, przez ktorg przechodzi, procesy jonizacji, polegajace
na oderwaniu przynajmniej jednego elektronu od atomu lub czasteczki. Jonizacji
towarzyszg procesy wzbudzenia - wybicie elektronu i przemieszczenie na bardziej odlegta
orbite. Do promieniowania jonizujgcego zalicza si¢ rozne rodzaje promieniowania
elektromagnetycznego (fotony promieniowania X i gamma) oraz korpuskularnego

(m.in. czastki alfa, protony, czastki beta, czy neutrony) (Strzatkowski, 1978).
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Rycina 1. Schemat dzialania promieniowania jonizujacego na komorki/tkanki oraz miejsca dziatania
zwigzkow radioochronnych wg (Kunti¢ i wsp., 2013) (Pizzimenti i wsp., 2010) (Szejk i wsp., 2016)
zmodyfikowano
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Promieniowanie jonizujace moze oddziatywaé z biomolekutami komorki bezposrednio
lub posrednio (Rycina 1). Sa to procesy zachodzace bardzo szybko, w czasie 10™ — 10°®
sekundy od napromieniowania. Podczas dziatania bezposredniego uszkodzenia powstajg
na skutek zderzenia czgstki promieniowania (lub kwantu energii) z czasteczka docelowa,
gtownie DNA lub czasteczka biatka, lipidu, czy RNA. Dziatanie posrednie
promieniowania polega na uszkodzeniu biomolekut poprzez reaktywne formy tlenu (ROS)
I reaktywne formy azotu (RNS), powstajace podczas radiolizy wody i w dalszych
reakcjach rodnikowych (Hosseinimehr, 2007) (Zhao i Robbins, 2009) (Nambiar i wsp.,
2011) (Laube 1 wsp., 2016) (Kunti¢ i wsp., 2013). Wigkszos¢ uszkodzen bioczasteczek
w komorce eksponowanej na promieniowanie jonizujace jest generowane przez ROS
powstale podczas radiolizy wody (Gudkov i wsp., 2010). Radioliza wody polega
na jonizacji, wzbudzeniu irozpadzie czasteczek wody. W czasie okoto 10™° sekundy
PO napromienieniu nastgpuje jonizacja i wzbudzanie czasteczek wody, kolejno dochodzi
do rozpadu wody na atomy wodoru i rodniki hydroksylowe, w czasie 10 — 10™**
sekundy. Nastepnie tworzg si¢ elektrony uwodnione czyli elektrony otoczone czasteczkami
wody (102 sekundy), ktore reagujac z czasteczka tlenu moga tworzy¢ anionorodnik
ponadtlenkowy. Nastepnie dochodzi do utworzenia produktow nierodnikowych, m.in.
nadtlenku wodoru, w wyniku oddzialywan pierwotnych wolnorodnikowych produktow
radiolizy wody (Bartosz, 2009).

Za zachowanie odpowiedniej homeostazy redoks w komorce odpowiada endogenny
system obrony antyoksydacyjnej, na ktéry sktada si¢ system enzymatyczny
I nieenzymatyczny. System enzymatyczny stanowig enzymy antyoksydacyjne, tj.
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx),
transferazy glutationowe (GST) oraz reduktaza glutationowa (GR). System
nieenzymatyczny to matoczasteczkowe antyoksydanty, m.in. witamina C, kwas moczowy,
glutation (GSH). Komorkowy system obrony antyoksydacyjnej umozliwia zachowanie
homeostazy redoks dopoki nie zostanie przekroczony proég wydajnosci tej obrony, a dawki
terapeutyczne promieniowania celowo przekraczaja ten prog, aby wywola¢ zamierzong
toksyczno$¢ radiologiczng w komorkach nowotworowych, co prowadzi do jednoczesnego
wywotania szeregu niepozadanych skutkéw ubocznych w komoérkach prawidtowych (Zhao
i Robbins, 2009) (Citrin i Mitchell 2017) (Nikitaki i wsp., 2016) (Laube i wsp. 2016).
Powstate ROS 1RNS, indukowane promieniowaniem jonizujacym, prowadza

do uszkodzen DNA, biatek i lipidow (Davies i wsp., 1999) (Headlam i wsp., 2002).
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Jednym z efektow oddzialywania promieniowania jonizujagcego na komorke jest
zatrzymanie cyklu komérkowego, co daje komorce czas na naprawe DNA. Nienaprawione
lub Zle naprawione uszkodzenia DNA sg przyczyng mutacji i niestabilnosci genomu.
Komorka moze by¢ takze kierowana na jeden ze szlakow $mierci. Na poziomie
organizmu, promieniowanie powoduje tzw. wczesny odczyn popromienny (m. in. $mier¢
komorek uktadu hematopoetycznego i nabtonka jelita) oraz p6zny odczyn popromienny

(zwtoknienia, uszkodzenia naczyn i organdéw) (Kunti¢ i wsp., 2013) (Szejk i wsp., 2016).

2.1. Oddzialywanie promieniowania jonizujgcego z bialkami

Reaktywne formy tlenu powstajace podczas radiolizy wody, powoduja oksydacyjne
modyfikacje i uszkodzenia bialek. Bialka sg biomolekutami najbardziej wrazliwymi
na dziatanie rodnika hydroksylowego (OH’). Rodnik hydroksylowy, ktory jest jednym
Z najbardziej reaktywnych rodnikoéw, jest najczestszym mediatorem procesow utleniania
biatek (Du i Gebicki, 2004). Rodnik hydroksylowy odrywa atom wodoru od czasteczki
biatka (od wegla o szkieletu polipeptydowego i/lub wegla w tancuchu bocznym
aminokwasu), prowadzac do powstania rodnika biatkowego (alkilowego; R’). Rodnik
alkilowy reaguje z tlenem tworzac rodnik nadtlenkowy (ROQ’) i ostatecznie rodnik
alkoksylowy (RO’ (Ponczek i Wachowicz 2005). W efekcie wewnatrzczgsteczkowego
transferu niesparowanego elektronu dochodzi do fragmentacji biatek, poprzez peknigcia
tancucha polipeptydowego przy rodniku alkoksylowym lub na skutek modyfikacji reszt
aminokwasowych (proliny, glutaminianu, czy asparaginianu). Dochodzi do przemian
czasteczek biatka itworzenia nie rodnikowych produktow (np. hydroksylowanych
pochodnych). Gdy niesparowany elektron znajduje si¢ na resztach cysteiny lub tyrozyny
roznych czasteczek biatkowych lub roéznych fragmentow tancucha polipeptydowego
tej samej czgsteczki, nastgpuje rekombinacja wolnych rodnikow biatkowych. W wyniku
rekombinacji powstaja kowalencyjne dimery biatek polaczonych mostkami cystynowymi
(disiarczkowymi) (a), gdy niepsarowany elektron znajduje si¢ na resztach cysteiny lub bis-
tyrozylowymi (b), gdy niesparowany elektron zloklizowany jest na resztach tyrozyny
(Naskalski, Bartosz, 2000) (Puzanowska-Tarasiewicz i wsp., 2008):

(@) Bialko (1) — reszta cysteiny — S* + S’ — reszta cysteiny — Biatko (2) —
Biatko (1) — reszta cysteiny — S — S — reszta cysteiny — Biatko (2)

16



(b) Biatko (1) — reszta tyrozyny™ + reszta tyrozyny— Biatko (2) —

Biatko (1) — reszta tyrozyny — reszta tyrozyny — Biatko (2)

W  warunkach tlenowych pod wptywem dzialania na bialka promieniowania
jonizujgcego powstajg rodniki nadtlenkowe biatek, a dalsze przemiany prowadzg przede
wszystkim do fragmentacji czasteczek biatka. Natomiast przy niedoborze tlenu dochodzi
gtownie do tworzenia agregatow biatkowych. Okres poéttrwania rodnikow biatkowych
powstajacych po napromienieniu moze by¢ zrdéznicowany 1 zalezy od dawki
promieniowania oraz wielu innych czynnikéw. Badania przeprowadzone przez Gudkov
I wsp. oraz Bruskov i wsp., ktorzy napromieniali albuming izolowang z bydlecej surowicy
krwi dawka 10 i 20 Gy wykazaly, ze w tych warunkach dochodzi do generowania dtugo
zyjacych rodnikow biatkowych (ang. long-lived protein radicals, LLPRSs), a ich czas
pottrwania wynosi 3-5 godzin. LLPRs in vivo indukuja mutacje i prowadza
do transformacji komoérkowej (Gudkov i wsp., 2010) (Bruskov i wsp., 2012).
Anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru, powstajace podczas radiolizy wody,
moga takze powodowa¢ modyfikacje oksydacyjne biatek, poprzez utlenianie grup
tiolowych, natomiast nadltenoazotyn, ktory powstaje na skutek reakcji anionorodnika
ponadtlenkowego z tlenkiem azotu, moze powodowac nitrowanie biatek. Sposrod reszt
aminokwasowych biatek, reszty cysteiny i metioniny (aminokwasy siarkowe), lizyny,
argininy i histydyny (zasadowe), tryptofanu, fenyloalaniny i tyrozyny (aromatyczne) oraz
proliny  wykazuja wigksza wrazliwo$¢ na uszkodzenia oksydacyjne. Modyfikacje
oksydacyjne biatek indukowane promieniowaniem szybko prowadza do nieodwracalnych
uszkodzen 1 zmniejszenia, a nawet utraty ich aktywnosci. Agregaty biatkowe moga
hamowa¢ aktywno$¢ enzyméw proteolitycznych, a ich akumulacja w komorce moze
indukowac apoptoze lub prowadzi¢ do nekrozy (Ponczek, Wachowicz, 2005) (Davies,
2005).

2.2. Oddzialywanie promieniowania jonizujacego z lipidami

Reaktywne formy tlenu i azotu, generowane przez promieniowanie jonizujace,
uszkadzaja btone komorkowa, poprzez inicjowanie peroksydacji lipidow. Peroksydacja
lipidow (ang. lipid peroxidation; LPO) to wolnorodnikowy proces utleniania
nienasyconych kwaséw tluszczowych, wolnych i/lub zwigzanych z blona, w wyniku
ktorego powstajg nadtlenki tych zwigzkdéw, a nastgpnie roznorodne koncowe produkty ich

utleniania. W przypadku promieniowania jonizujgcego inicjatorem LPO jest glownie
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rodnik hydroksylowy, ktory oddziatuje z nienasyconymi kwasami tluszczowymi
fosfolipidow btony komoérkowej. W efekcie powstaja nadtlenki lipidow, ktére moga
uszkadza¢ kolejne kwasy tluszczowe fosfolipidow blon (Przybyszewski i wsp., 2008)
(Pizzimenti i wsp., 2010). Peroksydacja lipidow (nieenzymatyczna) obejmuje
wieloetapowy proces skladajacy si¢ ztrzech faz: inicjacji, propagacji i terminacji.

Schemat ogdlny wolnorodnikowej (nieenzymatycznej) LPO przedstawiono na Rycinie 2.

OH- HQO 02

oy

Inicjacja LH VL J?::‘LOO H o Propagacja (n-razy)
1@ L "LOO" + LH — LOOH + L°
m.in. MDA  LOOH L'+0,—L00"

. e . 3+
Reinicjacja / Fe
Fe H*

LOO
Terminacja L'+ L"— L-L,L"+ LOO"— LOOL, LOO"+ LOO" — LOOL + O»

Rycina 2. Schemat ogdlny wolnorodnikowej (nieenzymatycznej) LPO (Puzanowska-Tarasiewicz i wsp.,

2008) (Kulbacka i wsp., 2009) (Bartosz, 2009) zmodyfikowano

Podczas inicjacji dochodzi do oderwania atomu wodoru od grup metylenowych,
znajdujacych  si¢  pomigdzy dwoma  wigzaniami  podwdjnymi  czasteczki
wielonienasyconego kwasu tluszczowego, najczescie] zwigzanego z fosfolipidami bion
lub wolnego. Proces ten moze by¢ zapoczatkowany nie tylko przez rodnik OH-, ale takze,
m.in. przez rodnik nadtlenkowy (LOO"), alkoksylowy (LO") Iub alkilowy (L*). W wyniku
inicjacji z czasteczki kwasu thuszczowego powstaje wolny rodnik alkilowy (przy atomie
wegla pozostal niesparowany elektron). Dochodzi do powstania wigzan sprzezonych
w wyniku przegrupowania wigzan podwojnych (Kulbacka i wsp., 2009) (Bartosz, 2009).
Podczas etapu propagacji wolne rodniki alkilowe reaguja z tlenem i powstaja wolne
rodniki  nadtlenkowe, ktére mogg odrywa¢ atomy wodoru od kolejnych
wielonienasyconych kwasow tluszczowych, w konsekwencji dochodzi do powstania
wodoronadtlenkéw lipidowych. Jednak podczas tej reakcji wolny rodnik nie ginie,

poniewaz reakcji ulegaja kolejne nieuszkodzone czasteczki kwasu tluszczowego,
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co powoduje, ze cykl reakcji jest powtarzany wielokrotnie, az do rekcji terminacji
(Kulbacka i wsp., 2009) (Bartosz, 2009). Podczas etapu terminacji dochodzi do reakcji
pomiedzy dwoma rodnikami alkilowymi, albo dwoma rodnikami nadtlenkowymi,
lub dwoma réznymi rodnikami. Powstajg dimery kwasow tluszczowych, w blonach
biologicznych sg to dimery fosfolipidow oraz oksohydroksykwasy i hydroksykwasy
thuszczowe. Peroksydacja lipidow jest procesem zachodzacym w blonie komorkowej,
w ktorej obecne sg rowniez biatka, w zwigzku z tym wolne rodniki powstajace podczas
LPO reagujg rowniez z biatkami. Skutkiem tych reakcji sa powstajagce wolne rodniki
biatkowe uczestniczace w reakcjach terminacji tworzace mieszane polaczenia biatkowo —
lipidowe. Podczas procesu LPO dochodzi réwniez do zjawiska reinicjacji. Nierodnikowe
produkty LPO, czyli wodoronadtlenki lipidow moga ulega¢ rozktadowi prowadzac
ponownie do powstania produktéw wolnorodnikowych. Rozpad inicjowany jest przez jony
metali przejsciowych (glownie Fe i Cu) (Bartosz, 2009). Kolejne przemiany produktow
peroksydacji lipidow zachodza m.in. podczas reakcji B- liminacji, prowadzac do rozpadu
reszt wielonienasyconych kwasoéw tluszczowych i utworzenia fragmentow o dlugosci
od kilku do kilkunastu atomow wegla. Produktami koncowymi LPO sg zwiazKi
zawierajgce w swej strukturze grupy aldehydowe, ketonowe, hydroksylowe, karboksylowe,
peroksylowe, epoksydowe grupy funkcyjne i weglowodory m.in. alkany i alkeny. Zwigzki
te powoduja zmiany metaboliczne oraz w szlakach sygnatowych, co moze prowadzi¢
do powstawania ~ mutacji, niestabilnosci genetycznej, a ostatecznie kancerogenezy.
Powstate dimery fosfolipidow czy fosfolipidy zawierajace reszty hydroksylowe i ketonowe
polarnych nadtlenkow, wodorotlenkéw czy aldehydow do czasteczek fosfolipidow
skutkuje utratg integralnosci blony poprzez zmniejszenie hydrofobowosci lipidowego
wnetrza blon 1 zmiany organizacji dwuwarstwy lipidowej (Bartosz, 2009). Peroksydacja
lipidow skutkuje depolaryzacja blony czyli zmniejszeniem roznicy potencjatow
elektrycznych po obu stronach btony i zaburzeniami asymetrii lipidow bton, w wyniku
czego dochodzi do ekspozycji fosfadyloseryny (PS) na zewngtrznej powierzchni blony -
cechy charakterystycznej dla komorek apoptotycznych. Dochodzi rowniez do hamowania
aktywno$ci enzymow blonowych i biatek transportujacych. Ostatecznym skutkiem LPO
jest utrata integralnosci bton wewnatrzkomorkowych i blony plazmatycznej. Przyktadami
zwigzkow powstalych w procesie peroksydacji lipidow, sa m.in. dialdehyd malonowy
(MDA), aldehyd akrylowy (akroleina), aldehyd krotonowy, etanodiol (glioksal), tlenek
etylenu, eten, propen, trans-4-hydroksy-2-nonenal (4HNE), 4-hydroksyheksanal (4HHE).
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Wigkszo$¢ z nich, to zwigzki toksyczne. Jednym z produktow LPO o duzej toksycznosci
jest 4HNE, ktory odgrywa wazng role w regulacji wzrostu komorek, réznicowaniu
si¢ komorek, apoptozie, modyfikacji szlakow sygnatowych 1 ekspresji genow. 4-HNE
jest zwigzkiem wysoce genotoksycznym i mutagennym. Jednak najbardziej mutagennym
produktem LPO jest MDA, biologiczny marker stresu oksydacyjnego (Bartosz, 2009),
(Kulbacka i wsp., 2009) (Niki, 2009) (Przybyszewski i wsp., 2008).

2.3. Oddzialywanie promieniowania jonizujacego z DNA

DNA jest strukturg najbardziej wrazliwg na promieniowanie, a produkty toksyczne
(ROS/RNS) indukowane przez promieniowanie kumuluja si¢ gtoéwnie w jadrze
komorkowym. Promieniowanie jonizujace oddziatuje z czasteczka DNA bezpos$rednio (30-
40%) lub posrednio (60-70%). Dziatanie bezposrednie prowadzi do depozycji energii
w czgsteczce DNA i jonizacji. Sposrod ROS, gtownie rodnik OH™ wywoluje najwiecej
uszkodzen w DNA, ktéory moze indukowaé¢ zmiany w pierScieniu deoksyrybozy
i strukturze zasad, pojedyncze i podwodjne peknigcia nici DNA, powstawanie wigzan
krzyzowych DNA-DNA oraz DNA-biatko (Cooke, 2003).

Najbardziej wrazliwe na dziatanie rodnika OH' sg reszty tymidyny. W reakcji rodnika
OH" z tymidyng, powstajg wolne rodniki, ktore reagujagc z tlenem tworzg nadtlenki.
W wyniku tych reakcji powstaja izomery nadtlenku tyminy z grupa nadtlenkowa w pozycji
5 pier§cienia pirymidynowego (Cis-6-hydroksy-5-hydroperoksy-5,6-dihydrotymidyna)
lub 6 pierscienia pirymidynowego (cis-5-hydroksy-6-hydroperoksy-5,6-dihydrotymidyna
lub grupa nadtlenkowa zwigzang z weglem grupy metylowej (5-hydroperoksymetylo-2°-
deoksyurydyna) (Cooke, 2003) (Bartosz, 2009). Powstale izomery tyminy sg trwate,
jednak w obecnosci substancji redukujacych ulegaja rozpadowi. Z cis- 6- hydroksy- 5-
hydroperoksy- 5,6- dihydrotymidyny i cis- 5- hydroksy- 6- hydroperoksy- 5,6-
dihydrotymidyny powstaje cis-glikol tymidyna, posiadajaca dwie grupy hydroksylowe
W pozycji 5 1 6 pierScienia z wysyconym wigzaniem miedzy weglami, natomiast 5-
hydroperoksymetylo-2’-deoksyurydyna rozpada si¢ na 5-hydroksymetylo-2’-deoksyuryne
i 5-formylo-2’-deoksyurydyne. Zwigzki te sg do$¢ trwale lecz kolejne reakcje z ROS moga
skutkowa¢ dalsza degradacja glikolu tymidyny. Oksydacyjne modyfikacje pierscienia
tyminy sprzyjaja przeksztatceniu glikolu tymidyny w N’-formylo-N-pirogronylomocznik,
ktory w wyniku cyklizacji pierScienia moze tworzy¢ 5-hydroksy-5-metylohydantoine

lub podlega¢ dalszej degradacji do N-formylomocznika. Rodnik hydroksylowy reaguje
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takze z cytozyng, tworzac produkty degradacji analogiczne jak w przypadku tyminy
(Cooke, 2003) (Bartosz, 2009) .

Reakcje rodnika hydroksylowego z zasadami purynowymi DNA dotycza wigzania przy
weglu C4, C5 lub C8 pierscienia. W wyniku modyfikacji przy weglu 8 pierscienia
purynowego powstaja produkty, takie jak 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna, a takze 8-
hydroksyadenina. Oksydacyjne otwarcie pierscienia imidazolowego puryn, utlenionych
w pozycji 8, prowadzi do powstania pochodnych pirymidyn, tj. 2,6-diamino-4-hydroksy-5-
formamidopirymidyna i 5-formamido-4,6-diaminopirymidyna (Kawanishi i wsp., 2001)
(Williams i Jeffrey, 2000) (Cooke, 2003).

Powstawanie utlenionych zasad moze prowadzi¢ do mutacji. Gléwnym mechanizmem
naprawy oksydacyjnych uszkodzen DNA jest naprawa na drodze wycinania zasad
azotowych (ang. base excision repair; BER), naprawg wspierajaca jest naprawa przez
wyciecie nukleotydu (ang. nucleotide excision repair; NER) (Roszkowski i Blaszczyk,
2009) (Hosseinimehr, 2010) (Dizdaroglu i wsp., 2002) (Cooke i wsp., 2003).

Sprzezenie rodnikow metylocytozyny lub tyminy z sasiednimi zasadami purynowymi
prowadzi do powstania wigzan kowalencyjnych migdzy nukleotydami tej samej nici,
powstaja wewnetrzne polaczenia krzyzowe. Wewngtrzne wigzania krzyzowe naprawiane
sg poprzez naprawe blednie sparowanych nukleotydow (ang. mismatch repair; MMR).
Naprawa wigzan krzyzowych generuje powstawanie podwojnych peknie¢ nici, dlatego
tez modyfikacje te sa niezwykle cytotoksyczne i mutagenne. Rodnik nukleotydowy
wytwarzany przez promieniowanie moze by¢ kowalencyjnie potaczony z deoksyryboza
tego samego nukleotydu lub jego sasiedniej zasady z wytworzeniem cyklonukleozydow.
Rodniki alkilowe reaguja z innymi zasadami, w wyniku czego powstaje usieciowany
DNA. Zmiany te hamuja replikacjec DNA i transkrypcj¢ (Dizdaroglu i wsp., 2002)
(Hosseinimehr, 2010).

Wigzania krzyzowe DNA-biatko s3 wigzaniami kowalencyjnymi powstajacymi
pomigdzy zasada azotowa Ilub cukrem, a danym aminokwasem. Biatko zostaje
unieruchomione na nici DNA. Utworzenie wigzan krzyzowych DNA-biatko prowadzi
do zablokowania replikacji i transkrypcji DNA (Hosseinimehr, 2010).

Najbardziej cytotoksycznymi dla komorki uszkodzeniami DNA sg podwojne pgkniecia
nici (ang. double-strand breaks; DSBs). Pojedyncze pgkniecia nici (ang. single-strand
breaks; SSBs) sa szybko naprawiane. Do DSBs w DNA dochodzi, wowczas gdy dwie
komplementarne nici ulegaja uszkodzeniu w tym samym czasie, blisko siebie.

Jedno nienaprawione DSB jest wystarczajgcym czynnikiem do indukcji procesu apoptozy
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komorek. Peknigcia nici DNA naprawiane sg poprzez taczenie koncow nichomologicznych
(ang. non-homologous end joining; NHEJ) lub homologiczng rekombinacje.
Przy skutecznej naprawie DNA komorka jest zdolna do proliferacji, a komorki potomne
sg prawidlowe. Skutkiem nieprawidlowej naprawy moga by¢ liczne aberracje
chromosomowe, dochodzi do mutacji i niestabilnosci genetycznej (Hosseinimehr, 2010)
(Podhorecka, 2009).

W komorkach, ktére nie zostaty poddane napromienieniu, a znalazty si¢ w srodowisku
komorek napromienionych wykazywany jest efekt sagsiedztwa (ang. radiation-induced
bystander effect; RIBE). W takich nienapromienionych komoérkach obserwowane
jest wystepowanie aberracji chromosomowych, mutacji, apoptozy oraz zmian w ekspresji
biatek. Przyczyna wystepowania RIBE jest przesylanie sygnatéw pomiedzy komoérkami,
poprzez kanaly miedzykomorkowe. Komodrki napromienione uwalniaja do $rodowiska
czynniki generujagce ROS i RNS. Mediatorem RIBE jest m.in. transformujacy czynnik
wzrostu Pl (ang. transforming growth factor B; TGFp1). Cytokina ta aktywuje
w komorkach nienapromienionych enzymatyczny kompleks oksydazy blonowej] NADPH
(ang. nicotinamide  adenine  dinucleotide  phosphate;  fosforan  dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego), poprzez receptor kinazy serynowo-treoninowej. NADPH
generuje nadtlenek wodoru. Inng cytoking zwigzang z RIBE jestinterleukina 8
(ang. interleukin 8; IL-8). Wptywa ona na kinazy z rodziny MAPK (ang. mitogen-activated
protein kinases; kinazy aktywowane mitogenami) — ERK1/2, JNK, p38 i czynniki
transkrypcyjne zalezne od kinazy ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) takie jak SP1
I AP1. Bialka te aktywuja szlaki sygnatowe np. szlak fosfolipazy Cy (ang. phospholipase
Cy; PLCy), czy szlak cyklooksygenazy-2 (ang. cyclooxygenase-2; COX-2) (Konopacka,
2007) (Widet i wsp., 2009).

DNA komorki jest narazony na dzialanie wielu czynnikow uszkadzajacych, w zwiagzku
ztym komorki eukariotyczne wyksztalcity specjalny system, okreslany jako szlak
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (ang. DNA damage response, DDR). Szlak DDR dziata
dzigki aktywacji bialek detektorow, wykrywajacych uszkodzenia DNA (w tym
indukowane promieniowaniem gamma SSBs oraz DSBs), nastgpnie mediatorow,
czyli biatek posredniczacych, ktore ostatecznie indukuja aktywacje biatek efektorowych —
decydujacych o specyficznej odpowiedzi komorki (Rycina 3). Aktywacja szlaku DDR
uruchamia punkty kontroli cyklu komérkowego i zatrzymania podzialow, uniemozliwiajac
przekazanie uszkodzonego DNA do komoérek potomnych, aktywowane sa natomiast

mechanizmy naprawy DNA. W przypadku naprawionych uszkodzen DNA, nastepuje
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wznowienie cyklu komorkowego,

a komorka moze funkcjonowaé prawidlowo.

W przypadku braku mozliwosci naprawy, czgsto ze wzgledu na duza liczbe uszkodzen,

dochodzi do eliminacji komorki na drodze programowanej lub nie programowanej $mierci

albo do indukcji procesu starzenia komorkowego — nieodwracalnego zatrzymania cyklu

komodrkowego i1 podziatéw (Ciccia i Elledge, 2010) (Nagaria i wsp., 2013).
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Rycina 3. Szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR), wg (Korwek i Alster, 2014) zmodyfikowano

2.4. Rodzaje Smierci komoérki indukowanej promieniowaniem
jonizujacym

Smieré przy udziale réznych mechanizméw, takich jak: apoptoza, Katastrofa
mitotyczna, starzenie komoérkowe, autofagia oraz nekroza, jest jednym z glownych
skutkow dziatania promieniowania na komorki. Apoptoza jest najlepiej poznanym
mechanizmem programowanej S$mierci komoérkowej, jest najczgéciej wystepujacym
rodzajem $mierci w przypadku radioterapii stosowanej w leczeniu nowotworow
hematologicznych, podatne na apoptozg sg takze niektore prawidtowe komorki krwi, m.in.
limfocyty oraz komorki grasicy (tymocyty) (Boulton i wsp., 2013) (Eriksson i Stighand,
2010).

Apoptoza jest procesem wieloetapowym, wystepujacym fizjologicznie w komorce.
Gtoéwna rolg apoptozy jest utrzymywanie rownowagi pomiedzy proliferacja komorek,
aich eliminacja. Dzigki apoptozie usuwane sg z organizmu komorki patologiczne
(nowotworowe, zmutowane, zainfekowane). Charakterystycznymi cechami apoptozy
sg zmiany morfologiczne polegajace na kondensacji chromatyny i umiejscowieniu
jej w okolicach blony jadrowej, obkurczenie komodrki powodujace utrate kontaktu
Z sgsiednimi  komorkami, fragmentacja jadra komorkowego, rozpad DNA na krotkie
odcinki o dtugosci 180-200 par zasad i utrata wody, czego efektem jest zaggszczenie
cytoplazmy (Boulton i wsp., 2013) (Eriksson i Stigband, 2010). Zmiany te ostatecznie
prowadza do rozpadu komoérki - z uwypuklen btony jadrowej i komorkowej tworza
si¢ cialka apoptotyczne, posiadajace wewnatrz prawidlowe morfologicznie organelle
oraz fragmenty jadra. Ciatka apoptotyczne s3 nastgpnie usuwane przez komorki Zerne
(fagocytoza) co zapobiega reakcji zapalnej. Zmiany biochemiczne w apoptozie
indukowanej przez promieniowanie jonizujagce mogg przebiega¢ na drodze rdznych
szlakow, takich jak dwa gtoéwne szlaki apoptotyczne, szlak zewnetrzny (receptorowy)
I szlak wewnetrzny z udzialem mitochondrium, a takze przy udziale innych szlakéw, m.in.
pseudoreceptorowego,  indukowanego  stresem  (siateczka  endoplazmatyczna),

czy tez sfingomielinowo-ceramidowego (Panganiban i wsp., 2013) (Paduch i wsp., 2015).
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Niezaleznie od rodzaju wykorzystywanego szlaku aktywacji ulegaja kaspazy - proteazy
cysteinowe, w =zaleznosci od etapu apoptozy, w ktorym biorg udzial, okreslane
jako inicjatorowe (naleza do nich kaspaza 2, 8, 9 i 10) lub wykonawcze (kaspaza 3, 6 1 7).

Katastrofg mitotyczng (Smiercia mitotyczng) okreslana jest $mieré komorki
zachodzaca w czasie mitozy, na skutek uszkodzenia komorki i niesprawnosci punktow
kontrolnych cyklu komorkowego. Jest to prawdopodobnie gtowny mechanizm $mierci
indukowanej promieniowaniem jonizujgcym w komorkach nowotworowych guzow litych
(Boulton iwsp., 2013) (Eriksson i Stigband, 2010). Podczas katastrofy mitotycznej
dochodzi do nieprawidlowej segregacji chromosoméw 1 tworzenia komorek
tetraploidalnych lub o0 wigkszej ploidalnosci. Katastrofa mitotyczna charakteryzuje
si¢ licznymi  aberracjami  chromosomowymi, fragmentacja jadra komorkowego,
jak rowniez formowaniem si¢ duzych komorek zawierajacych jedno duze jadro
komorkowe (ang. mono-nucleated giant cells - MONGC) lub duzych komorek z kilkoma
matymi jadrami komorkowymi (ang. multi-nucleated giant cells MONC). MONC
(mikrojadra) powstaja z blony jadrowej zzamknigtymi fragmentami chromatyny
nieprawidtowo rozdzielonej w czasie mitozy (Castedo i wsp., 2004) (Stepien i wsp., 2007).

Starzenie komorkowe (ang. senescence) jest zjawiskiem, ktére mozna podzieli¢
na starzenie replikacyjne oraz starzenie przyspieszone zwane tez przedwczesnym.
Starzenie replikacyjne zwiazane jest z limitem Hayflicka - kazda komoérka ma maksymalny
wiek replikacyjny, poniewaz dysponuje ograniczong liczba podziatéw, po czym dochodzi
do zatrzymania cyklu komérkowego. Starzenie replikacyjne zwigzane jest ze skracaniem
si¢ telomeroéw przy kazdym podziale komdérkowym, poprzez utrate koncowej sekwencji
TTAGGG podczas kazdego cyklu komorkowego. Wyspecjalizowane komorki somatyczne
nie posiadaja odpowiedniej ilosci odwrotnej transkryptazy — aktywnej telomerazy, ktora
umozliwialaby de novo synteze utraconych powtorzen. Natomiast komorki nowotworowe
posiadajg aktywna telomeraze, dzieki temu majg nieograniczong liczbg podziatlow (Sabin
i Anderson, 2011) (Stepien i wsp., 2007). Starzenie przyspieszone jest spowodowane
czynnikami stresowymi, np. uszkodzeniem DNA na skutek radioterapii, chemioterapii,
a jego przebieg jest niezalezny od skracania si¢ telomeréw. Starzenie przyspieszone to stan
trwalego zatrzymania cyklu komorkowego, czyli zahamowania podziatow, stanowigcy
ochrong przed powstawaniem mutacji (Sabin 1 Anderson, 2011) (Stgpien 1 wsp., 2007)
(Okada i Mak, 2004).

Promieniowanie jonizujace, szczegdlnie w duzych dawkach, jest jednym z czynnikoéw

wywotujgcych nekrozg. Nekroza jest bierng 1 patologiczng $miercig komorkowa. Podczas

25



nekrozy komorki peczniejg i traca ciaglos¢ btony komorkowej. W wyniku depolaryzacji
btony mitochondrium dochodzi do =zaburzenia w transporcie elektrondw czego
konsekwencjg jest istotny spadek ATP. Uszkodzeniom ulegaja takze, m.in. jadro
komorkowe, retikulum endoplazmatyczne, polisomy i lizosomy. Zaburzenia cigglo$ci
btony komoérkowej prowadza do biernego naptywu wody i jonéw, gtdéwnie wapnia i sodu
do wnetrza komorki. W cytozolu, co jest charakterystyczne dla nekrozy, obecne sg duze
ilosci jonéw wapnia, naptywajacych z zewngtrz oraz wyplywajacych z retikulum
endoplazmatycznego. Pod wptywem wzrostu st¢zenia jonow wapnia i sodu aktywowane sg
nukleazy, ktore tng DNA, a jadro komoérkowe ulega dezintegracji. Pekajace lizosomy
uwalniaja enzymy hydrolityczne, ktore niszcza takze inne struktury komoérkowe.
Napegczniata komorka ulega rozpadowi, uwalniajac cala jej zawarto$¢ do przestrzeni
miedzykomorkowej, co wigze si¢ z procesem zapalnym (Davila i wsp., 2018) (Boulton
I wsp., 2013) (Stepien i wsp., 2007).

Autofagia jest mniej selektywnym mechanizmem programowanej $mierci
komorkowej niz apoptoza. Biatka o dlugim okresie poitrwania i inne sktadniki organelli
sg kierowane do lizosomow w celu degradacji. Wyrdznia si¢ dwa typy autofagii,
tj.: makroautofagie i mikroautofagie. = Makroautofagia polega na formowaniu
autofagosomu, ktory ulega fuzji z pierwotnym lizosomem, tworzac autofagolizosom.
Utrzymuje homeostaze komorki poprzez usuwanie zbgdnych i nieprawidtowych struktur
komorkowych. Mikroautofagia to inwaginacja blony lizosomalnej prowadzaca
do inkorporacji komponentow cytoplazmatycznych (Wu i wsp., 2017) (Stgpnien i wsp.,
2007) (Cuervo, 2004). Autofagia, obserwowana obok innych typéw $mierci komorki
PO napromienieniu, jest gtéwnie wynikiem uszkodzen DNA. W przypadku nowotworow
nastgpuje spadek intensywnosci autofagii. Autofagia wywolana promieniowaniem
jonizujacym byla opisywana w réznych typach nowotworéw litych i hematologicznych
(Kim i wsp., 2009) (Paglin i wsp., 2005). Wyniki innych badan, opisane przez Cuervo
2004 (Cuervo, 2004), swiadczg, ze autofagia moze tez zwigkszac¢ przezywalnos¢ komorek
poddanych dziataniu promieniania jonizujacego, poprzez eliminowanie uszkodzonych

organelli.
3. ZwiazKi o dzialaniu radioochronnym

Radioprotektory sg to zwigzki o dziataniu radioochronnym, ktorych celem stosowania

jest dziatania profilaktyczne w kierunku zmniejszenia skutkOw napromienienia
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oraz zabezpieczenie nienowotworowych komorek przed uszkodzeniami spowodowanymi
promieniowaniem podczas radioterapii klinicznej. Radioprotektory mozna podzieli¢
nadwie grupy, tj. radioprotektory pochodzenia syntetycznego oraz naturalnego
(Koukourakis, 2012).

Bardzo trudno dokona¢ jednoznacznej klasyfikacji zwigzkéw o dzialaniu
radioochronnym, ze wzgledu na ich ogromne zrdéznicowanie pod wzgledem struktury
oraz mechanizméw dziatania. W literaturze mozna znalez¢ Klasyfikacje wedlug réznych
kryteriow. W odniesieniu do zastosowania w radioterapii, zwigzki o dziataniu
radioochronnym, ze wzgledu na czas ich zastosowania, mozna podzieli¢ na trzy grupy
radioprotektory, ,,mitygatory” (ang. mitigators) oraz leki (Citrin i wsp., 2010) (Rycina 1).
Radioprotektorami, wg tych kryteridéw, okresla si¢ zwiagzki, ktore sag podawane przed
i w trakcie ekspozycji na promieniowanie. ,Mitygatory” sg zwigzkami tagodzacymi
podawanymi w trakcie napromieniania lub bezposrednio po nim, w celu tagodzenia p6zne;j
toksycznos$ci W tkankach prawidtowych (Citrin i wsp., 2010). Leki sa podawane
po zakonczeniu Serii napromieniania, w celu tagodzenia dolegliwosci podczas leczenia
oraz w celu poprawy jakosci zycia po zakonczeniu radioterpii (Szejk i wsp., 2016) (Kunti¢
I wsp., 2013).

3.1. Radioprotektory

3.1.1. Syntetyczne radioprotektory — wybrane przyklady

Od polowy XX. wieku prowadzone sa badania nad opracowaniem skutecznego
zwigzku radioochronnego. Zsyntetyzowano ponad 4400 zwigzkow (WRAMC w USA)
zawierajacych w swej strukturze aminotiole. Najwazniejszym z tej grupy syntetycznych
radioprotektoréw, zatwierdzonym do uzytku klinicznego przez amerykanska Agencje
do Spraw Zywnosci i Lekow (Food and Drug Administration, FDA), jest amifostyna.

Amifostyna  (2-[(3-aminopropyl) amino]ethylphosphorothioic amid, WR2721;
ethiophos; Ethyol®) jest analogiem cystaminy. Amifostyna jest organicznym prolekiem
tiofosforanowym, ktory ulega defosforylacji Kkatalizowanej przez enzym fosfataze
alkaliczng z wytworzeniem wolnego tiolu. Powstaje aktywny metabolit o nazwie WR-1065
z grupg -SH stanowiaca miejsce aktywne czasteczki, ktorej dziatanie polega na usuwaniu
wolnych rodnikéw lub przeksztalcaniu ich w mniej toksyczne czasteczki stabilne.

Ze wzgledu na znacznie wyzsza zawarto$¢ fosfatazy alkalicznej w komoérkach
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prawidlowych niz w komoérkach nowotworowych, WR1065 kumuluje si¢ W prawidlowych
komorkach (Kunti¢ i wsp., 2013). Chroni komorki prawidtowe, przede wszystkim poprzez
neutralizacje i eliminacj¢ ROS (zwlaszcza rodnika hydroksylowego), poprzez zwickszanie
aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej, reduktazy i1 peroksydazy glutationowej oraz
katalazy, a takze poprzez indukcj¢ naprawy DNA. Mimo niekorzystnych skutkow
ubocznych, sposrod ktorych mozna wymieni¢, m.in. hipotensj¢ (spadek ci$nienia
tetniczego), nudno$ci, zawroty glowy, czy rumien twarzy, amifostyna zmniejsza istotnie
czesto$¢ wystepowania ostrej i péznej kserostomii (suchos$¢ blony §luzowej jamy ustnej
z powodu uszkodzenia §linianek) u chorych na raka glowy i szyi poddawanych radioterapii
(Btasiak i wsp., 2002) (Kunti¢ i wsp., 2013).

Przyktadami innych zwiazkow, zawierajacych siarke, w innej formie niz tiole (ang.
non-thiol radioprotectors), zsyntetyzowanych i zbadanych pod wzgledem wtasciwosci
radioprotekcyjnych, sa aminosulfidy, tiomocznik, tiosiarczany, tiofosforany,
dietyloditiokarbaminiany i tiazole, w tym niektdre biogenne aminy i ich pochodne (Weiss
i Landauer, 2009) (Kunti¢ i wsp., 2013).

Nitroksydy sa kolejng grupa  maloczagsteczkowych zwiazkow, ktore zyskujg
zwigkszong uwage jako potencjalne $rodki lecznicze ze wzgledu na ich wiasciwosci
przeciwutleniajgce 1 niskg toksycznos¢. Najwieksze znaczenie pod katem zastosowania
majag nitroksydy w formie zwigzkéw o strukturze heterocyklicznej pigcio-
lub sze$ciocztonowe,  charakteryzujace  si¢  obecnoscig ~ grupy  nitroksylowe;j
z niesparowanym elektronem. Wykazano, ze najwigkszy poziom radioochrony zapewniaty
nitoksydy, t.j.. Tempamina (4-amino-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl) i 3-
karbamoilo-2,2,5,5-tetrametylopirolidyno-1-oksyl) oraz Tempol (4-hydroksy-2,2,6,6-
tetrametylopiperydyno-1-oksyl) (Kunti¢ i wsp., 2013). Nitroksydy petnig funkcje
mimetykow dysmutazy ponadtlenkowej, poniewaz posiadaja zdolnos¢ do katalizowania
procesu dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego. Chronig komorki przed stresem
oksydacyjnym, hamujac peroksydacje lipidow 1 zapobiegajac uszkodzeniom DNA.
Dziatanie radioochronne nitroksydéw jest wybiodrcze, poniewaz chronig tylko komorki
prawidlowe, co moze wynika¢ z szybkiej bioredukcji nitroksydu w warunkach hipoksji
tkanki guza, a dziatanie radioochronne wykazuja tylko nitroksydy, natomiast ich
metabolity nie majg juz takich whasciwosci (Maimona i wsp., 2018) (Tabaczar i wsp.,
2011).

Przyktadem kolejnego, badanego syntetycznego radioprotektora jest chlorowodorek

tetracykliny, ktory wykazuje wiasciwos$ci przeciwutleniajagce, wychwytuje rodniki
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hydroksylowe indukowane promieniowaniem. Badania przeprowadzone na myszach
C57BL/6 (Alok i Chaudhury, 2016), wykazaly skuteczno$¢ radioprotekcyjna
chlorowodorku tetracykliny, jednak doniesienia te wymagajg potwierdzen w kolejnych

badaniach na modelach zwierzecych (Alok i Chaudhury, 2016).

3.1.2. Radioprotektory pochodzenia naturalnego — wybrane przyklady

Przyktadem zwigzku o pochodzeniu naturalnym, badanego jako potencjalnego $rodka
radioochronnego, jest hormon 5-androstendion. Hormon ten u czlowieka jest wytwarzany
przez kor¢ nadnerczy i nalezy do grupy androgendéw. Androstendion stymuluje
mielopoezg, podwyzszajac liczbe neutrofili i ptytek krwi. Hormon wykazuje silne dziatanie
radioprotekcyjne i ma niska toksycznosé¢, jednak wykazano problemy z droga podawania
leku. Skuteczno$¢ dziatania androstendionu jest niewielka po podaniu doustnym,
a po iniekcji czgsto wystepuje miejscowa odpowiedz (tj. obrzek, bol, zaczerwienienie)
(Kunti¢ iwsp., 2013) (Stickney i wsp., 2006). Natomiast oxymetholon, steroid
anaboliczno-androgenny, zapewnia dobry efekt ochronny po podaniu doustnym
oraz wykazuje szeroki indeks terapeutyczny i niskg toksycznos$¢ (Kunti¢ i wsp., 2013)
(Stickney i wsp., 2006) (Singh i wsp., 2008).

Znaczacy efekt radioprotekcyjny obserwuje si¢ w przypadku witamin A, C 1 E
(Kanachi i wsp., 2017) (Ramirez-Cahero i Valdivia-Lopez, 2017) (Kunti¢ i wsp., 2013).
Potwierdzono radioprotekcyjne dziatanie witaminy E (a-tokoferolu) i rozpuszczalnej
w wodzie pochodnej - monoglukozydu tokoferolu (Singh i wsp., 2006) (Kunti¢ i wsp.,
2013) (Kanchi i wsp., 2017), jak rowniez bursztynianu o-tokoferolu, ktory indukuje
wytwarzanie cytokin i powstawanie ptytek krwi u myszy CD2F1 (Singh i wsp., 2006).

Wyniki wielu badan potwierdzity efekt radioprotekcyjny pochodnej tryptofanu,
melatoniny (N-acetylo-5-metoksytryptamina). Melatonina zmiata ROS, gtownie rodnik
hydroksylowy, a takze aniony nadtlenoazotynowe (Shirazi i wsp., 2013) (Pevet i wsp.,
2017). Przeprowadzone proby terapii skojarzonej amifostyny z melatoning, wykazaty efekt
ochronny przed indukowanymi przez promieniowanie uszkodzeniami DNA w komorkach
jednojadrzastych krwi obwodowej in vitro, z uzyskaniem zwieckszonego dziatania

radioprotekcyjnego i zmniejszonej toksycznosci (Kopjar i wsp., 2006).
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3.1.3. Radioprotektory pochodzenia roslinnego - mechanizmy dzialania

Interesujacg grupg zwigzkow o dziataniu radioprotekcyjnym sg substancje pochodzenia
ros$linnego, poniewaz w odrdznieniu od syntetycznych radioprotektoréw (m.in. tiolowych)
sg mniej toksyczne, a dzigki temu bezpieczniejsze, a takze sg tansze w pozyskaniu. Przede
wszystkim  zwigzki pochodzenia roslinnego charakteryzuja si¢ réznorodnoscig
mechanizméw  dziatania, zwykle dluzszym okresem pottrwania w  poréwnaniu
Z syntetycznymi i wykazujg akceptowalny profil stabilnosci (Arora i wsp., 2005).

Zwiazki roslinne wptywaja na caly organizm czlowieka wykazujac wiele réznych
wlasciwosci biologicznych, ktore moga by¢ istotne z punktu widzenia radioochrony,
t.j.: dziatanie przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwmutagenne,
immunostymulacyjne, czy przeciwwymiotne (Arora i wsp., 2005) (Kunti¢ i wsp., 2013).
Dobrymi przyktadami zwigzkow roslinnych o réznorodnym dziataniu i wtasciwosciach
radioochronnych sa: kwasy fenolowe (w tym kwasy hydroksybenzoesowe
i hydroksycynamonowe i ich pochodne), flawonoidy (flawony, flawonole, flawanony,
flawanole, izoflawony, antocyjany), stilbeny, taniny, czy lignany (Arora i wsp., 2005)
(Jagetia, 2007) (Hosseinimehr, 2010) (Fischer i wsp., 2017) (George i wsp., 2017).

Glownym mechanizmem radioochronnego dziatania wigkszosci substancji roslinnych
jest ich aktywno$¢ antyoksydacyjna. Zwiazki te zmiataja reaktywne formy tlenu
powstajace podczas radiolizy wody, a takze r6znorodne rodniki wtorne generowane przez
promieniowanie jonizujace. Przyktadami zwigzkéw syntetyzowanych przez rosliny
0 wlasciwos$ciach antyoksydacyjnych sa m.in.: zwiagzki azotowe, pochodne chlorofilu,
zwigzki fenolowe, cukry, lipidy i1 fosfolipidy, hormony, witaminy np. hydrofobowe
tokoferole i karotenoidy lub rozpuszczalny w wodzie kwas askorbinowy (Fischer i wsp.,
2017) (Szejk 1 wsp., 2016). Zwigzki roSlinne chroniag DNA zapobiegajac glownie
posrednim skutkom promieniowania, poprzez zmiatanie rodnika hydroksylowego 1 innych
ROS. Flawonoidy, polisacharydy, kofeina wptywaja na zmniejszenie liczby uszkodzen
DNA (SSBs i DSBs, modyfikacje oksydacyjne zasad azotowych) po napromieniowaniu
(Hosseinimehr, 2010) (Fischer i wsp., 2017). Polifenole zwigkszaja ekspresje genow
kodujacych enzymy naprawy DNA (m.in. glikozylaz DNA) zwigkszajg tym efektywnos¢
naprawy uszkodzen DNA indukowanych przez promieniowanie jonizujace (Arora i wsp.,
2005). Niektore substancje polifenolowe, np. kwercetyna, katechina, rutyna, wykazuja
aktywnos$¢ antyoksydacyjng posrednio, poprzez chelatowanie jonéw metali przejsciowych

(zapobieganie reakcji Fentona i Habera Weissa), zmniejszajac odsetek uszkodzen DNA
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I modyfikacji oksydacyjnych biatek oraz lipidow wywotanych promieniowaniem
jonizujagcym. Polifenole roslinne wspomagaja tez komorkowy system obrony
antyoksydacyjnej poprzez podnoszenie poziomu zredukowanego glutationu (GSH)
i ochrone aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych, m.in. indukujgc wzrost ekspres;ji
genow dla enzymow antyoksydacyjnych i utrzymanie ich statego poziomu (Hosseinimehr,
2010) (Arora i wsp., 2005) (Jagetia, 2007) (Maurya i wsp., 2006). Odpowiednie st¢zenie
GSH w komorkach umozliwia utrzymanie rownowagi redoks. Zwigzki fenolowe biorg
udziat wregulacji wielu szlakéw sygnalizacyjnych zwigzanych z toksycznos$cig
popromienng, m.in. hamuja szlak sygnatowy zalezny of czynnika NF-xB (ang. nuclear
factor kB), czynnika transkrypcyjnego wrazliwego na stres oksydacyjny oraz zwigzane
z nim szlaki sygnalowe uczestniczace w inicjacji proceséw zapalnych (np. szlak zalezny
od MAPK/ERK, czy PI3K/Akt) (Hussain i wsp., 2016). Zwiazki roslinne moga takze
hamowa¢ ekspresje niektorych genéw, ktore sa odpowiedzialne za indukcje uszkodzen
popromiennych, np. cytochromu P-450, kinazy biatkowej C (PKC), kinaz aktywowanych
miogenami (MAPK) iinnych genéw (Jagtia, 2007) (Szejk i wsp., 2016) (Yun i Wang,
2017).

W radioterapii oprocz stosowania radioprotektorow, rownie istotng strategia moze byc¢
uzycie radiouczulaczy, czyli zwigzkow, ktore zwickszatyby radioczulo§¢ komorek
nowotworowych (przeciwdziatanie radioopornosci). Wykazano, ze zwiazki, tj. kwercetyna,
apigenina 1 genisteina zwiekszaja promienioczuto$§¢ hepatocytow (w obecnosci tych
zwigzkow  obserwowano  wigkszg  S$miertelno§¢  hepatocytow  indukowang
promieniowaniem). Efekt ten moze wynika¢ =z inhibicji topoizomerazy Il, enzymu
zaangazowanego w replikacje, transkrypcje inaprawe DNA (Raviraj i wsp., 2014).
W literaturze jest wiele przyktadow potwierdzajacych radiouczulajace dziatanie polifenoli
w roznych liniach komoérek nowotworowych (Fang iwsp., 2013) (Lin i wsp., 2012)
(Hosseinimehr i Hosseini, 2014) (Hillmam i Singh-Gupta, 2011). Wykazano, ze
resweratrol wzmagat $§mieré komorek raka tarczycy indukowang przez radioaktywny jod
(1", natomiast polifenol ten chronit przed cytotoksycznoscia jodu fibroblasty skory (linia
nie nowotworowa HFFF2) (Hosseinimehr i Hosseini 2014). Resweratrol jest takze
czynnikiem uczulajagcym na promieniowanie komorki czerniaka SK-Mel-5 i HTB-65
poprzez hamowanie proliferacji i promowanie apoptozy (Fang i wsp. 2013). Badania
in vitro oraz in vivo wykonane przez Lin i wsp. dowiodly, ze kwercetyna uwrazliwia na
dziatanie promieniowania zmiejszajac przezywalno$¢ komorek raka jelita grubego DLD1,

raka szyjki macicy Hela i raka piersi MCF-7, poprzez hamowanie aktywnosci kinazy
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ATM, jednego z kluczowych biatek odpowiedzialnych za reakcje na uszkodzenia DNA
(Lin i1 wsp., 2012). Izoflawony sojowe hamuja szlaki sygalizacyjne niezbedne dla
przezycia komorek raka prostaty, poprzez zmieniong aktywacj¢ APEI1/Ref-1, NF-xB
i HIF-1a, blokujac naprawe DNA indukowang podczas radioterapii (Hillmam i Singh-
Gupta, 2011).

3.1.4. Radioprotektory pochodzenia roslinnego - wybrane przyklady

Wiele scharakteryzowanych ekstraktow oraz substancji o dziataniu radioochronnym
pochodzi z roslin endemicznych wystepujacych na terenach Azji i Ameryki Potudniowej,
zwiazki te znajduja liczne zastosowania w medycynie chinskej i ajurwedycznej (Szejk
Iwsp., 2016). Dobrymi przykladami zwiazkow o udowodnionych wlasciwosciach
radioprotekcyjnych sa zwiazki o strukturze fenoli oraz polisacharydy, powszechnie
wystepujace w roSlinach jadalnych 1 leczniczych, tj.: kwercetyna, rutyna, kwas
chlorogenowy, kurkumina, galusan epigallokatechiny, czy B-glukan.

Kwercetyna (3,5,7,3,5° pentahydroksy flawon) jest organicznym
wielopier$cieniowym zwigzkiem aromatycznym, nalezacym do grupy flawonoli,
wystepujacym w owocach i warzywach, m.in. w jabtkach, cebuli czy czosnku (Lin i wsp.,
2012) (Fischer i wsp., 2017). Kwercetyna wykazuje wlasciwosci antybakteryjne,
antywirusowe, antynowotworowe i przeciwzapalne (Lin i wsp., 2012) (Bonechi i wsp.,
2018) oraz radioochronne (Benkovic, 2009) (Manzolli i wsp., 2015) (Horton i wsp., 2013).
Wyniki badah wykazaly, ze kwercetyna wykazuje niska genotoksyczno$¢ i zmniejsza
liczbe uszkodzen DNA leukocytow po napromienieniu (Benkovic, 2009). Badania
Manzolii i wsp. wykazaly, ze kwercetyna zmniejsza fosforylacj¢ y-H2AX i biatka p53
w komorkach ludzkiego wiokniakomigsaka HT1080 (Manzolli i wsp., 2015). Kwercetyna
redukuje zwtoknienie skory, ktore jest poznym skutkiem napromieniania. U samic myszy
C3H/ HeN kwercetyna zminiejszyta przykurcze konczyn tylnych oraz zmniejszyta
gromadzenie si¢ kolagenu i ekspresje TGF-B w napromienionej skorze (Horton i wsp.,
2013).
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Rycina 4. Wzor strukturalny kwercetyny

Rutyna nalezy do grupy glikozydoéw flawonoidowych, jest glikozydem kwercetyny.
Pozyskiwana jest z kwiatow peretkowca japonskiego (Styphnolobium japonicum) i z ziela
gryki (Fagopyrum esculentum). Rutyna wystepuje w wielu owocach i warzywach,
m.in. aroni czarnej,  eukaliptusie, szczawiu oraz w wysokim stezeniu w fiotku
trojbarwnym (Viola tricolor) (Fischer i wsp., 2017). Rutyna wykazuje wlasciwos$ci
przeciwkrotoczne, przeciwzapalne (Bonechi i wsp., 2018) oraz radioochronne (Sunada
i wsp., 2014) (Patil i wsp., 2014). Monoglukozyl rutyny, ktory jest lepiej rozpuszczalny
W wodzie niz rutyna, w niskich stezeniach (0,3%) zwigksza przezywalno$¢ komorek
CHO10B2 po napromienieniu, wykazano tez jego zdolno$¢ do hamowania powstawania
wolnych rodnikoéw (Sunada i wsp., 2014). Doustne podawanie kombinacji rutyny (10 mg
/kg masy ciata) i kwercetyny (20 mg /kg masy ciata) myszom rodzaju szwajcarskich
albinosow przez 5 dni przed napromienianiem catego ciala (3 Gy) zmniejszyto redukcje

polichromatycznych i normochromatycznych erytrocytow (Patil i wsp., 2014).

HO
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Rycina 5. Wzér strukturalny rutyny

Kwas chlorogenowy jest estrem kwasu chinowego i kwasu kawowego, nalezy
do grupy kwaséw hydroksycynamonowych. Wystepuje, m.in. W satacie, pomidorach,

glogu, lisciach i owocach kawowca. Wyniki badan przeprowadzonych przez Cinkilic
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iwsp. (Cinkilic iwsp., 2013) wskazuja, ze kwas chlorogenowy jest skutecznym
radioprotektorem, poniewaz chroni nienowotworowe limfocyty ludzkie przed szkodliwym
dziataniem promieniowania rentgenowskiego. Kwas chlorogenowy wykazuje wtasciwos$ci
antyoksydacyjne, zmiata ROS, chelatuje jony metali przejSciowych, zmniejsza indukcje¢
wolnych rodnikéw, m.in. poprzez hamowanie aktywnos$ci oksydazy ksantynowej (Cinkilic

I wsp., 2013) (Kotodziejczyk-Czepas i wsp., 2015).

OH
OH

Rycina 6. Wzor strukturalny kwasu chlorogenowego

Kurkumina jest polifenolem zbudowanym z dwoch reszt feruloilowych potaczonych
atomem wegla. Stosowana jest jako barwnik spozywczy, m.in. sktadnik curry. Wystepuje
w ktaczach Curcuma longa (Ostryz dlugi). Kurkumina wykazuje dziatanie
antyproliferacyjne, poniewaz zatrzymuje cykl komoérkowy w fazie S/G2M. Badania
namyszach wykazaty, ze podanie kurkuminy (100 mg/kg masy ciala)
przed napromienianiem dawka 2-8 Gy, znacznie przyspiesza procesy gojenia si¢ ran
(Akpolat i wsp., 2009). Podanie zwierzgtom kurkuminy przed Iub po napromienianiu
zmniejszato poziom aberracji chromosomowych, stres oksydacyjny i zwigzane z nim
uszkodzenia hepatocytow oraz zaobserwowano wzrost stezenia GSH i GSH-Px (Tawfik
i wsp., 2013). Kurkumina posiada wlasciwosci  antyoksydacyjne, antynowotworowe
| przeciwzapalne, nie wykazuje genotoksycznosci oraz moze redukowaé poziom

uszkodzen DNA oraz hamowac¢ peroksydacje lipidow (Tawfik i wsp., 2013).

OCHs H3CO

Rycina 7 A. Wz6r strukturalny kurkuminy, forma ketonowa
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Rycina 7 B. Wzor strukturalny kurkuminy, forma enolowa

Galusan epigallokatechiny (EGCG), jest polifenolem 2z grupy flawonoidéw,
wchodzacym w sktad zielonej herbaty (Camellia sinensis), jest estrem kwasu galusowego
i epigallokatechiny. EGCG jest antyoksydantem, ktéry zmiata ROS i zapobiega
translokacji jadrowego NF- «B (Das i wsp., 2013). Badania wykazaly, ze podanie
dootrzewnowe EGCG przed napromienianiem samcow zwierzat doswiadczalnych
(myszy), istotnie zmniejszato poziom stresu oksydacyjnego w jadrach samcow i chronito
plemniki przed szkodliwym dziataniem promieniowania, natomiast dtuzsze podawanie

EGCG (przez 21 dni) stymulowato spermatogeneze (Ding i wsp., 2015).
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Rycina 8. Wzoér strukturalny galusanu epigallokatechiny

Polisacharyd B-glukan, sktadnik budulcowy $cian komérkowych drozdzy, grzybow
1 zbdz, wykazuje dzialanie immunomodulujace, antyoksydacyjne, zapewniajac silng
ochrone radiologiczng. Stymuluje endogenne wytwarzanie cytokin (interleukiny IL-1
I IL 6). Zwigksza liczbe komorek szpiku kostnego, neutrofili, limfocytow i ptytek krwi
u myszy poddanych napromienianiu (Shah i wsp., 2015) (Kunti¢ i wsp., 2013).
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Rycina 9. Wzoér strukturalny B-glukanu (B-1,3/1,4-glukan)

3.2. ,Mitygatory”- wybrane przyklady

»Mitygatory” maja na celu lagodzenie objawdw pdznej toksycznosci w komorkach
prawidlowych, zanim pojawig si¢ objawy kliniczne. Do ,,mitygatoréw” zaliczane
sg substancje o zr6znicowanych mechanizmach dziatania, takie jak czynniki wzrostu,
enzymy i inhibitory aktywno$ci enzymatycznej, zwigzki modulujace szlaki przekazywania
sygnaldéw oraz substancje o dziataniu przeciwutleniajagcym.

Do grupy tej nalezy, m.in. inhibitor proteazowy Bowmana-Birka, stosowany
jako czynnik przeciwzwloknieniowy i chemioprewencyjny, ktory stymuluje procesy
naprawy DNA (Dittman i wsp., 2005).

Kolejna grupa ,,mitygatorow” to substancje zaliczane do niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych (np. celecoxib, kwas acetylosalicylowy, ibuprofen), ktore hamujg
aktywno$¢  cyklooksygenazy 2 (COX-2) iograniczaja syntezg prostaglandyn
po napromienianiu oraz tagodza stany zapalne btony sluzowej (Laube i wsp., 2016) (Szejk
I wsp., 2016) (Kuntic i wsp., 2013) (Dittmann i wsp., 2005).

Natomiast inne ,,mitygatory”, t.j.: kaptopryl, enalapril i ramipril aktywuja inhibitory
konwertazy angiotensynowej, czyli hamujg tworzenie angiotensyny |l z angiotensyny 1.
Reguluja objegtos¢ 1 cisnienie krwi przez uklad renina-angiotensyna-aldosteron.
Ich dziatanie polega na zapobieganiu popromiennej  nefropatii, neuropatii nerwu
wzrokowego oraz zapaleniu ptuc (Cohen i wsp., 2003) (Wu i Zeng, 2009) (Saavedra,
2017).

Dostepne sg rowniez ,,mitygatory” odpowiedzialne za detoksykacje i antyoksydacyjng
ochrong organizmu, do ktorych nalezy oltipraz, pochodna ditiolotionu (5- (2-pirazynylo) -
4-metylo-1,2-ditiolo-3-tion). Oltipraz dziala jako induktor enzymow II fazy,
a takze wykazuje = dziatanie = chemioprewencyjne, poniewaz zwicksza  st¢zenie

matoczasteczkowych tioli w komorkach i stymuluje ekspresj¢ indukowalnej S-transferazy
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glutationowej oraz mikrosomalnej hydrolazy epoksydowej (Miao i wsp., 2003).

Genisteina jest izoflawonoidem czyli ,,mitygatorem” pochodzenia naturalnego
0 wlasciwo$ciach inhibitoréw kinaz tyrozynowych, ma dziatanie antyoksydacyjne
i chemioprewencyjne (Jackson i wsp., 2017) (Grace i wsp., 2007).

Z kolei statyny dziataja jako inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
koenzymu A (reduktaza HMG-CoA), hamujg kaskad¢ biatkka RhoCCN2/macierz
zewnatrzkomoérkowa. Biatka Rho odpowiadajg, m.in. za reorganizacje cytoszkieletu
komorki i tworzenie polgczen miedzykomorkowych, CCN2 sg  biatkami
mi¢dzykomorkowego przekazywania sygnatow. Statyny blokuja przekazywanie sygnatu
tym szlakiem izmniejszaja czegsto$¢  wystepowania enteropatii - popromiennych
oraz hamujg proces zwioknienia ptuc (Haydont i wsp., 2007).

,Mitygatory” t.J. halofuginon, 1D11 (przeciwciata anty-TGF-p) i SM16 (small
molecule TGF-B  signalling inhibitor) s3a inhibitorami szlakow zaleznych
od transformujgcego czynnika wzrostu TGF-p, ktore ograniczajg procesy zwtoknienia ptuc
(Szejk i wsp., 2016).
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Czes¢ doswiadczalna
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4. Cel pracy

Celem pracy byla ocena czy preparaty roslinne 0 strukturze glikokoniugatow
polifenolowych (ang. polyphenolic glycoconjugates; PGs) i ich aglikony, wyizolowane
z wybranych ro$lin leczniczych z rodziny Rosaceae oraz Asteraceae, wykazujg
wilasciwos$ci radioochronne in vitro, a takze wyjasnienie mechanizméw ich dziatania.
Zadania badawcze obejmowaty:

1. ocen¢ cytotoksyczno$ci PGS i ich aglikonow wobec fibroblastéw mysich L929
oraz komorek jednojadrzastych krwi obwodowej cztowieka (ang. peripheral blood
mononuclear cells; PBMC)

2. okreslenie udziatu PGs i ich aglikonow w ochronie komoérek jednojadrzastych krwi
obwodowej oraz elementdow osocza krwi cztowieka przed indukowanymi
promieniowaniem gamma:

e stresem oksydacyjnym

e genotoksycznoscia

e apoptoza
3. okreslenie wptywu wybranych PGs na indukowany promieniowaniem gamma stres

oksydacyjny oraz apoptoze komorek biataczkowych linii K562
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5. Material i metody

5.1. Material

Materiat biologiczny do badan stanowity:

e krew pelna pobrana do zestawu z antykoagulantem CPD (cytrynian trisodowy,
fosforan, glukoza) oraz §wiezo mrozone osocze, uzyskiwane od zdrowych dawcow
z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w L.odzi; z krwi pelne;j
izolowano komorki jednojadrzaste,

e fibroblasty mysie linii L929, ktore sg standardowymi i uznanymi mi¢dzynarodowo
komorkami, stuzacymi do oceny cytotoksycznosci in vitro wyrobow medycznych;
komorki linii L929 zakupiono w European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC),

e komorki ludzkiej przewleklej biataczki szpikowej linii K562, zakupione

w American Type Culture Collection (ATCC).

Preparaty roslinne do przeprowadzonych badan stanowity:

e PGs oraz ich aglikony, uzyskane z Zaktadu Chemii Medycznej i Mikrobiologii
Politechniki Wroctawskiej, wyizolowane oraz scharakteryzowane pod wzgledem
chemicznym, w ramach wspoélpracy, przez t¢ jednostk¢ naukowsg; preparaty
roslinne otrzymano w postaci liofilizatow.

PGs oraz ich aglikony pochodzity z wybranych czterech gatunkow roslin:

e zrodziny Rosaceae:
o z kwiatostanow krwisciggu lekarskiego — Sanguisorba officinalis L.,
o z lisci poziomki pospolitej — Fragaria vesca L.,
o zlici jezyny faldowanej — Rubus plicatus Whe. et N. E.,

e Zrodziny Asteraceae:

o zkwiatostandw przymiotna kanadyjskiego — Erigeron canadensis L.

Sposob otrzymywania preparatow roslinnych zostat opatentowany przez Politechnike
Wroctawska (patent 216635, o udzieleniu patentu ogloszono 30.04.2014).
Ich zastosowanie w ochronie przed promieniowaniem jonizujagcym jest przedmiotem

zgloszenia patentowego (No. P.412248, 6.05. 2015).
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5.1.1. Izolacja i charakterystyka chemiczna preparatow roslinnych

Preparaty ros$linne oraz ich charakterystyke chemiczng, w ramach wspodlpracy,
uzyskano z Zakladu Chemii Medycznej i Mikrobiologii Politechniki Wroctawskie;j.
Z uwagi na fakt, ze izolacja i charakterystyka chemiczna preparatow roslinnych nie byly
wykonywane w ramach pracy doktorskiej zagadnienia te zostaly opisane w bardzo
skréconej formie.

Suszone kwiaty Sanguisorba officinalis L. (voucher No. 004990) i Erigeron canadensis
L. (Voucher No. 019361), pochodzity z roslin zebranych z typowych siedlisk naturalnych
wystepujacych na terenie Dolnego Slaska, natomiast suszone liscie Fragaria vesca L.
(voucher No. 004954) oraz Rubus plicatus Whe. et N. E. (voucher No. 013914) zakupiono
w miejscowym sklepie. Tozsamos$¢ roslin zostala poswiadczona przez prof. dr hab.
Krystyne Kromer i mgr inz. Jolant¢ Kochanowska z Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu
Wroctawskiego, a pozyskane okazy zielne zostaty zdeponowane w Ogrodzie Botanicznym
we Wroclawiu.

Glikokoniugaty polifenolowe byly izolowane zgodnie z metoda opracowana,
opatentowang (Gancarz i wsp, Patent RP No 216 635) i opublikowang przez zesp6t prof.
Romana Gancarza i dr lzabeli Pawlaczyk-Graja (Pawlaczyk i wsp., 2011) (Pawlaczyk,

2009). Ogodny schemat izolowania PGs 1 ich aglikonéw przedstawiono na Rycinie 10.
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4 Suszone kwiaty: )
Erigeron canadensis
Sanguisorba officinalis
Suszone liscie:
Rubus plicatus
\_ Fragaria vesca y,

wieloetapowa izolacja:
«  ekstrakcja (0,1 M NaOH - |l> .
97°C, n-heksan 69°C, Koniugat
eter dietylowy 34°C) polifenolowo-
+ dializa ;
. zatezanie polisacharydowy
(PG)
hydroliza "=
(kwas trifluorooctowy; TFA,
120°C)

aglikon

Rycina 10. Schemat izolowania PGs i ich aglikonéw (Gancarz i wsp, Patent RP No 216 635) (Pawlaczyk
i wsp., 2011) (Pawlaczyk, 2009).

Suszone czgéci kwiatow lub lisci (250 g), po zmieleniu zawieszano w 0,1 M NaOH
| pozostawiano w temperaturze pokojowej na 24 godz., po czym mieszaning ogrzewano
przez 6 godz. (97°C). Po odwirowaniu (1900 x g, 15 min), osad usuwano, a supernatant
zobojetniano za pomocg 1 M HCI, zatezano do mniejszej objetosci i 2-krotnie
przeprowadzano ekstrakcje z uzyciem n-heksanu (frakcja rozpuszczalna w wodzie: n -
heksan 1:1, v/v) w ciggu 6 godz. (69°C)., anastepnie 3-krotnie eterem dietylowym
(frakcja rozpuszczalna w wodzie: eter dietylowy 1:1, v/v) przez 6 godz. (34°C).
Z pozostatego roztworu wodnego odparowywano frakcje wodng w wyparce obrotowej pod
zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalos¢, o konsystencji pasty, zawieszano w 4 litrach
metanolu i mieszano przez 24 godz. w temperaturze pokojowej, a na koniec odsagczano na
lejku Buchnera. Otrzymany osad suszono W temperaturze pokojowej, nastgpnie
rozpuszczano w wodzie destylowanej i dializowano wobec wody przez 5 dni (punkt
odciecia dla btony dializacyjnej Spectra/Por 4 Dialysis Membrane wynosit 12 000-14 000
Da), po czym retentat zat¢zano pod zmniejszonym cisnieniem.

Analiz¢ chemiczng preparatow wyizolowanych z Sanguisorba officinalis, Erigeron
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canadensis, Fragaria vesca i Rubus plicatus wykonano w zespole Pawlaczyk i wsp.,
(Pawlaczyk i wsp., 2009) (Pawlaczyk i wsp., 2011) (Pawlaczyk i wsp., 2012). Zawartos¢
weglowodanow oznaczano metodg Dubois z uzyciem fenolu 1 kwasu siarkowego
(Dubois i wsp., 1956), jako wzorzec do przygotowania krzywej kalibracyjnej stosowano
roztwor glukozy. Zawartos¢ kwasow heksuronowych oznaczano w reakcji z karbazolem
(Dische, 1947), stosujac kwas galakturonowy jako zwiazek referencyjny. Stezenie fenoli
oznaczano metoda Folin-Ciocalteu, z zastosowaniem kwasu galusowego jako standardu
(Singleton i wsp., 1999). Zawartos¢ biatka oznaczano metodg Lowry’ego (Lowry i wsp.,
1951), stosujac jako zwigzek wzorcowy albuming bydleca. Wszystkie pomiary
kolorymetryczne wykonywano na aparacie UV-VIS Spektrofotometr 1800 (Shimadzu,
Japan). Glikokoniugaty ro$linne poddawano hydrolizie przy uzyciu 2 M kwasu
trifluorooctowego w ciggu 3 godzin, w temperaturze 120°C (uzyskanie aglikonu).
Po kwasowej hydrolizie substancji roslinnych zawarto$¢ poszczegdlnych monosacharydoéw
w kwasnym hydrolizacie oznaczano na podstawie stezenia ich acetylowanych pochodnych,
to jest octanow alditoli powstajacych po redukcji borowodorkiem sodu wedlug metody
Bierrmann i McGinnis 1989 (Bierrmann i McGinnis, 1989), z zastosowaniem
chromatografii gazowo-cieczowej i spektrometrii mas, przy uzyciu chromatografu
Hewlett-Packard model S891A Series II, wyposazonego w kolumne HP-1 (0,22 mm x 25
m), stosujac program w zakresie temperatur 150 - 250°C (8 °C/min) do 270°C).

Wszystkie cztery glikokoniugaty polifenolowe sg substancjami wielkoczasteczkowymi
(>12 kDa), stanowiacymi tylko okoto 0,9-2,0% wyjSciowej masy suchego materiatu
ro$linnego (Tabela 1). Sa to ciemnobrgzowe substancje, rozpuszczalne w wodzie
oraz w roztworach alkalicznych, nierozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych,
takich jak metanol, etanol, aceton, chloroform, eter dietylowy i heksan, z wyjatkiem
DMSO (Pawlaczyk i wsp, 2011) (Pawlaczyk i wsp., 2009). Oznaczony sktad chemiczny
czesci  polisacharydowej badanych preparatow oraz calkowitg zawartoscfenoli

przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Wydajnos$¢, catkowita zawarto$¢ fenoli oraz sktad czgsci polisacharydowej (Zbikowska i wsp.,

2016)
Nazwa Wydajnos¢ Wydajnos¢ Zawarto$¢ octanow alditoli dla Zawarto$¢ | Zawartosé
ro$liny W procesie czesci poszczegdlnych monocukrow, UA bialka fenoli
oczyszczania | polisacharydowej | oznaczonych metodg GLC-MS (% (% [mM]
(% wagowy) | (% wagowy) (% wagowy) wagowy) | wagowy)
Rha | Ara | Xyl | Man | Glc | Gal
Fragaria
14 15,2 100 6,8 14|09 | 8,6 |19,3| 53,0 0,4 1,06
vesca
Rubus
. 2,0 8,0 24198 (11|29 (258|16,1| 419 10 1,55
plicatus
Erigeron
. 0,9 34,1 0994 |16]| 24 (108 4,5 70,4 1.2 1,66
canadensis
Sanguisorba
S 1.8 21,0 45 (111|01| 1,4 |36 |88 | 705 07 1,37
officinalis

UA - zawarto$¢ kwasow heksuronowych w mieszaninie cukrow prostych. Zawarto$¢ fenolu w czesciach
fenolowych analizowanych substancji ro$linnych, wyrazona jako rownowaznik kwasu galusowego.
Zawartos¢ fenoli wyrazona jako mM ekwiwalentu kwasu galusowego w 1 g preparatu roslinnego [GAE]. Ara
—arabinoza; Xyl —ksyloza; Man — mannoza; Glc — glukoza; Gal — galaktoza

Najwigksza zawartos¢ czasteczek UA, bogatych w karboksylowe grupy funkcyjne,
stwierdzono w preparatach wyizolowanych z Erigeron canadensis (70,4%) i Sanguisorba
officinalis (70,5%). Analiza GLC-MS weglowodanowych fragmentow wszystkich
badanych preparatow wykazata, ze oprocz heksoz, takich jak Glc (glukoza),
Gal (galaktoza) i Man (mannoza), w otrzymanym materiale ros§linnym obecne sg rowniez
inne cukry proste, typowe dla kwasnych polisacharydow $cian komorkowych roslin
wyzszych, takie jak Ara (arabinoza), Rha (ramnoza), i Xyl (ksyloza) (Co6té i Hahn, 1994).
Fragment weglowodanowy w preparacie z Fragaria vesca moze stanowi¢ polisacharyd
typu ramno-galakto-uronian, na co wskazuje wysoka zawarto$¢ Rha i Gal (10,0 i 19,3%,
odpowiednio). W przypadku preparatu z Rubus plicatus czg¢s¢ weglowodanowa moze
stanowi¢ arabino-gluko-galakturonian, ze wzgledu na obecnos¢ duzych ilosci tych
monosacharydow (25,8% Glc 19,8% Ara), podobnie jak w przypadku preparatu
otrzymanego z Erigeron canadensis (10,8% Glc i 9,4% Ara). Natomiast sktad fragmentu
weglowodanowego oznaczony dla preparatu uzyskanego z Sanguisorba officinalis

sugeruje obecnos¢ arabino-galakt-uronianu, ze wzgledu na wysoka zawartos¢ Ara (11,1%).
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Jak wynika z przeprowadzonych analiz, kazdy z badanych preparatow roslinnych zawiera
w swojej czesci weglowodanowej znaczng ilos¢ Gal, co jest typowe dla pektyn bogatych
w kwasy heksuronowe, gtoéwnie kwas galakturonowy (C6té i Hahn, 1994).

Wynik wskazujacy na obecnos$¢ biatka w badanych preparatach (zakresie 0,4-1,2%
wagowych) (Tabela 1) moze wynika¢ z interferencji zwigzkéw fenolowych zawartych
W preparatach roslinnych z odczynnikiem Lowry'ego, a nie z faktu wystgpowania bialek
w badanym materiale (Lindeboom i Wanasundara, 2007).

W sktad czesci polifenolowej wybranych do badan preparatow roslinnych wchodza,
m.in. zwigzki zawierajace w  swojej strukturze pierScien fenolu  (kwas
hydroksybenzoesowy, kwas kumarowy), pierScien gwajakolu (gwajakol, pochodne
eugenolu, wanilina, kwas wanilinowy, kwas ferulowy i1 dihydroferulowy), czy pierscien
syryngolu (syryngol, metylo- i propenylosyryngol, kwas syryngowy) (Tabela 2A, B, C).
Najwiekszg zawarto$¢ zwiazkow o strukturze fenoli stwierdzono w PGs z Fragaria vesca
I Rubus plicatus, PG z Eigeron canadensis charakteryzuje si¢ najwickszg zawartoscia
zwigzkow o strukturze gwajakolu, natomiast najwigkszg zawarto$¢ zwigzkow o strukturze

syryngolu posiada PG z Sanguisorba officinalis (Szejk i wsp., 2017).
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Tabela 2. Wzgledna zawarto§¢ monomerycznych pochodnych fenolowych uwalnianych podczas

pirolitycznej metylacji glikokoniugatow polifenolowych (wyrazona jako procent sumy zwiazkow

uzyskanych z chromatogramu catkowitego pradu jonowego GC/MS)

Tabela 2A
Nazwa zwiazku Grupg Zrédto glikokoniugatoéw polifenolowych
funkeyjna ™ Erjseron | Sanguisorba | Rubus | Fragaria
w canadensis | officinalis plicatus vesca
podjednostce
strukturalnej
ZwiazKki o strukturze fenoli [%]
fenol -H 3,13 4,50 12,88
4-metylofenol -CH, 4,99 4,18 4,88 12,11
4-winylofenol -CH=CH, 1,62 1,43 3,99 7,36
4-etylofenol -CH,-CH,§ 1,85 0,72 2,28 5,26
4- -COH 1,41
hydroksybenzaldehyd
4-hydroksyacetofenon | -CO-CH, 3,14 2,28
kwas 4- -COOH 2,09 4,55 5,92
hydroksybenzoesowy
kwas 4- -CH,-COOH 3,77
hydroksyfenylooctowy
kwas p-kumarowy -CH=CH- 2,66 3,57 3,46
COOH
kwas 3-(4- -CH,-CH, 0,85
hydroksyfenylo) -COOH
propionowy
Suma 19,48 7,18 29,82 48,40
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Tabela 2B

Nazwa zwigzku Grupf’:l Zrodto glikokoniugatow polifenolowych
funkcyjna Erigeron | Sanguisorba | Rubus | Fragaria
w canadensis | officinalis plicatus vesca
podjednostce
strukturalnej
ZwiazKki o strukturze gwajakolu [%]
gwajakol -H 8,82 18,96 412
4-metylogwajakol -CH, 4,18 15,77 10,54 15,58
4-winylogwajakol -CH=CH, 4,24 2,83 5,35
4-etylogwajakol -CH,-CH, 2,11
trans-izoeugenol -CH=CH-CH, 6,37 6,91 0,94
4-propylogwajakol -CH,-CH,- 6,42 5,23
CH,
wanilina -COH 1,98 1,13 1,77
alkohol wanilinowy -CH,-OH 0,54
acetogwajakol -CO-CH, 3,06 5,82 4,34 1,04
kwas wanilinowy -COOH 3,16 421 8,09 6,25
kwas homowanilinowy | -CH,-COOH 1,13 2,00
kwas ferulowy -CH=CH- 38,93 4,17 1,41
COOH
kwas dihydroferulowy | -CH,-CH,- 1,15
COOH
Suma 72,02 40,57 52,67 42,75
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Tabela 2C

Nazwa zwigzku Grupa Zrodto glikokoniugatow polifenolowych
funkcyjna
w podjednqstce Erigeron Sanguisorba Rubus Fragaria
strukturalnej canadensis | officinalis plicatus | vesca

ZwiazKi o strukturze syringolu [%)]

syringol -H 4,10 8,13 7,63 4,46

4-metylosyringol | -CH; 2,04 20,02

4-(1-propenylo)- | -CH=CH-CHj, 1,06

syringol

kwas syringowy | --COOH 1,30 24,10 9,88 4,39

Suma 8,50 52,25 17,51 8,85

5.2. Odczynniki

= Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA: ABTS (ang. 2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid; kwas 2,2'-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-

6-sulfonowy), Trolox (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-

DMSO (ang.
dimetylosulfotlenek), DTNB (ang. 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid); kwas 5,5-

karboksylowy), kwercetyna, rutyna, dimethyl  sulfoxide;

ditio-bis-(2-nitrobenzoesowy)), TBA (ang. thiobarbituric acid; kwas barbiturowy),
RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute medium; medium wzrostowe)
bez glutaminy, DAPI (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride;
H2DCFDA (ang. 2.7-

dichlorodihydrofluorescein diacetate; dioctan 2', 7'-dichlorodihydrofluoresceina),

dichlorowodorek  4',6-diamidyno-2-fenyloindolu),

agaroza LMP (ang. low melting point; niska temperatura topnienia) i NMP (ang.
normal melting point; normalna temperatura topnienia), biekit trypanu, Triton X-
100, Histopaque-1077, GSH (ang.

nadsiarczan potasu, nadtlenek wodoru, DTPA (ang. diethylenetriaminepentaacetic

glutathione;  zredukowany  glutation),
acid; kwas pentetynowy), NEM (ang. N- thylmaleimide; N-etylomaleimid), OPA
(ang. o-Phthalaldehyde / ortho-phthalaldehyde) orto-ftalaldehyd, metanol, EDTA
(ang.
komercyjny zestaw do oznaczania SOD - Assay Kit-WST 19160

Life Technologies, Waltham, MA, USA: bigkit trypanu, DMEM z czerwienia

ethylenediaminetetraacetic ~ acid; kwas tylenodiaminotetraoctowy),
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5.3.

fenolowa (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium; medium wzrostowe)
bez czerwieni fenolowej, FBS (ang. fetal bovine serum; plodowa surowica
bydleca), antybiotyki penicylina/streptomycyna, L-glutamina

New England Biolabs, UK: hOGG1 (ang. human 8-oxoguanine DNA glycosylase
1; ludzka 1 glikozylaza DNA 8-oksoguaniny), BSA(ang. bovine serum albumin;
surowica albuminy wotowej), NEBbufor

Lonza, Bazylea, Szwajcaria: RPMI z glutaming, HBSS (ang. Hank’s Buffered Salt
Solution; zbuforowany roztwor Hanksa)

Biowest, Nualiile, Francja: FBS

POCH, Gliwice, Polska: nadtlenek wodoru, NaH,PO,-H,O, Na,HPO,, CDNB
(ang. 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene; 1-chloro-2,4-dinitrobenzen)

HyClone, USA: 0,25% trypsyna, PBS (ang. phosphate buffered saline;
zbuforowany roztwor soli fizjologicznej) bez wapnia i magnezu

Invitrogen, Waltham, MA USA: cDMEM

TaKaRa Bio, USA: LDH Cytotoxicity Detection Kit — komercyjny zestaw do
oznaczania cytotoksycznos$ci

Chempur, Piekary Slaskie, Polska: TCA (ang. trichloroacetic acid; kwas
trichlorooctowy), NaOH, HCI, NaCl, Na,HPQO,, SDS (ang. sodium dodecyl sulfate;
siarczanowy siarczan dodecylowy)

BioVision, Kalifornia, USA: The Annexin V-FITC Apoptosis Kit — komercyjny
zestaw do oznaczania apoptozy

Digital Bio, Seul, Korea: komercyjny zestaw do oznaczania zywotnosci komorek

Aparatura

Nikon, Tokyo, Japonia: Eclipse E6G00W mikroskop fluorescencyjny

Olympus, Tokyo, Japonia: mikroskop Olympus 1X 70

Beckton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA: cytometr przeptywowy
BDUS LSR I

Bio-Rad, Hercules, USA: czytnik mikroptytek UV-Vis Bio-Rad 550

BMG LABTECH, Ortenberg, Niemcy: czytnik mikroptytek UV-Vis SPECTROstar
Nano

BioTek, Winooski, VT, USA: czytnik mikroptytek UV-Vis/ fluorescencja

Unicam, Cambridge, Wielka Brytania: spektrofotometr Helios UV-Vis
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= Thermo Scientific Heraeus, Osterode, Niemcy: wirowka Biofuge frecso
= MPW, Warszawa, Polska: wirowka MPW 370

= Digital Bio, Seul, Korea: automatyczny licznik komérek ADAM MC

= Kucharczyk, Warszawa, Polska: blok grzejno-chtodzacy Hot Winter 3

= Kucharczyk, Warszawa, Polska: aparat do elektroforezy kometowej

= ZZUIJ Polon, Poznan, Polska: bomba kobaltowa radiator BK-10000

= Servo - D Izotop, Wegry: kobaltowa komora radiacyjna Panoramic OB

5.4. Metody
5.4.1. 1zolacja komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC)

Krew pelna nawarstwiano na Histopaque-1077 w stosunku objetosciowym 1:1
| wirowano przy predkosci 540 x g przez 30 min, w temperaturze 25°C (Boyum, 1968).
Zebrano warstwe bogata w komorki jednojadrzaste, a nastgpnie przemywano dwa razy
10 mM PBS (10 mM bufor fosforanowy z 0,9% NaCl, pH 7,4). Komorki jednojadrzaste
zawieszano w 10 mM PBS lub w medium RPMI 1640 bez glutaminy. Komérki po izolacji
barwiono blgkitem trypanu (1:1), nanoszono na komore Thoma® i zliczano
pod mikroskopem $wietlnym.
Obliczano liczbe komoérek na 1 ml wedlug wzoru: 4 X 10 X a X n
a - $rednia liczba komorek w matym kwadracie komory; n - rozcienczenie badanej proby.

Nastepnie przygotowywano zawiesing komorek o odpowiednig gestoéci. Zywotno$é

komorek po izolacji wynosita 99+5%.

5.4.1. Przygotowanie osocza
Swiezo mrozone osocze (ang. fresh frozen plasma) ludzkie rozmrazano, poprzez
umieszczenie w 37°C na okoto 1,5 godziny. Nastepnie wirowano przy 810 x g, 5 minut,

w temperaturze 15°C aby uzyska¢ klarowno$¢ osocza.

5.4.2. Hodowla komorek 1.929

Hodowle komorek L929 — linia komoérkowa fibroblastow mysich - prowadzono
w pozywce DMEM z czerwienig fenolowg o niskiej zawartosci glukozy (1000 mg/l), z 5%
cielecg surowicg ptodows, z dodatkiem penicyliny (10 U/ml) i streptomycyny (10 pg/ml)
oraz 2 mM L-glutaming (cDMEM). Komorki hodowano w inkubatorze w 37°C, 5% CO,

I wilgotnoscig 90%. Po osiagnigciu stanu bliskiego konfluencji, usuwano podtoze
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i przeptukiwano komorki buforem PBS bez Ca® i Mg®. W celu odklejenia komorek
od podtoza dodano do butelki z hodowla 0,25% roztwor trypsyny — EDTA. Po optukaniu
komorek usuwano potowe trypsyny, a hodowle z pozostatg trypsyng inkubowano 30-60
sekund w 37°C, 5% CO, i 90% wilgotnoscig. Nastgpnie do zawiesiny dodawano CDMEM
w celu splukania i odklejenia komorek od podtoza. Cato$¢ przenoszono do probdwki
i wirowano przy 500 x g, 5 minut w temperaturze pokojowej. Komoérki zawieszano
w medium, a nastepnie barwiono biekitem trypanu (1:1), nanoszono na komor¢ Thoma®
i zliczano pod mikroskopem $wietlnym. Obliczano liczbe komorek na 1 ml wedtug wzoru:
4x10°%xaxn

a - $rednia liczba komoérek w matym kwadracie komory; n - rozcienczenie badanej proby
Przygotowywano rozcienczenia w c¢DMEM aby uzyska¢ zawiesing komorek

0 odpowiedniej gestosci.

5.4.3. Hodowla komérek K562

Komoérki K562 hodowano w pozywce RPMI 1640 z dodatkiem 10% FBS, penicyliny
(100 U/ml) i streptomycyny (100 mg/ml). Komoérki hodowano w inkubatorze w 37°C, 5%
CO; 1 wilgotnoscia 90%. Komorki pasazowano trzy razy w tygodniu, do badan
wykorzystywano komorki w wyktadniczej fazie wzrostu. Wykonywano barwienie
blekitem trypanu (1:1), nanoszono na komor¢ Thoma®™ i zliczano pod mikroskopem
$wietlnym. Obliczano liczbe komoérek na 1 ml wedhug wzoru: 4 X 10 X a X n
a - $rednia liczba komorek w matym kwadracie komory; n - rozcienczenie badanej proby.
Nastepnie przygotowywano zawiesing komérek o odpowiednig gestoéci. Zywotno$é

komorek po izolacji wynosita 99+5%.

5.4.4. Przygotowanie roztworow macierzystych PGs i ich aglikonow
Glikokoniugaty polifenolowe rozpuszczano w wodzie dejonizowanej, otrzymujgc
roztwor 0 stezeniu wyjsciowym 10 mg/ml. W przypadku zwigzkow stanowiacych kontrole
pozytywna (kwercetyna, rutyna) oraz doswiadczen majacych na celu porownanie GPs z ich
aglikonami, rozpuszczalnik stanowit 50% roztwor DMSO  z uwagi na trudng
rozpuszczalno$¢ aglikondbw w wodzie dejonizowanej. Koncowe stgzenie DMSO

w badanych probkach byto <0,25%.
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5.45. Inkubacja osocza i komérek z PGs i ich aglikonami,
napromienianie

Badane zwiazki roslinne o odpowiednich st¢zeniach dodawano do komorek lub osocza
(w proporcji 1:100) 1 inkubowano przez 1 godz. w temperaturze 37°C, a nastepnie
napromieniano odpowiednig dawka promieniowania gamma (20°C £ 1°C). W przypadku
niektorych doswiadczen zwigzki badane dodawano 15 minut po napromienieniu.
Jednoczesnie przygotowywano kontrole stanowigce komorki lub osocze bez badanych
zwigzkow (zawierajace PBS lub 50% DMSO). Przy kazdym doswiadczeniu
przygotowywano jednoczesnie identyczny zestaw prob (komorek i/lub osocza), ktorych nie
poddawano napromienianiu. Napromienianie prob wykonywano w Miegdzyresortowym
Instytucje Techniki Radiacyjnej Wydzialu Chemii Politechniki £.6dzkiej. Napromienianie
dawkami 10 1 15 Gy wykonano w bombie kobaltowej (moc dawki 0,392+0,027 Gy/min)
radiator BK-10000 ZZUJ Polon, Poznan, Polska. Natomiast napromienianie dawkami 100
1 200 Gy wykonano w komorze radiacyjnej Panoramic Radiator OB — Servo — D (lzotop,
Wegry) (moc dawki 430 Gy/h).

Analizy biochemiczne wykonywano 30-60 min po napromienieniu (czas konieczny na
przewiezienie probek z PL), przezywalnos¢ 1 apoptoze PBMC i1 komorek K562 oznaczano
po dodatkowej 2-godzinnej inkubacji w inkubatorze (37°C). W przypadku komorek przed
inkubacjg proby wirowano (500 x g, 15 min, 25°C), usuwano supernatant, a osad komorek
zawieszano w §wiezym medium lub 10 mM PBS.

W niektorych oznaczeniach wykorzystywano lizat komorek, ktory stanowit supernatant
uzyskany poprzez zawieszenie komorek w 10 mM PBS, zamrozeniu (-20°C), rozmrozeniu

(37°C) 1 odwirowaniu (500 x g, 4°C, 15 min).

5.4.6. Cytotoksycznos¢ PGs i ich aglikonow wobec komérek L 929
Cytotoksyczno$¢ GPs i ich aglikonow wobec fibroblastow mysich (komorki
L929), oznaczano poprzez pomiar aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH).
Oznaczenia wykonywano za pomocg komercyjnego zestawu - LDH Cytotoxicity Detection
Kit, Code MK 40l - zgodnie z metoda opisang przez producenta (TaKaRa Bio). Test ten
stuzy do oznaczania aktywnosci LDH w supernatancie, ktora jest miarg toksycznosci
badanej substancji wzgledem komodrek w hodowli. LDH jest enzymem cytozolowym,

ktory w warunkach fizjologicznych nie jest uwalniany do $srodowiska. Uwolnienie LDH

52



Z komorek do srodowiska moze by¢ spowodowane m.in.: mechanicznymi uszkodzeniami
btony plazmatycznej, czy $mierciag komorki w wyniku dziatania czynnikéw szkodliwych
np. substancji chemicznych. W pierwszym etapie reakcji mleczan jest przeksztalcany do
pirogronianu, a katalizatorem jest LDH uwolniona z komorek. LDH przenosi
H* z mleczanu na NAD". Drugi etap obejmuje przeniesienie H* z NADH/H" na tetrazoline,
ktéra ulega redukcji do formazanu, a katalizatorem reakcji jest diaforaza. W wyniku
reakcji enzymatycznych powstaje barwny produkt, ktory mozna oznaczaé
spektrofotometrycznie.

Wybrane PGs, pochodzace z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus
plicatus, Fragaria vesca oraz aglikony z Erigeron canadensis i Sanguisorba officinalis,
atakze zwiazek referencyjny kwercetyne, po przygotowaniu roztworéw poczatkowych,
rozcienczano za pomocg DMEM (bez czerwieni fenolowej i surowicy), aby uzyskaé
koncowe stezenia zwigzkow w probie: 1, 6 1 30 pg/ml. Komoérki 1929 uzyskane z hodowli,
policzono i rozcienczono w cDMEM w celu uzyskania gestosci 1-4 x 10* komérek/ml.
Przed wykonaniem oznaczenia testem LDH naniesiono po 100 pl zawiesiny komodrkowe;j
do odpowiednich dotkdéw na ptytce 96-dotkowej. Tak przygotowane komorki inkubowano
przez 24 godziny w 37°C, 5% CO21 90% wilgotnoscig. Po inkubacji usuni¢to medium
znad komorek. Nastgpnie dodano do wszystkich dotkéw plytki po 100 pl $wiezego
medium bez czerwieni fenolowej z 2% FBS. Kolejno do odpowiednich dotkow na ptytce
dodano po 100 pl kontroli 1 prob badanych na studzienkeg. Kontrole stanowity: I (tto) - 200
ul medium, II (spontaniczne uwalnianie LDH) - 100 pl medium i 100ul zawiesiny
komorek, 111 (maksymalne uwalnianie LDH) - 100ul roztworu Triton-X (stezenie koncowe
1%) w medium i 100ul zawiesiny komorek, proby badane zawieraly 100ul zawiesiny
komorek 1 100ul badanej substancji. Przygotowano dwie plytki 96-dotkowe z taka samag
zawarto$cig studzienek i inkubowano odpowiednio 4 i 24 godziny, w 37°C, 5% CO2 i 90%
wilgotno$cig. Po uptywie czasu inkubacji plytke wirowano (500%g, 10 minut,
W temperaturze pokojowej). Nastgpnie przeniesiono po 100 pl supernatantu z kazdej
studzienki na nowa ptytke 96-dotkowa. Do studzienek dodano po 100 pl roztworu C,
przygotowanego bezposrednio przed dodaniem, mieszajac ze sobg roztwor A i roztwér B
(roztwory A i B - komercyjne roztwory znajdujace si¢ w zestawie do oznaczania). Ptytke
inkubowano w temperaturze pokojowej 30 minut, bez dostepu $wiatta. Pomiar absorbancji
przeprowadzono przy A=490 nm na czytniku mikroptytek (BioTek, czytnik mikroptytek
UV-Vis/ fluorescencja).
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Stopien cytotoksycznosci obliczono odejmujac od kazdej warto$ci absorbancji wartos¢
kontroli zawierajacej tylko medium (kontrola I), a otrzymane wartosci przeliczano wedtug

wzoru:

absorbancja badanej préoby — absorbancja Il kontroli

Cytotok S¢ [%] =
ytotoksycznos¢ [%] absorbancja III kontroli — absorbancja Il kontroli

5.4.7. Zywotno$é¢ PBMC po inkubacji z PGs i ich aglikonami

Wptyw PGs 1 ich aglikonow oraz kwercetyny na przezywalnos¢ PBMC o0znaczano
za pomocg barwienia komorek barwnikiem fluorescencyjnym - jodkiem propidyny. Jodek
propidyny barwi DNA wnikajac do uszkodzonej komoérki. Oznaczenie wykonano stosujac
komercyjny zestaw odczynnikéw i automatyczny licznik komérek ADAM-MC Digital
Bio. Zestaw zawiera gotowy odczynnik AccuStain Solution T™ do zliczenia catkowitej
liczby komorek, dodawany w celu catosciowego uszkodzenia komorek oraz wybarwienia
komorek jodkiem propidyny i gotowy odczynnik AccuStain Solution N™ dla wybarwienia
komorek martwych jodkiem propidyny. Kazda badang probke nalezy wyznakowac
AccuStain Solution T™ i réwnolegle AccuStain Solution N™, a urzadzenie dokonuje
automatycznego zliczenia i wyswietla na ekranie wynik Zzywotnosci [%],
ktory jest obliczony wg wzoru:

catkowita liczba komérek — liczba martwych komoérek

i 100
ywotnos¢ [%] catkowita liczba komoérek *

Do PBMC o gestosci 1 x 10° komorek/ml dodano roztwory badane (PGs,
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca
oraz ich aglikony, atakze zwigzek referencyjny kwercetynge) aby uzyska¢ koncowe
stezenie 25 pg/ml, nastepnie inkubowano 4 godziny w 37°C. Pobierano po 10 ul proby
I przeprowadzono barwienie 1:1 znacznikami dotaczonymi do zestawu, wedhug instrukcji
producenta urzadzenia ADAM-MC. Nastepnie wprowadzano po 10 pl wyznakowanej
proby na ptytki Accuchip, rowniez zawarte w zestawie producenta. Plytki umieszczano

w czytniku ADAM-MC i odczytanoodsetek zywych komorek (zywotnosc [%]).
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5.4.8. Calkowity potencjal antyoksydacyjny PGs i ich aglikonéw

Calkowity potencjal antyoksydacyjny (TAC) preparatbw z wybranych roslin
leczniczych oznaczano wedlug metody Re 1 wsp. (Re i wsp., 1999). Zielononiebieski
chromofor kationorodnika ABTS™ powstaje poprzez utlenianie ABTS nadsiarczanem
potasu. Zielononiebieski kationorodnik ABTS™ pod wptywem przeciwutleniaczy obecnych
w badanej probce ulega redukcji (odbarwieniu). Zmiana (spadek) absorbancji
przy A=414 nm (lub 645 nm, 734 nm, 815 nm), jest miarg TAC.

Wybrane PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis oraz ich aglikony,
atakze zwigzki referencyjne, kwercetyne i rutyng rozpuszczano w 50% DMSO
(uzyskiwano roztwory o stezeniu 5 mg/ml), a nastepnie kolejno rozcienczano tym samym
roztworem w celu otrzymania roztwordéw o stezeniach 0,075-1,25 mg/ml..

ABTS rozpuszczano w 10 mM buforze sodowo fosforanowym o pH 7.4, nastepnie
dodawano nadsiarczan potasu i roztwor przechowywano przez okoto 12 godz.,
W ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej. Uzyskany roztwor macierzysty kationorodnika
ABTS™ porcjowano i zamrazano (-20°C). Bezposrednio przed pomiarem, roztwor
macierzysty kationorodnika ABTS™ rozcieficzano 10mM buforem sodowo fosforanowym
o pH 7,4 do osiagnigcia absorbancji 1,0 przy A=414 nm. Do kuwety pomiarowej dodawano
995 ul roboczego roztworu kationorodnika ABTS™, mierzono absorbancje (A0)
na spektrofotometrze UV/Vis, A=414 nm (BMG LABTECH, SPECTROstar Nano).
Nastepnie dodawano po 5 ul proby badanej o okreslonym stezeniu (0,075-1,25 mg/ml)
I mierzono spadek absorbancji po minucie (A). Wykonano réowniez probe kontrolna,
zawierajaca 5 ul rozpuszczalnika (50% DMSO) zamiast proby badanej. Otrzymane

absorbancje przeliczano na wartosci RSA wedtug wzoru:

AO—A
RSA [%] = —— x 100

Analogicznie wykonano oznaczenie TAC wybranych PGs, z: Erigeron canadensis,

Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca, po rozpuszczeniu ich w wodzie,
dla roznych stezen w zakresie 0,075-1,25 mg/ml. Do kuwety pomiarowej dodawano 995 pl
roboczego  roztworu  kationorodnika ABTS™, mierzono absorbancje  (A0)
na spektrofotometrze UV/Vis Helios alfa, A=414 nm. Nastepnie dodawano po 5 pl proby
badanej i mierzono spadek absorbancji po minucie (A). Roznica absorbancji: A — AO
jest miarg catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego. Wykonywano tez probe kontrolna,
dla ktorej mierzono absorbancje A0’ (995 pul roboczego roztworu kationorodnika ABTS™)

oraz A’ (pomiar po minucie, po dodaniu 5 pl wody zamiast proby badanej). Spadek
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absorbancji proby kontrolnej (spontaniczna redukcija kationorodnika ABTS™) odejmowano
od kazdej wartosci A — A0). Sporzadzano krzywa wzorcowa dla Troloxu (0,008 —
1 mmol/l). TAC wyrazano w jednoelektronowych réwnowaznikach Troloxu, wyliczone
na podstawie  krzywej  wzorcowej, stosujagc  wzor  (aby uzyska¢  wynik
W jednoelektronowych réwnowaznikach Troloxu uzyskang warto§¢ mnozono przez 2
poniewaz kazda czgsteczka Troloxu reaguje z dwoma wolnymi rodnikami):

TAC = 2 X cx

cx - rownowazniki Troloxu w mmol/l z krzywej wzorcowe;]

5.4.9. Calkowity potencjal antyoksydacyjny osocza po napromienieniu

Wptyw PGs na calkowity potencjat antyoksydacyjny (TAC) osocza po ekspozycji
na promieniowanie gamma oznaczano wedtug metody Erel (Erel, 2004). Metoda opiera si¢
na redukcji kationorodnika ABTS® powstajacego w wyniku reakcji bezbarwnego,
zredukowanego ABTS z nadtlenkiem wodoru (H;0;) w srodowisku kwasnym.
Antyoksydanty majg  zdolno§¢ redukcji  kationorodnika ABTS'™  odbarwiajac
zielononiebieski roztwor do formy pierwotnej, wprost proporcjonalnie do ich zawartos$ci.
Obserwowany spadek absorbancji jest miarg ilosci antyoksydantéw obecnych w probce.
Przygotowywano macierzysty roztwor kationorodnika ABTS'™ - sporzadzano 10 mM
roztwor ABTS w30 mM buforze octanowym o pH 3,6, zawierajacy 2 mM Hy0;
i inkubowano przez 1godz. w temperaturze pokojowej, do pojawienia
si¢ zielononiebieskiego zabarwienia charakterystycznego dla powstalego kationorodnika
ABTS™.

Do osocza ludzkiego dodawano roztwory badanych PGs, z Erigeron canadensis,
Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca, do koncowego stezenia 6, 30
i 150 pg/ml (do osocza kontrolnego dodawano 10mM PBS), inkubowano przez 1 godz.,
a nastgpnie napromieniano dawka 100 Gy. Analogicznie przygotowane byty probki
osocza, ktore nie byty napromieniane. Na ptytke¢ 96 — dotkowa naniesiono po 200 ul 0,4
mol/l buforu octanowego o pH 5,8 1 dodawano po 5 pl prébek osocza, a takze 205 pl
buforu octanowego, pH 5,8 (proba kontrolna w celu oznaczenia spontanicznej redukcji
kationorodnika ABTS""). Mierzono absorbancje (A0) przy A=415 nm na czytniku plytek
(czytnik mikroptytek UV/Vis BMG LABTECH, SPECTROstar Nano). Kolejno do kazdej

studzienki dodawano po 20 pl roztworu macierzystego kationorodnika ABTS'™. Proby
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inkubowano 5 min w temperaturze pokojowej i mierzono absorbancje (A) przy A=415 nm.
Wykonano réwniez krzywa wzorcowg dla Troloxu (0,008 — 1 mmol/l). Rdznica
absorbancji: A — AO (po odjeciu roznicy absorbancji A’- A0’ - odpowiadajacej
spontanicznej redukcji kationorodnika ABTS ™) jest miara catkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego. TAC, wyliczong na podstawie krzywej wzorcowej, wyrazono
w jednoelektronowych rownowaznikach Troloxu, stosujac wzor:

TAC = 2 X cx

cX - rownowazniki Troloxu w mmol/l z krzywej wzorcowej; 2 - poniewaz kazda

czasteczka Troloxu reaguje z dwoma wolnymi rodnikami

5.4.10. Oznaczanie peroksydacji lipidéow osocza

Poziom peroksydacji lipidow osocza oznaczano, poprzez pomiar stezenia substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (ang. thiobarbituric acid reactive substances;
TBARS) (Rice-Evans i wsp. 1991). Metoda polega na pomiarze spektrofotometrycznym,
przy A=532 nm, barwnego produktu, powstajacego na skutek kondensacji 2 czasteczek
kwasu tiobarbiturowego z 1 czasteczkg dialdehydu malonowego (MDA). Reakcja zachodzi
w podwyzszone] temperaturze, w Srodowisku kwasnym. Reakcja ta nie jest specyficzna,
poniewaz z TBA, oprocz MDA, reaguja inne zwigzki, tworzac addukty, ktore pochtaniajg
swiatlo w zakresie fal okoto 532 nm.

Do osocza ludzkiego dodawano roztwory wybranych PGs, z Erigeron canadensis
I Sanguisorba officinalis, oraz ich aglikony, a takze zwiazki referencyjne (kwercetyne
i rutyng) do koncowego stezenia 1, 6 i 30 ug/ml, inkubowano (1 godz., 37°C), a nastgpnie
osocze napromieniano dawka 100 Gy, taki sam zestaw prob osocza poddano
napromienianiu dawkg 200 Gy. W analogiczny sposdb przygotowywano zestaw prob
osocza, ktore nie bylo napromieniane.

Do probowek wprowadzono 0,6 ml probek osocza, 0,6 ml 15% (m/V) TCA w 0,25 M
HCl i 0,6 ml 0,37% (m/V) TBA w 0,25 M HCl. Probéwki wytrzagsano na wortexie
przez 1 minutg, nastepnie inkubowano (95°C, 10 minut). Po schtodzeniu, probowki
wirowano (7000 x g, 10 minut, 20°C). Pobierano supernatant i mierzono absorbancj¢ przy
A= 532 nm na spektrofotometrze (Helios UV/Vis). Stezenie TBARS obliczano
na podstawie molowego wspotczynnika absorpcji dla MDA (g = 156 000 MZcm™), wedtug

wzoru:
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Absorbancja 1,8
_— X —_—
0,156 0,6

Wyniki przedstawiono jako % kontroli, gdzie jako 100% przyj¢to stezenie TBARS

TBARS [umol MDA/1] =

powstajacych W 0soczu po napromienieniu (wczesniej od kazdej wartosci stezenia TBARS
W osoczu napromienionym odejmowano ich stezenie w odpowiednim osoczu

nienapromienionym).

5.4.11. Oznaczanie peroksydacji lipidéw w PBMC

Poziom peroksydacji lipidéow PBMC oznaczano poprzez pomiar stezenia TBARS
wg Halliwell i Gutteridge (Halliwell i Gutteridge, 1981). Zasad¢ metody opisano
w podrozdziale 5.4.11.

Do PBMC o gestosci 1 x 10° komoérek/ml dodawano roztwory badanych GPs,
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca,
do koncowego stezenia 1, 5 i 25 pg/ml, komorki inkubowano (1 godz, 37°C), a nastgpnie
napromieniano dawka 15 Gy. Rownolegle przygotowywano taki sam zestaw komorek,
ktére nie byty napromieniane.

Do proboéwek wprowadzono 0,5 ml lizatu komoérkowego badanych préb (sposob
przygotowania lizatu zostat opisany w podrozdziale 5.4.5 — Inkubacja osocza i komoérek
z PGs i ich aglikonami, napromienianie), 0,5 ml 15% (m/V) TCA w 0,25 M HCI i 0,5 ml
0,37% (m/V) TBA w 0,25 M HCI. Probéwki wytrzasano na wortexie przez 1 minute,
nastepnie inkubowano (95°C, 10 minut). Po schtodzeniu, probéwki wirowano (500 X g,
10 minut, 20°C). Pobierano supernatant i mierzono absorbancje przy A= 532 nm
na spektrofotometrze (Helios UV/Vis). Stezenie TBARS obliczano na podstawie
molowego wspélczynnika absorpcji dla MDA (g = 156 000 M em™), wedtug wzoru:

Absorbancja o 1,5
0,156 0,5

TBARS [umol/]] =
5.4.12. Oznaczanie aktywnoSci transferazy glutationowej

Aktywnos¢ transferazy glutationowej (GST) oznaczano w lizacie PBMC, z 1-chloro-
2,4-dinitrobenzenem jako substratem (Habig i wsp. 1974). GST Kkatalizuje reakcje
koniugacji zredukowanego glutationu z substratem (CDNB), powstaje barwny koniugat
(2,4-dinitrofenylo-S-glutation), ktory oznacza si¢ spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
A= 340 nm. Szybkos$¢ powstawania koniugatu (wzrost absorbancji) jest miarg aktywnos$ci

enzymu.
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a) Do PBMC o gestosci 1 x 10° komoérek/ml dodawano roztwory badanych GPs,
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca,
do koncowego stezenia 1, 5 i25 pg/ml lub kwercetyng (25 ug/ml), komorki
inkubowano (1 godz, 37°C), a nastepnie napromieniano dawka 15 Gy. Rownolegle
przygotowywano taki sam zestaw komorek, ktore nie byty napromieniane.

b) PBMC o gestosci 1 x 10° komérek/ml napromieniano dawka 15 Gy, a nastepnie

po 15 minutach od napromienienia, do komorek dodawano roztwory badanych
GPs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria
vesca, do koncowego stgzenia 25 pg/ml lub kwercetyne (25 pg/ml), komorki
inkubowano (1 godz., 37°C).

Aktywno$¢ GST oznaczano w lizacie komorkowym (sposéb ich przygotowania zostat
opisany w podrozdziale 5.4.5 — Inkubacja osocza i komoérek z PGs i ich aglikonami,
napromienianie). Na ptytke 96-dotkowa dodawano 85 ul 0,1 M buforu fosforanowy, pH
6,5, 1 5 ul 20 mM roztworu GSH oraz 5 ul 20 mM roztworu CDNB. Zainicjowano reakcje,
dodajac 5 pl probki badanej (lizat). Mierzono przyrost absorbancji przy A =340 nm, na
czytniku plytek (czytnik mikroptytek UV/Vis BMG LABTECH, SPECTROstar Nano)
z termostatem, przy zapewnieniu temperatury 30°C. Wykonywano tez pomiar dla proby
kontrolnej (zawierajacej 90 pl buforu fosforanowego 1 nie zawierajacej lizatu).
Wyznaczano szybkos$¢ przyrostu absorbancji w ciggu 1 min. Aktywno$¢ transferazy
glutationowe;j (ilos¢ jednostek w ml wyjSciowego preparatu) obliczano wedtug wzoru:

Ao AA/min(préba badana) — AA/min(préba kontrolna)
Bl 9,6 x 20

9,6 — (9,6 mmol/cm) wartos¢ milimolowego wspotczynnika absorbcji powstajagcego

koniugatu; 20 - rozcienczenie
Aktywnos$¢ enzymatyczng przeliczono 1 wyrazono jako % kontroli (za 100% przyjmowano

aktywnos¢ enzymu w odpowiedniej grupie nienapromienionych PBMC).

5.4.13. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) jest enzymem katalizujacym reakcje dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i czasteczki tlenu. Oznaczanie
aktywnosci SOD w lizacie PBMC wykonano za pomocg komercyjnego zestawu SOD
Assay Kit-WST 19160, zgodnie z instrukcja opisang przez producenta (Sigma - Aldrich).
Metoda ta pozwala na oznaczanie aktywnosci SOD przy zastosowaniu soli tetrazolowej —

WST-1 (s6l sodowa 2-(4-jodofenylo)-3-(nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2-tetrazolu),
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ulegajacej redukcji pod wplywem anionorodnika ponadtlenkowego do barwnego
formazanu. Szybkos$¢ redukcji O, jest liniowo zwigzana z aktywnoscig oksydazy
ksantynowej (XO), ktéra hamuje aktywno$s¢ SOD. Hamujgca aktywnos¢ SOD mozna
oznaczy¢ poprzez pomiar zmiany barwy przy dlugosci fali A =440 nm.

Na ptytke 96-dotkowa dodawano po 20 ul lizatéw prob badanych (sposob
ich przygotowania zostal opisany w podrozdziale 5.4.5 — Inkubacja osocza i komorek
z PGs i ich aglikonami, napromienianie) oraz 3x po 20 ul wody dejonizowanej (do trzech
rodzajow prob sSlepych), do wszystkich dotkow dodawano po 200 ul WST Working
Solution i mieszano. Nastepnie dodano 20 ul Dilution Buffer do proby Slepej nr 2 i 3.
Kolejno dodano 20 ul Enzyme Working Solution do préb badanych oraz do proby Slepej
nr 1. Inkubowano w 37°C, 20 minut i mierzono na czytniku ptytek przy A= 450 nm
(czytnik mikroptytek UV/Vis BMG LABTECH, SPECTROstar Nano). WST Working
Solution, Dilution Buffer, Enzyme Working Solution — dolagczono przez producenta
do zestawu. Aktywnos$¢ SOD (wsotczynnik zahamowania %) obliczano wedtug wzoru:

_ (Apr.Slepal— Apr.S$lepa 3) — (A pr.badana — A pr. Slepa 2) 1

SOD [%] = 00

(A pr.Slepej 1 — A pr.$lepej 3)

Aktywnos$¢ enzymatyczng przeliczono i wyrazono jako % kontroli (za 100% przyjmowano

aktywno$¢ enzymu w odpowiedniej grupie nienapromienionych PBMC).

5.4.14. Oznaczanie grup —SH w osoczu

Catkowitg zawarto$¢ grup tiolowych w osoczu oznaczano za pomoca odczynnika
Ellmana (Rice-Evans i wsp., 1991). Metoda ta polega na reakcji kwasu 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzoesowego) (DTNB) z grupami -SH (bialek i zwiazkéw matoczasteczkowych)
I uwalnianiu si¢ intensywnie zo6ttego anionu 5 tio-2-nitrobenzosanowego, ktory oznacza
si¢ spektofotometrycznie przy dlugosci fali A=412.

a) Wybrane PGs: Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus,
Fragaria vesca oraz kwercetyng, po otrzymaniu roztworéw poczagtkowych,
rozcienczano w celu uzyskania w prébie badanej stezenia 6, 30 i 150 pg/ml GP
I kwercetyny o stezeniu 30 upg/ml. Do osocza dodano roztwory badane,

inkubowano, a nast¢pnie napromieniano dawka 100 Gy.
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b) Wybrane PGs: Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus,
Fragaria vesca, po otrzymaniu roztworé6w poczatkowych, rozcienczano w celu
uzyskania w probie badanej stezenia 30, 150 i 750 pug/ml. Do osocza dodano
roztwory badane, inkubowano, a nastepnie napromieniano dawka 500 Gy.

Do 250 pl 4-krotnie rozcienczonego osocza dodawano réwng objetos¢ 10 mM buforu
fosforanowego (Na), pH 8,0 zawierajacego 10% (m/V) SDS. Mierzono absorbancje
przy A=412 nm (A0). Nastepnie dodawano 250 ul 0,04% (m/V) DTNB w 10 mM buforze
fosforanowym, pH 8,0. Po inkubacji (1 godz., 37°C) mierzono absorbancje (A) przy
A=412 nm (spektrofotometr Helios UV-Vis). Roéznica absorbacji (A-A0) jest miarg
zawarto$ci grup —SH w probie. Molowy wspodtczynnik absorbcji dla anionu kwasu tio-2-
nitrobenzoesowego, przy A=412 nm, powstatlego w reakcji, na podstawie ktorego

obliczano stezenie tioli, wynosi € = 13600 Mcm™.

5.4.15. Uszkodzenia DNA w PBMC

Test kometowy pozwala na analize uszkodzen DNA, na podstawie rozdzialu
elektroforetycznego w zelu agarozowym pojedynczej komoérki. Obraz mikroskopowy
komorek przypomina komete, poniewaz zawiera ,.glowe”, ktora odpowiada miejscu
unieruchomienia komorki przed lizg oraz ,,ogon” stanowiacy petle 1 fragmenty nici DNA,
ktére zostaly uwolnione ze struktur jadrowych w wyniku peknig¢ DNA. Uszkodzenia
DNA w PBMC wykonano testem kometowym w wersji alkalicznej wedlug metody Singh
(Singh i wsp., 1988) z kilkoma modyfikacjami (Klaude i wsp., 1996). Elektroforeza
przeprowadzona w wersji alkalicznej umozliwia pomiar m.in. jednoniciowych
i dwuniciowych peknie¢ DNA. Poziom uszkodzen DNA okreslany jest jako % DNA
zawartego w ,,ogonie” (Czubaszek i wsp., 2014). Do PBMC o gestosci 1 x 10° komérek/ml
dodawano roztwory badanych PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus
plicatus, Fragaria vesca oraz ich aglikony, a takze zwigzki referencyjne (kwercetyne
i rutyne) do koncowego stezenia 25 pg/ml, komorki inkubowano (1 godz, 37°C),
a nastgpnie napromieniano dawka 15 Gy. Roéwnolegle przygotowywano taki sam zestaw
komorek, ktore nie byly napromieniane.

b) Do PBMC o gestosci 1 x 10° komoérek/ml dodawano roztwory badanych PGs,

z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca do
koncowego stezenia 1, 5 1 25 pg/ml lub kwercetyne (25 pg/ml), komorki
inkubowano (1 godz, 37°C), a nast¢pnie napromieniano dawka 10 i 15 Gy.

Réwnolegle przygotowywano taki sam zestaw komorek, ktére nie byly
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napromieniane.

¢) Zawiesine PBMC o gestosci 1 x 10° komoérek/ml napromieniano dawka 15 Gy,
a nastepniec po 15 minutach od napromienienia, do komorek dodawano roztwory
badanych PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus,
Fragaria vesca lub kwercetyne do koncowego stgzenia 25 pg/ml. Rownolegle

przygotowywano taki sam zestaw komorek, ktore nie byty napromieniane.

W celu wykonania testu komoérki zawieszano w agarozie LMP i umieszczano
na optacznonym agaroza NMP szkietku mikroskopowym. Kontrolg pozytywna stanowity
PBMC eksponowane na 10 uM H;0; przez 10 minut na lodzie. Komorki poddawano lizie
w buforze lizujacym (zawierajacym 2,5M NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton X-100,
10 mM Tris pH10;, 1 godzina, 4°C), nastepnic umieszczano na 20 min w buforze
rozwijajacym (3M NaOH, 1mM EDTA) i1 poddawano elektroforezie (20 min, 21 mV,
28 mA w buforze elektroforetycznym: 300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13) (Czubatka
i wsp., 2015). Komorki barwiono DAPI, a nastepnie zliczano pod mikroskopem
fluorescencyjnym wyposazonym w  kamer¢ COHU 4910, wykorzystujagc program
komputerowy Lucia-Comet v. 4.51. Z kazdego preparatu zliczano po 100 przypadkowo
wybranych komet. Uszkodzenia DNA przedstawiano jako % kontroli, gdzie za 100%

przyjeto % DNA w ,,ogonie” w komodrkach napromienionych bez zwiazkdéw roslinnych.

5.4.16. Uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA w PBMC

Uszkodzenia DNA w PBMC wykonano testem kometowym w wersji alkalicznej
wedtug metody Singh (Singh i wsp., 1988) z kilkoma modyfikacjami (Klaube i wsp.,
1996). Poziom uszkodzen DNA okre$la si¢ jako % DNA zawartego w ,,0gonie”
(Czubaszek i wsp., 2014). Stosujac enzym OGG1 (glikozylaza 8-oksoguaniny) za pomocg
testu kometowego mozna réwniez oceni¢ stopien modyfikacji oksydacyjnych zasad
azotowych DNA (Boiteux i Radicella, 1999). Enzym OGG1 rozpoznaje miejsca
utlenionych zasad, gtownie purynowych, powodujacych peknigcia nici DNA. Glownym
produktem utlenienia zasad purynowych jest 8-oksoguanina, ktora jest rozpoznawana
przez enzym OGGI i usuwana w procesie naprawy DNA z udziatem enzymu. Enzym
rozpoznaje tez 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamido-pirymidyn¢ (Fapy-Gua), 4,6-
diamino-4-hydroksy-5-formamido-pirymidyn¢ (Fapy-Ade) oraz niewielkie ilosci 8-

oxoadeniny. Usuni¢cie zmodyfikowanych zasad przez OGGI1 prowadzi do utworzenia
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miejsc apurynowych lub apirymidynowych, ktére sa nastgpnie cigte przez enzym
(dzigki jego aktywnosci AP-liazy), co powoduje utworzenie luk w nici DNA,
wykrywanych za pomocg testu kometowego (Poplawski i wsp., 2010).
a) Do PBMC o gestosci 1 x 10° komérek/ml dodawano roztwory badanych PGs,
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca lub
kwercetyne do koncowego stezenia 25 pg/ml, komorki inkubowano (1 godz, 37°C),
a nastepnie napromieniano dawka 15 Gy. Rownolegle przygotowywano taki sam
zestaw komorek, ktore nie byly napromieniane.

b) Zawiesine PBMC o gestoéci 1 x 10° komoérek/ml napromieniano dawka 15 Gy,

a nastepnie po 15 minutach od napromienienia do komorek dodawano roztwory
badanych PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus,
Fragaria vesca lub kwercetyng do koncowego st¢zenia 25 pg/ml. Rownolegle
przygotowywano taki sam zestaw komorek, ktore nie byty napromieniane.

Komorki zawieszano w agarozie LMP 1 umieszczano na optacznonym agarozag NMP
szkietku mikroskopowym. Komérki poddawano lizie w buforze lizujagcym (zawierajacym
2,5M NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton X-100, 10 mM Tris pH10;, 1 godzina, 4°C),
a nastgpnie przemwano woda dejonizowang i 0Suszano preparaty. Dodawano mieszaning
enzymu hOGGI1 z buforem, BSA i woda dejonizowang lub sam bufor z woda
dejonizowang (kontrola) na preparaty komodrkowe znajdujacy si¢ na szkietku
oraz inkubowano przez 30 min w temperaturze 37°C. Kontrol¢ pozytywng stanowily
PBMC inkubowane z 10 uM Hy0, przez 10 minut na lodzie. Nastgpnie preparaty
umieszczano na 20 min w buforze rozwijajagcym (3M NaOH, 1mM EDTA) i poddawano
elektroforezie, przez 20 min, przy 21 mV, 28 mA (bufor elektroforetyczny: 300 mM
NaOH, 1 mM EDTA, pH>13) (Czubatka, Sarnik, Lucent, Blasiak, Witczak i Poplawski,
2015). Komorki barwiono za pomoca DAPI, a nastgpnie zliczano pod mikroskopem
fluorescencyjnym wyposazonym w  kamer¢ COHU 4910, wykorzystujagc program
komputerowy Lucia-Comet v. 4.51. Z kazdego preparatu zliczano po 100 przypadkowo
wybranych komet. Zmiany oksydacyjne zasad DNA przedstawiano jako % kontroli, gdzie
za 100% przyjeto % DNA w ,,ogonie” w komodrkach napromienionych bez zwigzkow
ro$linnych. Na wykresach przedstawiano tylko poziom modyfikacji oksydacyjnych zasad
DNA, czyli od uszkodzen DNA komorek inkubowanych z enzymem hOGG1 poddanych

napromienianiu odejmowano uszkodzenia DNA komorek nie traktowanych enzymem.
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5.4.17. Przezywalno$¢ PBMC i komorek K562 po napromienieniu

Do zawiesiny PBMC lub komoérek K562 o gestosci 1 x 10° komérek/ml dodawano
roztwory badanych PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus,
Fragaria vesca do koncowego stezenia 5, 10, 25 i 50 pg/ml lub kwercetyng (25 pg/ml),
komorki inkubowano (1 godz, 37°C), a nastepnie napromieniano dawka 15 Gy.
Réwnolegle przygotowywano taki sam zestaw komorek, do ktoérych nie dodawano
zwigzkéw roslinnych. Przezywalno$¢ PBMC i komoérek K562 po napromienieniu
oznaczano za pomocg barwienia komorek barwnikiem fluorescencyjnym, jodkiem
propidyny, stosujac zestaw akcesoriow i urzadzenie ADAM-MC Digital Bio. Zasadg
metody oraz sposob barwienia komorek 1 oznaczenia na urzadzeniu opisano w rozdziale

5.4.8. — Zywotno$¢ PBMC po inkubacji z PGs i ich aglikonami.

5.4.18. Wewnatrzkomoérkowy poziom ROS w PBMC i K562

Oznaczanie wewnatrzkomorkowego poziomu reaktywnych form tlenu wykonano
metodg spektrofluorescencyjng przy uzyciu diacetanu 2'7'-dichlorodihydrofluoresceiny
(ang. 2',7'-dichloro- dihydro fluorescein diacetate; H2DCF-DA). H2DCFD-DA
jest zredukowang chemicznie formg fluoresceiny. Sonda swobodnie przenika przez blong
komoérkowa do wnetrza komorki, nastepnie w komodrce w wyniku dziatania esteraz ulega
hydrolizie (deacetylacji) do niefluoryzujacej 2'7'- dichlorodihydrofluoresceiny. Kolejnym
etapem przeksztalcen chemicznych sondy jest jej utlenienie przez wewnatrzkomodrkowe
ROS, powstaje ostateczny produkt reakcji 2°,7’-dichlorofluoresceina (ang. 2'7'-
dichlorofluorescein; DCF), charakteryzujaca si¢ silng fluorescencjg. Zwigzek ten pozostaje
w cytozolu komorek, wykazujagc maksimum wzbudzenia przy dtugosci fali A=495 nm
I emisji A=529 nm. Intensywno$¢ fluorescencji sondy jest wprost proporcjonalna do ilosci
reagujacych z nig ROS, obecnych w komorce (Balcerczyk i wsp., 2005).

Do PBMC lub K562 o gestosci 1 x 10° komorek/ml dodawano roztwory badanych
PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca,
do koncowego stgzenia 25 pg/ml, komoérki inkubowano (1 godz, 37°C), a nastgpnie
napromieniano dawka 15 Gy. Rownolegle przygotowywano taki sam zestaw komorek,
ktore nie byly napromieniane. Do zawiesiny PBMC i komorek K562 dodawano 10 uM
H2DCF-DA i inkubowano przez 30 min, w temp. 37°C, a nastgpnie przemywano buforem
HBSS (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,8 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 1 mM Na;HPQ,,
10 MM HEPES and 1% glukoza). Kontrolg pozytywna stanowitly komorki narazone
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nal0 uM H,0, przez 10 minut na lodzie. Po 2 godzinach mierzono sygnaty
fluorescencyjne za pomocg czytnika fluorescencji przy 485/530 nm (BioTek,
fluorescencyjny czytnik mikroptytek). Wewnatrzkomérkowy poziom ROS przedstawiono
jako zmiana krotnosci (ang. fold change), ktorg obliczano wedtug wzoru:

ROS (zmiana krotnosci) =

_ DCF fl. w komorkach napromienianych — DCF fl. w komorkach nienapromienianych

DCF fl. w komérkach nienapromienianych

5.4.19. Oznaczanie poziomu zredukowanego glutationu w PBMC
I w komoérkach K562

Poziom zredukowanego glutationu oznaczano metoda spektrofluorymetryczna,
polegajaca na reakcji GSH z orto-ftalaldenydem (OPA), w ktorej powstaje fluoryzujacy
produkt (Senft i wsp., 2000).

Do PBMC lub K562 o gestosci 1 x 10° komérek/ml dodawano roztwory badanych
PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca,
do koncowego stgzenia 25 pg/ml, komodrki inkubowano (1 godz, 37°C), a nastgpnie
napromieniano dawka 15 Gy. Réwnolegle przygotowywano taki sam zestaw komorek,
ktoére nie byty napromieniane.

Do lizatu PBMC lub komorek K562 dodawano 15 pl roztworu RQB-TCA (20 mM
HCl, 5 mM DTPA, 10 mM kwas askorbinowy, 5% TCA). Zawiesing odwirowywano
przy 500 x g, 10 minut. Do supernatantu dodawano 2 ul NEM (7,5 mM) w RQB (20 mM
HCI, 5 mM DTPA, 10 mM kwas askorbinowy) i 25 ul 1,0 M buforu fosforanowo-
potasowego (pH 7,0). Inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej i dodawano 100 pl
0,1 M buforu fosforanowo potasowego (pH 6,9), a nastepnie dodawano 15 ul roztworu
OPA w metanolu (5,0 mg/ml) i inkubowano 30 minut w ciemno$ci w temperaturze
pokojowej. Fluorescencje mierzono przy wzbudzenia A=355 nm i emisji A=430 nm
(BioTek, fluorescencyjny czytnik mikroptytek). Rownolegle wykonywano krzywa
wzorcowa dla GSH (0,2-20 pmol 1), z ktérej odczytywano stezenie GSH w badanych
proébach. Wyniki wyrazono jako % kontroli, gdzie za 100% przyjmowano ste¢zenie GSH

w komorkach nienapromienionych.
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5.4.20. Apoptoza w PBMC i w komorkach K562

Do oceny apoptozy zastosowano zestaw Annexin V-FITC Apoptosis Kit (BioVision,
Kalifornia, USA). Wkroétce po zainicjowaniu apoptozy, dochodzi do przemieszczenia
fosfatydyloseryny (PS) z warstwy wewngtrznej na powierzchne btony komoérkowej. Do PS
przyltacza si¢ kompleks aneksyny V sprzezonej z flurochromem FITC, ktéra wykazuje
wysokie powinowactwo do blonowej PS. Analiza cytometryczna przy wzbudzenia A=488
nm i emisji A=530 nm pozwala na rozrdznieniec komoérek zywych i apoptotycznych.

Do PBMC lub K562 o gestosci 1 x 10° komorek/ml dodawano roztwory badanych
PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca,
do koncowego stgzenia 25 pg/ml, komorki inkubowano (1 godz, 37°C), a nastgpnie
napromieniano dawka 15 Gy. Rownolegle przygotowywano taki sam zestaw komorek,
ktére nie byty napromieniane.

Osad komorek zawieszano w buforze (dotaczony do zestawu przez producenta)
nastepnie dodano Annexin V-FITC, inkubowano 15 minut w ciemnos$ci w temperaturze
pokojowej. Mierzono natg¢zenie fluorescencji w 30 000 komorek przy uzyciu cytometru
przeptywowego (Becton Dickinson LSR II), przy A= 488/530 nm. Dane analizowano
za pomocg oprogramowania (Flowing Software ver. 2.5.0 firmy Perttu Terho, Turku,
Finlandia). Wyniki przedstawiono jako index apoptotyczny, ktory obliczano wedtug
WzO0ru:

liczba komorek apoptotycznych

ind tot =
index apoptotycziy catkowita liczba komorek

5.4.21. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki przedstawiano jako wartosci srednie + odchylenie standardowe (SD).
W kazdym doswiadczeniu wykonano minimum 3 niezalezne eksperymenty (n), kazdy
w dwoch powtorzeniach. Wyliczenia wykonano przy uzyciu programu Microsoft Exel
2010 (Microsoft Corporation, USA).

Analize statystyczng wykonano przy uzyciu oprogramowania Statistica v.10 (StatSoft,
USA). W pierwszym etapie zweryfikowano normalno$¢ rozkltadu wynikow testem
Kotmogorowa-Smirnowa. Dokonano analizy rdznic miedzy grupami metodg wariancji
jednoczynnikowej ANOVA, a nast¢gpnie wykonano test post- hoc Tukeya

lub nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Réznice pomigdzy wartosciami uzyskanymi
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W wyniku napromieniania préb, a prébami nienapromienionymi analizowano sparowanym

testem t-Studenta. Wartos¢ p <0,05 uznawano jako poziom statystycznie istotny.
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6. Wyniki

6.1. Cytotoksyczno$¢ oraz zdolnos¢ antyoksydacyjna GPs i aglikonow
roslinnych

Pierwszym etapem realizacji celu badawczego byla ocena cytotoksycznosci in vitro
wybranych PGs wyizolowanych z: Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus
plicatus, Fragaria vesca oraz poréwnanie z cytotoksyczno$cig ich aglikonéw(w przypadku
dwoch z PGs, z Erigeron canadensis i Sanguisorba officinalis). Okreslono wplyw
badanych zwigzkoéw na fibroblasty mysie linii L929, ktore sg standardowymi i uznanymi
miedzynarodowo komodrkami shuzacymi do oceny cytotoksyczno$ci in vitro wyrobow
medycznych. Kwercetyna byla zwigzkiem referencyjnym, z ktérym poréwnano badane
zwigzki roslinne. Rutyny nie zastosowano w tym doswiadczeniu, poniewaz z danych
literaturowych wiadomo, ze nie wykazuje toksyczno$ci wobec hodowlanych komoérek
prawidtowych (Matsuo i wsp., 2005). Wyniki przedstawione na Rycinie 11A i B wskazuja,
ze PGs z: Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca
oraz aglikonyz Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, w st¢zeniach zastosowanych
w doswiadczeniu (1, 6, 30 ug/ml), nie sg toksyczne dla komorek 1.929. Zgodnie z polskimi
i europejskimi normami (ISO 10993-5: 2009), poniewaz cytotoksyczno$¢ nie przekraczata
15%, zwigzki takie sa uznawane za nietoksyczne. Jednakze kwercetyna o stezeniu
30 ug/ml, po 4 godzinach inkubacji z komoérkami 1929 wykazala cytotoksycznos¢
powyzej 15% (Rycina 11A). Ponadto prawie 20 oraz 30% komorek 1929 byto martwych
po 24-godzinnej inkubacji z kwercetynga o stezeniu, odpowiednio, 1 1 6 pg/ml
oraz 30 pg/ml (Rycina 11B).
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Rycina 11. Cytotoksyczno$¢ PGs i aglikonow oraz kwercetyny, wzgledem fibroblastow mysich 1929 po (A)
4 i (B) 24 h inkubacji; warto$ci srednie = SD; n=3

Nastepnie dokonano oceny wptywu wybranych PGs z: Erigeron canadensis,
Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca oraz ich aglikonow
na przezywalno$¢ PBMC (Rycina 12). Wykazano, ze badane zwiazki, zarowno PGs,
ich aglikony, jak i kwercetyna nie zmieniaja istotnie przezywalnosci PBMC

po 4 godzinach inkubacji, przy optymalnym st¢zeniu - 25ug/ml (p> 0,05).

120 mPG
maglikon

zywotnosc [%]

kontrola E. canadensis S. officinalis  R. plicatus F.vesca  kwercetyna

Preparat rosliny [25 pg/mil]

Rycina 12. Zywotnos¢ PBMC po 4 h inkubacji z PGs, ich aglikonami lub kwercetyng;wartosci $rednie +
SD; n=3.

Kolejno poréwnano catkowity potencjat antyoksydacyjny PGs z Erigeron canadensis

I Sanguisorba officinalis z ich aglikonami, a takze rutyny i kwercetyny. Wyniki, wyrazone
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jako zdolno$¢ zmiatania kationorodnika ABTS™ (% RSA), przestawiono w Tabeli 3.
Zdolnosci przeciwutleniajace glikokoniugatow polifenolowych byty niewiele mniejsze
w porownaniu z RSA ich aglikonow, w przypadku PG z Erigeron canadensis o okoto
20%, a z Sanguisorba officinalis o okoto 30%. Zdolno$¢ antyoksydacyjna kwercetyny
jest prawie dwukrotnie wyzsza niz jej glukozydu rutyny, co jest zgodne z doniesieniami

innych autorow (Apak i wsp., 2004).

Tabela 3. Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna PGs i ich aglikonow oraz rutyny i kwercetyny; warto$ci

srednie + SD; n=5

RSA [%]
Erigeron Erigeron Sanguisorba  Sanguisorba
canadensis canadensis officinalis officinalis
PG aglikon PG aglikon rutyna kwercetyna

49,3+2.4 69,0+13,6 92,5+14,5 118,3+30,3 66,8+22,1 124,6+40,3

6.2. Porownanie wybranych aktywnosci radioochronnych PGs
z ich aglikonami

6.2.1. Peroksydacja lipidéw osocza

W celu porownania radioochronnego dzialania PGs z ich aglikonami oznaczano
poziom, indukowanej promieniowaniem gamma, peroksydacji lipidowosocza, poprzez
pomiar stezenia TBARS. Peroksydacj¢ lipidow mierzono w osoczu inkubowanym z PGs
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis lub ich aglikonami, a nastgpnie
napromienianym dawkag 100 1 200 Gy. Stezenie TBARS w osoczu kontrolnym wynosito
0,993 + 0,033 pmol/l. Napromienianie dawka 100 Gy 1200 Gy spowodowalo znaczny
wzrost stgzenia TBARS, dla 100 Gy wartos¢ ta wynosita 1,589 + 0,027, a dla 200 Gy
2,052 £ 0,031 pmol/l (p <0,05). Wyniki, przedstawione na Rycinie 13 A, B, wyrazano
jako TBARS [% kontroli], gdzie za 100% przyjeto stezenie TBARS, generowanych
PO napromienieniu, w osoczu bez badanych zwigzkow. Wykazano, ze zaréwno PGs
i ich aglikony, jak i rutyna i kwercetynay, dodawane do osocza przed napromieniowaniem,
hamuja peroksydacje lipidow w zaleznosci od stezenia (Rycina 13A i B). Skutecznos¢
kwercetyny (aglikon) byta znacznie wigcksza w porownaniu z dzialaniem jej glukozydu

rutyny, przy kazdym ze stosowanych stezen (przy nizszej dawce promieniowaniao 17%
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wyzszy stopien hamowania przy stezeniu 30 pupg/ml (p<0,01). Natomiast
nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w hamowaniu peroksydacji lipidow

osocza pomig¢dzy PGs, a ich aglikonami.
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Rycina 13. Peroksydacja lipidow osocza ludzkiego inkubowanego z wybranymi PGs i ich aglikonami
oraz rutyng i kwercetyna, a nastepnie poddanego dziataniu promieniowania gamma (A)100 Gy i (B)200 Gy;
warto$ci $rednie £ SD; n=6; *p<0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001 vs kontrola. Liczby przedstawione

na stupkach wykresu A przedstawiaja % hamowania peroksydacji lipidow

6.2.2. Uszkodzenia DNA w PBMC

W celu dalszej analizy i poréwnania aktywnosci radioochronnej PGs
z ich aglikonami, wykonano alkaliczng wersje testu kometowego. W PBMC oceniano
poziom indukowanych promieniowaniem uszkodzen DNA (uszkodzenia catkowite,
obejmujgce jedno- i dwuniciowe pgkniecia DNA oraz miejsca alkalicznie labilne) (Rycina
14A) iuszkodzen oksydacyjnych zasad azotowych (glownie purynowych,
rozpoznawanych przez enzym hOGG1) (Rycina 14B). Komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej inkubowano z PGs z: Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus
plicatus, Fragaria vesca i ich aglikonami, o optymalnym st¢zeniu 25 pg/ml, a nastepnie
napromieniano dawka 15 Gy. Wyniki przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100%

przyjeto % DNA w ,,ogonie” w komorkach napromienionych bez zwiazku roslinnego.
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Inkubacja komoérek z PGs z Erigeron canadensis i Sanguisorba officinalis znacznie
zmniejszala odsetek DNA w ,,ogonie” dla catkowitych uszkodzen DNA (bez enzymu
hOGG1), o ponad 60 i 80%, odpowiednio dla PG z Erigeron canadensis i Sanguisorba
officinalis (p <0,001) (Rycina 14A). W przypadku uszkodzen oksydacyjnych DNA
(z enzymem hOGG1) inkubacja z PG z Erigeron canadensis zmniejszata odsetek DNA
W ,,ogonie” o okoto 95% i1 70% dla PG z Sanguisorba officinalis (p <0,001) (Rycina 14B).
W mniejszym stopniu zapobiegaly uszkodzeniom DNA aglikony z Erigeron canadensis
i Sanguisorba officinalis, a oksydacyjnym uszkodzeniom zasad DNA aglikony z Erigeron
canadensis, Sanguisorba officinalis i Fragaria vesca. PG z Sanguisorba officinalis
zapewnial niemal dwukrotnie wigksza skuteczno$¢ ochrony DNA niz jego forma
aglikonowa, w przeciwienstwie do zwigzkoéw referencyjnych gdzie lepszy efekt ochronny
wykazano dla kwercetyny. W przypadku napromieniania komorek w obecnosci preparatow
z Fragaria vesca iRubus plicatus nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
W ochronnym dziataniu PGs i ich aglikonoéw (ocenianym na podstawie poziomu uszkodzen

DNA) (Rycina 14A).

uszkodzenia DNA [% kontroli]

N
* =PG
m aglikon
P<0.05 p<0,05
** %
p<0,001
——
xx
o
7
P
o
| | | | i /% A

3 . I N
Erigeron Sanguisorba Fragaria Rubus rutyna/kwercetyna
canadensis officinalis vesca plicatus

Preparat roslinny [25 pg/ml]

Rycina 14A. Uszkodzenia DNA w PBMC inkubowanych z PGs i ich aglikonami oraz kwercetyna i rutyna,
eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy; poziom uszkodzen DNA oznaczano testem kometowym
w wersji alkalicznej (bez enzymu), wartoéci $rednie + SD; n=6; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)
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Rycina 14B. Uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA w PBMC inkubowanych z PGs iich aglikonami
oraz kwercetyng i rutyng, eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy; poziom oksydacyjnych
uszkodzen zasad DNA oznaczano testem kometowym w wersji alkalicznej w obecno$ci hOGG1, wartosci

srednie + SD; n=6; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)

Na podstawie uzyskanych wynikow wstepnych, sposrod 8 preparatow roslinnych
(4PGs i1 4 aglikony), do dalszych badan wybrano glikokoniugaty polifenolowe,
ze wzgledu na:

e rozpuszczalnos¢ PGs w wodzie, w przeciwienstwie do ich aglikonow, ktore

rozpuszczajg si¢, m.in. w DMSQO, ale nie sg rozpuszczalne w wodzie

e poréwnywalng skuteczno$¢ dziatania radioochronnego (hamowanie indukowanej

promieniowaniem gamma peroksydacji lipidéw osocza, zmniejszanie poziomu
uszkodzen DNA 1 oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych DNA

w napromienionych komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej).

6.3. Calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna PGs

W Tabeli 4 przedstawiono catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng PGs z Erigeron
canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus i Fragaria vesca, oznaczang metoda
redukcji kationorodnika ABTS™, w roztworach o stezeniu 25 upg/ml, wyrazong
w jednoelektronowych réwnowaznikach Troloxu [mmol ekwiwalent Troloxu/l].
Najsilniejsze dziatanie antyoksydacyjne, cho¢ nieco mniejsze niz kwercetyna, wykazuje
PG z Sanguisorba officinalis. Najnizszg zdolno$¢ antyoksydacyjng wykazuje PG
z Fragaria vesca.
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Tabela 4. Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna (TAC) PGs i kwercetyny (25ug/ml); wartosci §rednie + SD;
n=3

TAC [mmol ekwiwalent Troloxu/l]

Erigeron Sanguisorba Rubus Fragaria
canadensis officinalis plicatus vesca
PG PG PG PG kwercetyna
5,3+1,73 6,33+1,27 5,53+1,72 4,05+1,61 8,85+1,63

6.4. Antyoksydacyjne dzialanie PGs roslinnych w osoczu

6.4.1. Calkowita zdolnos$¢ antyoksydacyjna 0socza po napromienieniu
Oznaczano catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjng osocza ludzkiego inkubowanego
z PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus i Fragaria vesca
w stezeniach 6, 30 1 150 pg/ml, a nastepnie napromienianego dawka 100 Gy. Wyniki
przedstawione na Rycinie 15 wskazuja, ze promieniowanie zmniejsza TAC osocza (o 15-
25%) na skutek utleniania endogennych przeciwutleniaczy. Dodane do osocza (egzogenne)
PGs zwickszaja TAC (szczegélnie przy stezeniu 150 pg/ml) zaréwno osocza
nie napromieniowanego, jak i napromieniowanego. Najwigksze dziatanie wykazuje PGs
pochodzacy z Sanguisorba officinalis (Rycina 15B), natomiast najmniejsze dziatanie

wykazat PGs z Fragaria vesca (Rycina 15C).
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Rycina 15. Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna osocza ludzkiego inkubowanego z wybranymi GPs z (A)

Erigeron canadensis (B) Sanguisorba officinalis (C) Rubus plicatus (D) Fragaria vesca, eksponowanego
na promieniowanie gamma 100 Gy; wartosci $rednie + SD; n=4; *p<0,05, **p<0,01 vs kontrola

nienapromieniona, #p<0,05, ##p<0,01 vs kontrola napromieniona

75



6.4.2. Indukowane promieniowaniem gamma utlenianie grup tiolowych

0S0Cza

Okreslano caltkowity poziom grup tiolowych w osoczu ludzkim inkubowanym
z wybranymi GPs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus
i Fragaria vesca, w st¢zeniu 6, 30 i 150 pg/ml, a nastepnie napromienianym dawka 100
Gy oraz wicksza dawka 500 Gy, przy zastosowanych wyzszych stezeniach GPs (30, 150
I 750 pg/ml). Stezenia GPs byly dostosowane (wyznaczone eksperymentalnie) do dawki
promieniowania zastosowanej w ukladzie eksperymentalnym — poniewaz skuteczno$c
dziatania radioprotektora zalezy od dawki promieniowania, napromienianie wigkszg dawka
wymaga wiekszego stezenia radioprotektora w badanym uktadzie, aby uzyskaé
porownywalny efekt ochronny. Wyniki przedstawione na Rycinie 16 pokazuja,
ze promieniowanie powoduje utlenienie grup —SH w osoczu, na co wskazuje statystycznie
istotny spadek stezenia catkowitego grup -SH w osoczu napromienionym (100 Gy),
W poréwnaniu z osoczem nie poddanym napromienieniu. Utlenianie tioli w wyniku
dziatania wysokiej dawki promieniowania (500 Gy) jest nieco bardziej wyrazne (spadek
poziomu grup —SH o ponad 8% przy 100 Gy i12% przy 500 Gy, p<0,001). Wyniki
wykazuja, ze trzy badane zwiazki o stezeniu 150 pg/ml zapobiegaja utlenianiu tioli (biatek
1 matoczasteczkowych) pod wplywem dawki promieniowania 100 Gy — w o0soczu
napromienionym w obecnosci GPs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis i Rubus
plicatus, poziom tioli jest bliski poziomu w kontroli. Natomiast GPs, nawet przy wysokim
stezeniu (750 pg/ml), nie wykazaly ochronnego dziatania wobec osocza napromienionego
dawka 500 Gy. Dla kwercetyny skuteczng ochrong tioli uzyskano przy 5-krotnym nizszym
stezeniu (30 pg/ml).
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Rycina 16. Utlenianie tioli osocza ludzkiego inkubowanego z wybranymi GPs (A) Erigeron canadensis (B)
Sanguisorba officinalis (C) Rubus plicatus (D) Fragaria vesca, eksponowanego na promieniowanie gamma
100 Gy i 500 Gy, warto$ci $rednie + SD; n=6; *p<0,05, **p < 0,01 vs napromieniane 100 Gy
bez glikokoniugatu polifenolowego (0)
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6.5. Ocena radioochronnego dzialania PGs roslinnych w PBMC

6.5.1. Przezywalnosc PBMC

Promieniowanie jest czynnikiem cytotoksycznym. Dokonano oceny przezywalnosci

PBMC inkubujac je z PGs pochodzacymi z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis,

Rubus plicatus i Fragaria vesca w stgzeniu 5, 10, 25 150 pg/ml, a nastepnie

napromieniajagc dawka 15 Gy. Po 2 godzinach po napromienieniu wykonano pomiar

przezywalnosci na czytniku fluorescencyjnym ADAM MC. Wyniki przedstawiono

na Rycinie 17. W wyniku napromieniania przezywalno$¢ PBMC spada do okoto 65%,

apre-inkubacja z PGs zErigeron canadensis

I Sanguisorba officinalis zwigksza

przezywalno$¢ komorek do okoto 90 % (p<0,001) przy stezeniach 25 i 50 pg/ml.

Natomiast inkubacja z PGs z Rubus plicatus i Fragaria vesca o tych samych stgzeniach

zwieksza przezywalno$¢ PBMC tylko do okoto 70% (p<0,01 i p<0,05). Ro6znice pomiedz
~ p yw y p p p eazy

stgzeniami 25 1 50 pg/ml nie sg istotne statystycznie (Rycina 17).
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Rycina 17. Przezywalno$¢ PBMC inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis,

Rubus plicatus, Fragaria vesca, eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy; wartosci $rednie + SD;

n=3; *p>0,05 **p<0,01, **p<0,001 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)
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6.5.2. Peroksydacja lipidow PBMC

Promieniowanie gamma indukuje peroksydacje¢ lipidow w PBMC. Stezenic TBARS
w komérkach po napromienieniu wynosito $rednio 0,4-0,5 nmoli MDA/1x10° komérek
(Rycina 17). Traktowanie komorek glikokoniugatami w stezeniach 5 i1 25 pg/ml,
przed napromienieniem, hamuje peroksydacj¢ lipidow (zmniejszenie poziomu TBARS,
w porownaniu do kontroli (bez PGs). Przy najwyzszym ze stosowanych stezen PGS
(25 pg/ml) stezenie TBARS istotnie si¢ zmniejsza - 0 50% (p <0,01) dla PG z Erigeron
canadensis, 88% (p <0,001) z Sanguisorba officinalis, 44% (p <0,05) z Rubus plicatus
oraz 78% (p <0,001) dla kwercetyny (Rycina 18A, B, C). Podczas gdy poziom TBARS
w PBMC napromieniowanych w obecnosci PG z Fragaria vesca (25 pg/ml) zmiejszyt
si¢ 0 okoto 15% (p <0,05), w porownaniu z kontrolg (bez PG) (Rycina 18D).
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Rycina 18. Peroksydacja lipidow PMBC inkubowanych z wybranymi PGs z (A) Erigeron canadensis (B)
Sanguisorba officinalis (C) Rubus plicatus (D) Fragaria vesca oraz (A) kwercetyna, eksponowanych
na promieniowanie gamma 15 Gy; wartosci $rednie = SD; n=6; *p<0,05 **p<0,01; ***p<0,001

vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)

6.5.3. Aktywnosé¢ enzyméw antyoksydacyjnych

W celu okre§lenia udziatu PGs w ochronie komoérkowych enzymow
antyoksydacyjnych oznaczano aktywno$¢ dwoch wybranych enzymow, dysmutazy
ponadtlenkowej i transferazy glutationowej. Inkubowano PBMC z PGs pochodzgcymi
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus i Fragaria vesca
(1,5125 pg/ml) oraz kwercetyng (25 upg/ml), a nastepnie komorki poddawano
napromienianiu dawka 15 Gy, wyniki przedstawiono na Rycinie 19. W PBMC poddanych
dzialaniu promieniowania jonizujgcego aktywnosci SOD 1 GST istotnie si¢ zmniejszyty
(0 okoto 30 i 20%), w poréwnaniu z nie napromieniong kontrolg). PGs z Erigeron
canadensis i Sanguisorba officinalis chronity przed spadkiem aktywnosci enzymow,
podobnie jak kwercetyna. W przypadku SOD skuteczne dziatanie radioochronne

odnotowano przy stezeniu 5 i 25ug/ml, a w przypadku GST przy stezeniu 25ug/ml.
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Dziatanie ochronne PGs z Rubus plicatus i Fragaria vesca wykazano przede wszystkim

wobec aktywnosci GST, natomiast SOD byla chroniona jedynie przy stezeniu 25ug/ml

w przypadku PG z Rubus plicatus. Glikokoniugat z

przed spadkiem aktywnosci SOD, indukowanym promieniowaniem gamma.

aktywnosc enzymatyczna
[% nienapromienionej kontroli]

—
N
o

—_
o
o

Erigeron canadensis

kontrola

*

*
0 1 5 25

Stezenie preparatu roslinnego [pg/ml]

kwercetyna 25

EBnienapromieniane
m15 Gy GST
m15 Gy SOD

A

aktywnos¢ enzymatyczna
[% nienapromieniconejkontroli]

120

100

[0
o

(o]
o

i
o

N
[=]

o

Sanguisorba officinalis

B nienapromienione

m15 Gy GST

m15 Gy SOD

*

0 1 5

Stezenie zwigzkuroslinnego [ug/ml]

kontrola 25

B

aktywnos$c¢ enzymatyczna
[% nienapromienionej kontroli]

—
N
o

—

Q

o
|

Enienapromienione

Rubus plicatus m15 Gy GST

]
o
|

[o2]
o
|

s
o
|

[a]
o
|

o
|

, @15 Gy S0D

0 1 5

Stezenie praparatu roslinnego [ug/ml]

kontrola 25

C

Fragaria vesca nie chronit

81



Enienapromienione

Fragaria vesca B15GyGST [y
=15 Gy SOD

*

[+2]
o

B
o

]
o

aktywno$¢ enzymatyczna
[% nienapromieninej kontrolil]

o

kontrola ‘ 0 1 ‘ 5 25
Stezenie praparatu roslinnego [ug/ml]

Rycina 19. Aktywno$¢ SOD i GST wPBMC inkubowanych z PGs z (A) Erigeron canadensis (B)
Sanguisorba officinalis (C) Rubus plicatus (D) Fragaria vesca oraz kwercetyng i eksponowanych
na promieniowanie gamma 15 Gy; wartosci $rednie £ SD; n=6; *p<0,05, **p < 0,01 vs bez glikokoniugatu

polifenolowego (0)

6.5.4. Poziom zredukowanego glutationu w PBMC

Promieniowanie powoduje drastyczny spadek poziomu zredukowanego glutationu
w PBMC (o0 ponad 70 % w poréwnaniu do kontroli) (Rycina 20). Kiedy komorki
inkubowano z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus
| Fragaria vesca, w stgzeniu 25 pg/ml, a nastgpnie napromieniano dawka 15 Gy,
odnotowano, istotny statystycznie (p<0,01), nieco wyzszy poziom GSH, w poréwnaniu

Z komorkami napromienianymi bez PG.
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Rycina 20. Poziom zredukowanego gutationu w PBMC, inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis,
Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca, eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy;

wartosci $rednie + SD; n=3; **p<0,01 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0); ###p<0,001 vs kontrola
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6.5.5. Wewnatrzkomérkowy poziom ROS w PBMC

Promieniowanie gamma, poprzez produkty radiolizy wody, jak 1 dzialanie
bezposrednie, inicjuje wzmozong produkcje ROS wewnatrz komorki. Poziom
generowanych wewnatrzkomérkowych ROS mozna oznacza¢ przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej H2DCF-DA. Metode te zastosowano w celu ustalenia czy PGs
bezposrednio zmiataja ROS w napromienionych PBMC. Inkubowano komorki z PGs z
Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca w stezeniu
25 pg/ml, a nastgpnie napromieniano dawka 15 Gy. Poziom ROS oceniano na podstawie
intensywnosci fluorescencji DCF. Wyniki na Rycinie 21 przedstawiono jako ROS [zmiana
krotno$ci]. Wykazano, ze po napromienieniu poziom ROS w PBMC wzrasta ponad 7-
krotnie, awszystkie cztery PGs maja zdolno$¢ ich zmiatania, przy czym znacznie
skuteczniejsze w zmiataniu ROS okazaty si¢ PGs z Erigeron canadensis i Sanguisorba

officinalis w poréwnaniu z dziataniem PGs z Rubus plicatus i Fragaria vesca.

15 Gy

=
| | I I
T T T 1

0 S. officinalis E. canadensis R. plicatus F. vesca

ROS [zmiana krotnosci]
O = N W b~ OO OO N 0 ©

Preparat roslinny [25 pg/ml]

Rycina 21. Wewnatrzkomorkowy poziom ROS w PBMC inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis,
Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca i eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy,
wyrazony jako zmiana krotnosci (ang. fold change); wartosci $rednie = SD; n=3, *p<0,05; **p<0,01;

***p<0,001 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)

6.5.6. Apoptoza PBMC

ROS powstajace w komorce po napromienieniu, moga by¢ odpowiedzialne
za indukujacje apoptozy, totez w kolejnym etapie pracy dokonano oceny wptywu PGs
na apoptoze PBMC metoda cytometrii przeplywowej. PBMC inkubowano z PGs

z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus i Fragaria vesca,
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W stezeniu 25 pg/ml, a nastgpnie napromieniano dawka 15 Gy. Wyniki przedstawiono
na Rycinie 22. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, ze promieniowanie istotnie
zwigksza liczbe komorek apoptotycznych. Zaobserwowano, ze poziom apoptozy PBMC
znacznie si¢ zmniejsza po pre-inkubacji z PGs, przede wszystkim z PG z Sanguisorba
officinalis, w nieco mniejszym stopniu zPGs z Erigeron canadensis, Rubus plicatus

I Fragaria vesca (Rycina 22).
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Rycina 22A B. Apoptoza PBMC inkubowanych z PGs z: Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis,
Rubus plicatus, Fragaria vesca, eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy; wartosci $rednie + SD;
n=3; ### p<0,001 vs kontrola (0 Gy); **p<0,01, ***p<0,001 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)15Gy

6.5.7. Uszkodzenia DNA w PBMC

Udzial PGs w hamowaniu powstawania catkowitych uszkodzen DNA, indukowanych
promieniowaniem w PBMC, oznaczano alkaliczng wersjg testu kometowego. PBMC
inkubowano z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus,
Fragaria vesca (1, 5, 25 pg/ml), a takze zwigzkiem referencyjnym kwercetyna (25 pg/ml),
a nastgpnie napromieniano dawka 10 Gy lub 15 Gy. Wyniki przedstawiono na Rycinie 23,
jako uszkodzenia DNA [% kontroli], za 100% przyj¢to procentowsg zawartos¢ DNA

W ,;,ogonie” w komorkach napromienionych dawka 15 Gy bez zwigzkéw roslinnych.
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Skutkiem napromieniania dawka 15 Gy jest znacznie wyzszy poziom uszkodzen DNA,
W poréwnaniu z mniejsza dawka 10 Gy (o prawie 40 %; p<0,05). W PBMC inkubowanych
z PGs z Erigeron canadensis i Sanguisorba officinalis, w st¢zeniu 5 oraz 25 pg/ml, ilo§¢
uszkodzen DNA ulegla znaczemu obnizeniu przy obu dawkach promieniowania, o okoto
75% przy stezeniu 25 ug/ml i dawce 10 Gy, p<0,001 (Rycina 23A, B). Kwercetyna ma
podobna, wysoka skuteczno$¢ zapobiegania uszkodzeniom DNA w PBMC, o okoto 88%
dla stezenia 25 ug/ml i dawce 10Gy, p <0,001 (Rycina 23A). W poréwaniu z tymi
preparatami roslinnymi zdolno$¢ PG z Fragaria vesca (Rycina 23D) do hamowania
powstawania uszkodzen DNA w PBMC jest znacznie mniejsza, o okoto 30% przy obu
dawkach promieniowania i stezenie 25 pg/ml, p<0,001. Natomiast efekt ochronny PG
z Rubus plicatus byt znaczacy przy dawce 10 Gy (o okoto 45% dla 25 ug/ml p<0,001),
z niewielkg ochrong przy wigksze dawce 15 Gy (Rycina 23 C).
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Rycina 23. Uszkodzenia DNA w PBMC inkubowanych z PGs z (A) Erigeron canadensis (B) Sanguisorba
officinalis (C) Rubus plicatus (D) Fragaria vesca oraz (A) kwercetyna, eksponowanych na promieniowanie
gamma 10 Gy i 15 Gy; wartosci $rednie + SD n=6; *** p<0,001 vs kontrola napromieniona 10 Gy;

###p< 0,001 vs kontrola napromieniona 15 Gy

6.5.8. Uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA w PBMC

Wykonano réwniez alkaliczng wersje testu kometowego z enzymem hOGG1
w celu okreslenia poziomu modyfikacji oksydacyjnych zasad DNA w PBMC. Komorki
inkubowano z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus
i Fragaria vesca oraz kwercetyng, o stezeniu 25 pg/ml, i poddawano napromienianiu
dawkg 15 Gy. Wyniki przedstawiono na Rycinie 24. PGs z Erigeron canadensis silnie
hamowat powstawanie indukowanych promieniowaniem e uszkodzen oksydacyjnych
zasad w DNA, cho¢ nie tak skutecznie, jak kwercetyna. PGs z Erigeron canadensis
i Rubus plicatus wykazuja umiarkowany efekt radioochronny, natomiast najstabsze

dziatanie w tym zakresie zmian wykazuje PG z Fragaria vesca.
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Rycina 24. Uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA w PBMC inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis,
Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca oraz kwercetyna eksponowanych na promieniowanie
gamma 15 Gy; poziom oksydacyjnych uszkodzen zasad DNA oznaczano testem kometowym w wersji
alkalicznej w obecno$ci hOGG1, wartosci $rednie = SD; n=3; *p<0,05, *** p<0,001 vs bez glikokoniugatu

polifenolowego (0)

6.6. Po-radiacyjne dzialanie PGs w PBMC

6.6.1. Aktywnos$¢ enzyméw antyoksydacyjnych

W celu oceny skuteczno$ci po-radiacyjnego dziatania PGS, komorki jednojadrzaste
krwi obwodowej napromieniano dawka 15 Gy, a nastgpnie 15 minut po napromienieniu do
komorek dodawano badane PGs, z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus
plicatus i Fragaria vesca (25 pg/ml) lub kwercetyne i inkubowano przez 1 godz., po czym
w lizacie komorkowym oznaczano aktywno$¢ wybranych enzymow antyoksydacyjnych,
SOD iGST. W PBMC poddanych dziataniu promieniowania jonizujagcego aktywnosé
SOD i GST istotnie spada w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi. Po-radiacyjna
inkubacja PBMC z PGs nie wptywata jednak na aktywno$¢ GST i SOD. Aktywnos¢ obu
enzymoOw pozostata zredukowana w wyniku dziatania promieniowania (p>0,05). Jedynie
po-radiacyjna inkubacja PBMC z kwercetyng wptywata istotnie na aktywno$¢ GST i1 SOD
(p<0,05).
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Tabela 5. Aktywno$¢ SOD i GST w PBMC eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy, a nast¢pnie
inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca oraz
kwercetyng; warto$ci $rednie = SD; n=6; *p<0,05 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)

Aktywnos$¢ enzymu
[% kontroli] £SD
SOD GST

0 (bez PG) 72,2+2,1 75+1,3
Sanguisorba officinalis 71,4+1,8 74+2.1
Erigeron canadensis 73,2+1,2 74, +1,7
Rubus plicatus 72,3£1,8 74,441,6
Fragaria vesca 71,0+£2,2 75,2+2.0
kwercetyna 85,1+1,9 * 87,3+2 *

6.6.2. Uszkodzenia DNA w PBMC

Wykonano alkaliczng wersje testu kometowego w PBMC, do ktorych 15 minut po
napromienieniu dawka 15 Gy, dodano PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis,
Rubus plicatus i Fragaria vesca lub kwercetyng o stezeniu 25 pg/ml, (inkubacja przez
1 godz). Wyniki zaprezentowano na Rycinie 25. Po-radiacyjna inkubacja komoérek z PGs
powoduje statystycznie istotne zmniejszenie zawartosci DNA w ,ogonie”, przy czym
skutecznos¢ radioochronna badanych zwigzkow ksztattowata sie w nastepujacej kolejnosci
malejacej: kwercetyna > PG z Sanguisorba officinalis > PG z Fragaria vesca > PG
z Erigeron canadensis > PG z Rubus plicatus. Najskuteczniej dziatajacy PG z Sanguisorba

officinalis zmniejszat uszkodzenia DNA az o okoto 80% (p<0,001).
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Rycina 25. Uszkodzenia DNA w PBMC eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy, a nastepnie
inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca oraz

kwercetyng; wartos$ci §rednie = SD; n=3; *** p<0,001 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)

6.6.3. Uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA w PBMC

Wykonano takze alkaliczng wersje testu kometowego, w obecnosci enzymu hOGG1,
w PBMC, do ktorych 15 minut po napromienieniu dawka 15 Gy, dodano PGs z Erigeron
canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus i Fragaria vesca lub kwercetyne
0 stezeniu 25 pg/ml (inkubacja przez 1 godz). Wyniki zaprezentowano na Rycinie 26.
Zastosowane PGs, jak i kwercetyna zmniejszyly istotnie zawartos¢ DNA w ,,ogonie”
w porownaniu do kontroli. Najwigkszy potencjal ochronny wykazata kwercetyna, nieco
mniejszy PG z Rubus plicatus i Fragaria vesca — zmniejszenie uszkodzen oksydacyjnych
zasad, odpowiednio o okoto 70 i 60% (p<0,001), nastepnie PG z Sanguisorba officinalis,
natomiast najstabsze dziatanie ochronne wykazano dla PG z Erigeron canadensis (p<0,05).
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Rycina 26. Uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA w PBMC eksponowanych na promieniowanie gamma 15
Gy, a nastepnie inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus,
Fragaria vesca oraz kwercetyna, poziom oksydacyjnych uszkodzen zasad DNA oznaczano testem
kometowym w wersji alkalicznej w obecnosci enzymu hOGG1; wartosci Srednie = SD; n=3; *p<0,05, ***

p<0,001 vs bez glikokoniugatu polifenolowego (0)

6.7. Ocena radioochronnego dzialania PGs w komoérkach K562
Przeprowadzone wcze$niej doswiadczenia pozwolity na ocen¢ dziatania
radioochronnego wybranych PGs na skfadniki osocza pochodzacego od zdrowych dawcow
I na prawidlowe komorki jednojadrzaste krwi obwodowej. W celu ustalenia czy wybrane
PGs dzialaja ochronnie na komorki nowotworowe wykonano kolejne doswiadczenia

na wybranej linii komorek biataczki szpikowej - K562.

6.7.1. Przezywalno$¢ komorek K562

Dokonano oceny przezywalnosci komorek K562 po inkubacji z PGs pochodzacymi
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus i Fragaria vesca,
w stezeniu 5, 10, 25 1 50 pg/ml, a nastepnie napromienieniu dawka 15 Gy. Po 2 godzinach
po napromienieniu wykonano pomiar przezywalnosci na czytniku fluorescencyjnym
ADAM MC. Napromienianie zmniejsza istotnie przezywalno$¢ komorek K562 (o ponad
40%), natomiast inkubacja z wybranymi PGs nie wplynela na zwigkszenie

ich przezywalnosci (Rycina 27).
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Rycina 27. Przezywalno$¢ komorek K562 inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba
officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca, eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy; warto$ci
srednie + SD; n=3

6.7.2. Poziom zredukowanego glutationu w komérkach K562

Kolejnym ocenianym parametrem byl poziom zredukowanego glutationu oznaczany
w komorkach K562, inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis,
Rubus plicatus, Fragaria vesca w stezeniu 25 pug/ml, a nast¢pnie napromienianych dawka
15 Gy. Uzyskane wyniki, przedstawione na Rycinie 28, wskazuja, ze napromienianie
powoduje obnizenie poziomu GSH w komoérkach K562 (o okoto 45% w poréwnaniu do
kontroli), natomiast nie stwierdzono wptywu zadnego z badanych PGs na poziom GSH

w napromienionych komorkach K562.
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Rycina 28. Poziom zredukowanego gutationu w komoérkach K562 inkubowanych z wybranymi PGs,
z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca, eksponowanych

na promieniowanie gamma 15 Gy; wartosci $rednie + SD; n=3; ## p<0,01 vs kontrola (0 Gy)

6.7.3. Wewnatrzkomorkowy poziom ROS w komérkach K562

W celu oceny wptywu PGs na indukowane promieniowaniem gamma generowanie
ROS w komoérkach K562 wykonano pomiar ROS z uzyciem fluorescencyjnej sondy
H2DCF-DA. Komorki inkubowano z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis,
Rubus plicatus, Fragaria vesca w stezeniu 25 pg/ml, a nast¢pnie napromieniano dawka 15
Gy. Poziom ROS oceniano na podstawie intensywnosci fluorescencji DCF. Wyniki na
Rycinie 29 przedstawiono jako ROS [zmiana krotnosci]. Wykazano, ze
w napromienionych komodrkach K562 poziom ROS wzrasta ponad 2,5-krotnie, inkubacja

komorek K562 z PGs nie wplyneta na zmiang poziomu ROS.
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Rycina 29. Wewnatrzkomérkowy poziom ROS w komoérkach K562 inkubowanych z PGs z Erigeron
canadensis, Sanguisorba officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca i eksponowanych na promieniowanie

gamma 15 Gy; wartosci $rednie = SD; n=3.

6.7.4. Apoptoza komorek K562

Ostatnim z ocenianych parametrow bylo oznaczanie metoda cytometrii przepltywowe;j
apoptozy komoérek K562 inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba
officinalis, Rubus plicatus, Fragaria vesca w stezeniu 25 upg/ml, a nastgpnie
napromienianych dawka 15 Gy. Wyniki przedstawione na Rycinie 30 wskazuja,
ze napromienianie indukuje apoptozg komoérek K562, natomiast zaden z badanych PGs nie
wplywat istotnie na poziom apoptozy komoérek K562.
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Rycina 30. Apoptoza komoérek K562 inkubowanych z PGs z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis,

Rubus plicatus, Fragaria vesca, eksponowanych na promieniowanie gamma 15 Gy; wartosci $rednie + SD;

n=3; ### p<0,001 vs kontrola (0 Gy)
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7. Dyskusja

Promieniowanie gamma, bezposrednio lub poprzez produkty radiolizy wody, indukuje
produkcje ROS, m.in. rodnika hydroksylowego i nadtlenku wodoru, w napromienionym
materiale biologicznym (osocze krwi, komorki), prowadzac do powstania stresu
oksydacyjnego, ktory z kolei powoduje oksydacyjne modyfikacje i/lub uszkodzenia DNA,
biatek 1 lipidow. Polifenole roslinne, ze wzgledu na silne dziatanie antyoksydacyjne,
ale takze aktywno$¢ immunostymulujaca, przeciwzapalng, czy przeciwbakteryjng,
sg substancjami, ktére potencjalnie moga zmniejsza¢ szkodliwe dla komorek skutki
promieniowania, wywotane przez ROS. W badaniach in vitro testy sluzace do oznaczania
poziomu peroksydacji lipidow 1 uszkodzen DNA czy markery utleniania bialek,
sa powszechnie stosowane zardwno do oceny skutkéw promieniowania, jak i skutecznos$ci
dziatania zwigzkow radioochronnych (Jagetia, 2007) (Prasad i wsp., 2005).

Zasadniczym celem pracy bylo okreslenie czy glikokoniugaty polifenolowe,
pochodzace z wybranych roslin leczniczych (kwiatostan, liscie) z rodziny Rosaceae,
z krwisciggu pospolitego (Sanguisorba officinalis L.), poziomki pospolitej (Fragaria
vesca L.) i jezyny faldowanej (Rubus plicatus Whe. et N. E.), a takze z przymiotna
kanadyjskiego (Erigeron canadensis L.), nalezagcego do rodziny Asteraceae, wykazuja
wilasciwosci radioochronne w stosunku do traktowanych promieniowaniem gamma,
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej cztowieka. Selekcji czterech preparatow
roslinnych, sposrod glikokoniugatéw polifenolowych wyizolowanych ta samg metoda
z kilkunastu roéznych gatunkow roslin, nalezacych do rodziny Asteraceae (astrowate)
I Rosaceae (ré6zowate), dokonano na podstawie wynikow wczesniejszych badan
przeprowadzonych przez Pawlaczyk i wsp. (Pawlaczyk i wsp., 2003), w ktorych wykazano
ich silne dziatanie przeciwutleniajace wobec bton cieni erytrocytow §wini, naswietlanych
promieniowaniem UV, jak rowniez na podstawie wysokiej, w porownaniu z pozostatymi,
warto$ci calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego, oznaczonego metoda redukcji
kationorodnika ABTS™". Glikokoniugaty wyizolowane z Erigeron canadensis (kwiatostan),
Sanguisorba officinalis (kwiatostan), Rubus plicatus (liscie), Fragaria vesca (liscie)
wykazaty najwyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjna, co pozwolito przypuszczac, ze zwigzki
te moga dziata¢ takze jako substancje chronigce przed promieniowaniem jonizujacym.
Wykazano niewielkie roznice w catkowitej zdolnos$ci antyoksydacyjnej migdzy badanymi
czterema PGs, 1 tak wykazaty one zdolnoS$ci przeciwutleniajace w nastepujacej kolejnosci

malejacej: Sanguisorba officinalis > Rubus plicatus > Erigeron canadensis > Fragaria
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vesca (Tabela 4). Kwercetyna jest flawonoidem o dobrze udokumentowanym dziataniu
radioochronnym invitro (Devipriya i wsp., 2008) (Benkovic i wsp., 2009) i dlatego
wybrana zostata jako zwigzek referencyjny (pozytywna kontrola) w przeprowadzonych
badaniach. Wedlug danych literaturowych catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna
kwercetyny jest 3-krotnie wyzsza w poréwnaniu z typowymi antyoksydantami
komoérkowymi, askorbinianem i glutationem (Arumugam i wsp., 2006). Kwercetyna
bezposrednio zmiata rozne formy ROS i RNS, ma tez zdolnos$¢ chelatowania jonow metali
przejsciowych (zelaza, miedzi), zapobiegajac reakcji Fentona i Haber’a Weissa, co takze
przyczynia si¢ do silnej aktywnos$ci przeciwutleniajacej i radioochronnej (Heim i wsp.,
2002). Jednak terapeutyczne zastosowanie kwercetyny jak i wielu innych syntetycznych
zwigzkow polifenolowych jest utrudniona ze wzgledu na ich nierozpuszczalnos¢ w
wodzie oraz poddawang pod dyskusj¢ toksycznos¢ (Zhao i wsp., 2016). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze PGs sg mniej toksyczne niz kwercetyna w zastosowanych stezeniach, ktore
skutecznie hamuja indukowang promieniowaniem gamma peroksydacj¢ lipidow osocza
i uszkodzenia DNA w PBMC (Rycina 11).

Wiasciwosci przeciwutleniajace 1 radioochronne flawonoidow wynikaja z ich budowy
pierscieniowe] 1 przede wszystkim z obecnosci licznych grup hydroksylowych.
W tkankach ro$linnych flawonoidy wystepuja w formie réoznego typu glikozydow (czgsé
cukrowa moze zawiera¢ cukry, takie jak glukoza, ramnoza, galaktoza, apioza,
czy arabinoza), a takze w formie aglikonow, ktére nie zawieraja czg$ci cukrowej. Reszty
cukrowe z aglikonem s3 polaczone za pomocg wigzania O-glikozydowego, najczescie]
W pozycji C3, ale takze w przy innych atomach wegla (np. C7, C5, C3°, C4’ 1 C5’) co tym
samym blokuje wolne grupy —OH. Sg badania in vitro wykazujace, ze aglikony czg¢sto
sg silniejszymi antyoksydantami, w poréwnaniu z ich glikozydami, ze wzgledu na wigksza
dostepnos$¢ wolnych grup hydroksylowych, chociaz nie jest to regula (de Groot i Rauen,
1998) (Tsuda i wsp., 1994) (Wang i wsp., 1997). W pierwszym etapie realizacji celu
badawczego dokonano pordéwnania wihasciwosci radioochronnych glikokoniugatéw
polifenolowych (PGs) 1 ich aglikonow. Duzg zaleta ros$linnych glikokoniugatow
polifenolowych jest ich rozpuszczalnos¢ w wodzie, co moze zwigksza¢ biodostepnosé
I zmniejsza¢ toksycznos$¢ tych zwigzkow. Ze wzgledu na te wiasciwo$¢, jak i na fakt,
iz uzyskane wyniki pokazaty, ze aglikony nie wykazywaly duzo wigkszego efektu
ochronnego niz PGs, przed peroksydacja lipidow osocza indukowang promieniowaniem
(Rycina 13), a nawet lepsza ochron¢ przed genotoksycznym dziataniem promieniowania

w PBMC zapewnialy PGs, w porownaniu z ich aglikonami (Rycina 14 A i B), ostatecznie
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do dalszych badan wybrano glikokoniugaty. Aglikon pochodzacy z Sanguisorba officinalis
wykazywal wysoka, porownywalng z kwercetyng, zdolno$¢ zmiatania kationorodnika
ABTS™ (Tabela 3), natomiast rutyna, 3-O-rutynozyd kwercetyny, charakteryzuje
si¢ dwukrotnie mniejszg zdolno$cig zmiatania tego rodnika. Uzyskane wyniki sg zgodne
z danymi opublikowanymi przez przez Apak i wsp. (Apak i wsp., 2004), gdzie, metoda
redukcji joné6w miedzi (ang. cupric reducing antioxidant capacity; CUPRAC),
dlakwercetyny rowniez wyznaczono 2-krotnie  wyzszg calkowita  zdolno$¢
antyoksydacyjng w porownaniu z rutyng. Roznice w CZA rutyny i kwercetyny, mogg by¢
zalezne od liczby grup hydroksylowych, gdyz w kwercetynie jest 5, a w rutynie 4 grupy
hydroksylowe (Apak i wsp., 2004). Catkowite zdolnos$ci antyoksydacyjne syntetycznych
polifenoli przektadaly si¢ na ich skuteczno§¢ w hamowaniu peroksydacji lipidow
napromienionego 0socza, gdzie prawie 2-krotnie silniejsze dziatanie wykazano
dla kwercetyny (Rycina 13). Znacznie mniejsze réznice wystepuja pomigdzy zdolnosciami
antyoksydacyjnymi PGs z Erigeron canadensis i Sanguisorba officinalis a ich aglikonami,
co moze wskazywac na istotny wptyw czesci polisacharydowych, ktére zawierajg znaczne
ilosci kwasow heksuronowych, bogatych w funkcyjne grupy karboksylowe. Sposrod
czterech badanych glikokoniugatow, preparaty wyizolowane z Erigeron canadensis
I Sanguisorba officinalis charakteryzujg si¢ wysoka zawartoscig kwaséw heksuronowych
(ponad 70 % wagi czg$ci polisacharydowej), analiza sktadu cukréw sugeruje obecnos¢
struktur pektynopodobnych typu arabinoglukogalakturonianu w PG z Erigeron canadensis
oraz galaktoarabinogalakturonianu w PG z Sanguisorba officinalis (Tabelal) (Zbikowska
I wsp., 2016). Poréwnywalna, a nawet wigksza w przypadku przeciwdziatania
powstawaniu uszkodzen DNA aktywno$¢ radioochronna PGs, w pordOwnaniu
z ich formami aglikonowymi, moze sugerowac, ze czes¢ polifenolowa i polisacharydowa
struktury glikokoniugatu wykazuja efekt synergistyczny. Czgsci polisacharydowe moga
bezposrednio zwieksza¢ radioochronng skutecznos$¢ catego glikokoniugatu. Jest wiele
dostgpnych danych $wiadczacych o radioprotekcyjnym dziataniu polisacharydow
pochodzacych z naturalnych Zrédel. Przyktadem moze by¢ acemannan wyekstrahowany
z lisci aloesu (Roberts i Travis, 1995), mannuronian wytwarzany przez bakterie
Pseudomonas aeruginosa (Halaas i wsp., 1997), glukan wyizolowany ze S$ciany
komorkowej drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Patchen i wsp., 1992) czy tez czg¢sciowo
oczyszczona wodna frakcja, zawierajaca duza zawarto$¢ frukto-oligosacharydow,
wyizolowana z korzeni Asparagus racemosus (Thakur iwsp., 2012). Wymienione

polisacharydy gléwnie wykazywaty dziatanie immunostymulujace, indukujace
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wydzielanie cytokin lub ich aktywno$¢ radioochronna polegata na pobudzaniu procesow
hematopoezy. Natomiast frukto-oligosacharydy pochodzace z Asparagus racemosus
chronity blony mitochondriow watroby szczura przed uszkodzeniami indukowanymi przez
wolne rodniki powstajace podczas napromieniania promieniowaniem gamma. Dokladny
mechanizm, zapomoca ktorego polisacharydy mogg dzialaé przeciwutleniajaco
I radioochronnie nie jest jeszcze dobrze poznany. Badania przeprowadzone przez Tsiapali
| wsp. sugeruja, ze glukan wykazuje umiarkowang aktywnos¢ antyoksydacyjng jako dawca
protonu, poniewaz wolne rodniki reagujg z protonem wodoru przy anomerycznym atomie
wegla czasteczki tego polisacharydu (Tsiapali i wsp., 2001). Wykazano tez, ze niektdre
polisacharydy, takie jak chitosan lub alginian, moga tworzy¢ kompleksy z kwasami
nukleinowymi (Nitta i Numata, 2013), jak rowniez sg doniesienia, w ktorych wykazano
dzialanie antymutagenne i antygenotoksyczne drozdzowych i roslinnych polisacharydéw
(Kogan i wsp., 2008), tj. B-glukan wyizolowany z Ganoderma lucidum, ktory chronit DNA
napromienionych limfocytow przed jedno- idwu-niciowymi pegknigciami, a takze
indukowat procesy naprawy DNA (Pillai i wsp., 2014). Innym wyjasnieniem wigkszej
skuteczno$ci w radioochronie DNA badanych PGs, w poréwnaniu a ich aglikonami, moze
by¢ fakt, ze czesci polisacharydowe, zawierajace heksuroniany sg ujemnie naladowane
co mogloby utatwia¢ transport PGs przez btone (np. poprzez aktywne transportery),
comoze zwigksza¢ ich biodostepnos¢. Jak dotad nie zostalo wyjasnione czy
makroczasteczki badanych glikokoniugatoéw (m. czasteczkowa > 10 kDa) moga wnikac
do komorek. Wstepne badania przeprowadzone przez zespot Pawlaczyk i wsp. sugeruja,
ze zwiazki te mogg oddziatywac z zewnetrzng powierzchnig btony erytrocytow (Kolber
i wsp. 2007). Taki sposob oddziatywania PGs z komodrkami bytby zgodny z ogélnie
przyjeta hipoteza, poparta wynikami wielu badan, wedtug ktorej biologiczna aktywno$¢
polifenoli, w tym flawonoidéw, jest uzalezniona od ich interakcji z btong komorkowa,
przy czym niektore polifenole zwigkszaja sztywno$¢ btony, a inne powoduja zwigkszenie
ptynnosci btony. Od rodzaju polifenolu (m.in. od ilosci grup hydroksylowych
W pierScieniach) 1 niewielkich zmian pH lokalnego $rodowiska zalezy takze glebokos¢
penetracji btony komodrkowej przez polifenole (Phan i wsp. 2014) (Tarahovsky i wsp.
2014). Nie mozna wykluczy¢, ze podczas napromieniania zarowno cze$¢ polifenolowa,
jak i polisacharydowa struktury glikokoniugatu moze ulega¢ pewnym modyfikacjom
i/lub czesciowej degradacji, ale by¢ moze takie produkty moga nadal wykazywac dzialanie

radioochronne.
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W dalszych badaniach przeprowadzonych na modelu badawczym in vitro
z wykorzystaniem osocza krwi ludzkiej potwierdzono antyoksydacyjne (ochronne)
dziatanie glikokoniugatow  polifenolowych. Promieniowanie gamma powoduje
zmniejszenie catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej osocza z powodu utleniania
endogennych antyoksydantéw, przede wszystkim albuminy (ktéra jest nie tylko
antyoksydantem, ale tez gldéwnym zréodlem grup —SH w osoczu), a takze kwasu
moczowego, askorbinianu i innych. Uzyskane wyniki wykazaly, ze PGs przywracaja
rownowage oksydacyjno-antyoksydacyjng w napromienionym 0SOCzZu, pPOprzez
zwigkszenie calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (Rycina 15), a takze zapobiegaja
utlenianiu bialek osocza pod wptywem promieniowania (100 Gy) (Rycina 16). Ekspozycja
bialek na promieniowanie gamma prowadzi do ich utleniania, co moze zmieniac¢
wlasciwosci fizyczne 1 strukture chemiczng biatek, prowadzac do utraty ich funkcji
biologicznych (Shacter, 2000) (Headlam i Davies, 2002). Dostepne sa badania $wiadczace
o tym, ekspozycja osocza krwi na promieniowanie gamma powoduje
wytwarzanie wodoronadtlenkéw i grup karbonylowych w biatkach osocza (Gebicki i Du,
2000) (Gay 1 Gebicki, 2003) (Headlam, 2004). Tiole osocza, zaro6wno biatkowe
jak i matoczasteczkowe, sg takze utleniane do disiarczkow i sulfotlenkow bezposrednio
lub poprzez produkty radiolizy wody (Bindoli i wsp., 2008). Zuwagi na fakt,
ze powstajace wodoronadtlenki biatek sg bardzo nie stabilne, a oznaczanie poziomu grup
karbonylowych (metoda ELISA) dawato niewiarygodne wyniki, prawdopodobnie
zpowodu obecnosci grup aldehydowych, ketonowych, czy karboksylowych
W czasteczkach samych badanych glikokoniugatow polifenolowych, pomiar poziomu
catkowitych tioli wybrano jako marker utleniania biatek. Oprocz PG pochodzacego
z Fragaria vesca, pozostate trzy PGs skutecznie chronity biatka osocza przed mniejsza
dawka promieniowania (100 Gy), jednakze nie zaobserwowano efektu ochronnego
W osoczu po ekspozycji na dawke promieniowania 500 Gy, nawet przy wysokim st¢zeniu
PGs (750 pg/ml). Prawdopodobnie wyzsza dawka promieniowania moze prowadzi¢
do tworzenia nie tylko disirczkow, ktorych tworzenie jest procesem odwracalnym
(np. w obecnosci GSH), ale takze do utworzenia innych, nieodwracalnych produktow
zatomem siarki na wyzszych stopniach utlenienia, albo tez szybko$¢ tworzenia
si¢ disiarczkow jest wigksza niz zmiatanie ROS przez PGs. Wyniki te potwierdzaja
hipotezg, ze wiasciwosci radioochronne fitozwigzkdéw dotycza przede wszystkim matych
dawek promieniowania, ktore sa stosowane terapeutycznie (np. podczas radioterapii

stosowane s3g miejscowo jednorazowe dawki rzedu 1 Gy w cyklu przez okres paru
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tygodni). Ogolnie, naturalnie wystepujace radioprotektory chronig tylko przy niskich
dawkach promieniowania, w przeciwienstwie do zwiazkow radioochronnych
uzyskiwanych na drodze syntezy chemicznej, ktore sg skuteczne w szerszym zakresie
dawek promieniowania, ale jednoczesnie sg toksyczne (Weiss i Landauer, 2000).

Gléwnym materialem badawczym stosowanym w realizacji celow pracy byty komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej cztowieka, ktére sg standardowym modelem
do monitorowania poradiacyjnych uszkodzen in vitro. Poradiacyjne zmiany zachodzace
w PBMC s3a adekwatne do odpowiedzi komoérkowej po ekspozycji na niskie dawki
promieniowania in vivo. Promieniowanie jonizujace jest czynnikiem cytotoksycznym,
napromienienie dawka 15 Gy przezywalo tylko okoto 60% PBMC. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze PGs, W szczegolnosci pochodzace z Sanguisorba officinalis i Erigeron
canadensis, istotnie zwigkszaty odsetek zywych komoérek po napromienieniu (Rycina 17).
Przy zastosowanej dawce promieniowania optymalne stezenie PGs, zapewniajace
maksymalng ochron¢ wynosito 25 pg/ml.

Jedna z przyczyn cytotoksycznego dziatania promieniowania gamma na komorki
jest stres oksydacyjny, ktorego przejawem jest zuzycie endogennego enzymatycznego
I nieenzymatycznego systemu antyoksydacyjnego, peroksydacja lipidow btony, a takze
oksydacyjne uszkodzenia DNA. Napromienianiu PBMC towarzyszyta redukcja
aktywnosci SOD 1 GST (Rycina 19), a takze drastyczne obnizenie poziomu GSH (Rycina
20). Spadek aktywnosci dwoch z glownych enzymoéw antyoksydacyjnych moégt byé
spowodowany interakcja biatkek enzymatycznych z powstalymi rodnikami. Badania
przeprowadzone przez Shi i wsp. wykazaly, ze hamowanie aktywnosci SOD poprzez
reakcje czasteczki biatka enzymu z rodnikami hydroksylowymi i hydroksyetylowymi byto
zwigzane z alkilacja reszt aminokwasowych tancucha bocznego biatka lub tez
z przeniesieniem elektronu na atom miedzi grupy prostetycznej SOD, co w obu
przypadkach prowadzito do inaktywacji enzymu (Shi i wsp., 2008). S-transferazy
glutationowe odgrywaja istotng rol¢ w detoksykacji ROS i w redukcji 4-hydroksynonenalu
(4-HNE), produktu peroksydacji lipidow, przez sprzezenie ze zredukowanym glutationem
(Yang i wsp., 2001). Glikokoniugaty polifenolowe obecne podczas napromieniania PBMC
moga chroni¢ aktywnos¢ SOD i1 GST raczej poprzez ochrone biatka enzymoéw przed
modyfikacjag oksydacyjng spowodowang dziataniem rodnikoéw, anizeli przez wptyw
na synteze enzymow, poniewaz inkubacja PBMC z PGs po napromienieniu nie skutkowata
istotnym wplywem na aktywno$¢ badanych enzymow (Tabela 5). Przeprowadzone badania

wskazuja, ze wszystkie badane PGs, w niewielkim stopniu, chronity PBMC takze przed
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spadkiem poziomu zredukowanego glutationu (Rycina 20). Glutation odpowiada
za tagodzenie stresu oksydacyjnego poprzez zmiatanie wolnych rodnikdéw, utrzymywanie
rownowagi pomiedzy tiolami, a dwusiarczkami, za synteze prekursorow DNA, synteze
porfiryn i utrzymywanie odpowiedniego poziomu ATP, co zapobiega uszkodzeniom
komorki. GSH moze dziata¢ bezposrednio, poprzez grupy tiolowe taczac sie¢ z ROS, a sam
ulega wtedy utlenieniu do disulfidu glutationu (GSSH), a takze posrednio uczestniczac w
reakcjach katalizowanych przez enzymy, m. in. peroksydazy glutationowe, transferazy
glutationowe, czy tranferaz¢ y-glutamylowa. Radioochronne dziatanie egzogennych
antyoksydantow (takich jak melatonina i likopen) polegalo m. in. na zapewnianiu
utrzymania odpowiedniego stezenia GSH oraz podwyzszaniu st¢zenia transferazy-y-
glutamylowej w komorkach (Hosseinimehr, 2010). Odpowiednie stezenie GSH pomaga
utrzyma¢ rownowage redoks, chroni komorki przed stresem oksydacyjnym i zapobiega
uszkodzeniom kluczowych makromolekut (Jagetia, 2007) (Maurya i wsp., 2006).

W DNA komorek eksponowanych na promieniowanie gamma dochodzi do
modyfikacji oksydacyjnych zasad azotowych, utraty puryn i pirymidyn skutkujacych
powstawaniem miejsc pozbawionych zasad lub uszkodzeniem dezoksyrybozy, a takze do
peknie¢ jedno- i dwuniciowych. PGs mogg wpltywaé na roézne procesy komorkowe w celu
ochrony DNA PBMC przed uszkodzeniami wywolaniem promieniowaniem. Skutkiem
dziatania promieniowania jest tez peroksydacja lipidow, ktéra prowadzi do powstawania
produktéw koncowych, takich jak, m.in. MDA i 4-hydroksynonenal (4-HNE).
Konsekwencja peroksydacji lipidow z kolei moze by¢ uszkodzenie fosfolipidow btony
PBMC. Natomiast powstajace aldehydy (MDA, 4-HNE) moga tworzy¢ addukty
z komorkowym DNA, ktére sa toksyczne i1 odgrywaja istotng rol¢ w mutagenezie
i kancerogenezie. Biorac pod uwage, ze produkty koncowe peroksydacji lipidow moga
uszkadza¢ DNA (Luczaj i Skrzydlewska, 2003), silne hamowanie tego procesu przez PGs,
w szczegdlnosci z Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis i Rubus plicatus (Rycina
18) moze rowniez posrednio przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia uszkodzen oksydacyjnych
DNA w PBMC (Rycina 24). Catkowity poziom uszkodzen DNA, jak i poziom uszkodzen
oksydacyjnych zasad azotowych, powstajacych pod wpltywem promieniowania, mozna
Sledzi¢ za pomocg testu kometowego W wersji alkalicznej, przeprowadzonego
odpowiednio bez enzymu oraz w obecnosci glikozydazy 8-oksoguaniny (OGG1). PBMC
inkubowano z PGs zar6wno przed, jak i w innym dos$wiadczeniu, po ekspozycji komorek
na promieniowanie. Inkubacja PBMC z PGs przed napromienieniem powodowata istotna,

zalezng od st¢zenia, redukcje uszkodzen DNA (Rycina 23), przy czym PGs izolowane
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z kwiatostanow Erigeron canadensis i Sanguisorba officinalis zapewniaty lepszg ochrone
DNA w poroéwnaniu z preparatami pochodzacymi z lici Rubus plicatus i Fragaria vesca.
W wielu gatunkach roslin zawartos$¢ polifenoli w kwiatach jest wigksza w poréwnaniu do
ich wystepowania w pozostatych czesciach (fodygach, lisciach czy korzeniach (Karkanis
I wsp., 2014). W przypadku badanych PGs, ich aktywnos¢ radioochronna moze by¢
uzalezniona od calkowitej zawarto$ci fenoli. Najnizsza calkowita zawarto$¢ fenoli
oznaczono w PG wyizolowanym z Fragaria vesca (Pawlaczyk i wsp., 2009) (Tabela 1).
Catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna PG z Fragaria vesca, mierzona metodg redukcji
kationorodnika ABTS, réwniez byla najnizsza sposrod preparatow roslinnych uzytych
w badaniach. Chociaz TAC 1 ilo$¢ fenoli w preparacie z Rubus plicatus byty
porownywalne z glikokoniugatami pochodzacymi z Erigeron canadensis oraz Sanguisorba
officinalis, PG z R. plicatus chronit DNA PBMC przed uszkodzeniami tylko przy
mniejszej dawce promieniowania 10 Gy (Rycina 23C). Jednym z mozliwych wyjasnien
obserwowanego braku ochrony przed dawka 15 Gy w tym przypadku jest to, ze by¢ moze
napromienianie PG z Rubus plicatus (razem z komoérkami) po przekroczeniu dawki 10Gy
moze skutkowa¢ powstawaniem produktéow degradacji/metabolitow, ktéore moga
by¢ genotoksyczne. Ogdlnie wiadomo, ze zdolnos$¢ radioprotekcyjna danego polifenolu
jest uzalezniona od jego struktury chemicznej, ktéra jest rowniez odpowiedzialna za
stabilno$¢ reaktywnych rodnikow. Mniej stabilne rodniki powstajace podczas reakcji cyklu
redoks, moga propagowac szkodliwe reakcje rodnikowe (Kapiszewska 1 wsp., 2005). Na
skutecznosc ochrony DNA PBMC przez badane PGs duzy wplyw ma struktura czesci
polifenolowej ich czgsteczek. PG z Erigeron canadensis zawiera szczeg6Olnie wysoka
zawarto$¢ jednostek kwasu ferulowego (38,93%), podczas gdy PG z Sanguisorba
officinalis ma w swojej strukturze najwigksza zawarto$¢ jednostek typu syringolu
(52,25%), w ktorych zawartos¢ kwasu syringowego, wykazujacego wysoka reaktywnosc¢
w kierunku wychwytywania wolnych rodnikow, wynosi az 24,10% (Tabela 2). PGs
izolowane z Rubus plicatus i Fragaria vesca wykazywaty mniejszg skutecznos¢ ochrony
przed indukowanym promieniowaniem stresem oksydacyjnym, prawdopodobnie
ze wzgledu na strukture zbudowang gléwnie z mniej reaktywnych (z mniejsza
skutecznoscig zmiatajacych wolne rodniki) jednostek typu fenolu (29,82% dla Rubus
plicatus i 44,40% dla Fragaria vesca).

Podsumowujac, podawane przed napromienieniem PGs, wyizolowane z kwiatostanow
Sanguisorba officinalis i Erigeron canadensis, moga pelni¢ wazna role w ochronie

prawidtowych komorek przed skutkami promieniowania ze wzgledu na ich zdolno$¢ do
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zmniejszania stresu oksydacyjnego oraz aktywno$¢ przeciwgenotoksyczng, co
potwierdzatoby zatozong hipoteze, ze gtdéwny mechanizm radioochronny badanych PGs
wynika z ich aktywnos$ci przeciwutleniajacej. Radioochronne dziatanie flawonoidow
polega, na tym, ze flawonoid moze by¢ dawca elektronu i /lub protonu wodoru, ktory
przekazuje w miejsce uszkodzenia DNA (np. na rodnik zasady azotowej, czy
deoksyrybozy) (Anderson i wsp., 2000), migdzy innymi, taka bezposrednig interakcje
katechin wykazano z rodnikami plazmidu DNA in vitro (Anderson i wsp., 2001).
Poniewaz zwigzki roslinne majg zdolnos$¢ neutralizowania rodnikéw, ich antyoksydacyjne
dziatanie moze prowadzi¢ do szybkiej chemicznej naprawy DNA, cO zmniejsza poziom
uszkodzen zasad i1 pgknie¢ nici DNA. Wczedniejsze badania potwierdzily podobng szybka
naprawe oksydacyjnych uszkodzen DNA przez glikozydy fenylopropanoidowe i ich
pochodne w do$wiadczalnych uktadach bezkomorkowych (Shi i wsp., 2008).

Zwiazki roslinne o wlasciwosciach radioochronnych prawie zawsze wykazuja
wlasciwos$ci przeciwutleniajace (Arora i wsp., 2005) (Paul 1 wsp., 2011). Inne natomiast
mechanizmy moga by¢ odpowiedzialne za po-radiacyjne dziatanie ochronne PGs.
Wszystkie badane PGs skutecznie zmniejszaty poziom uszkodzen DNA gdy dodawano je
do PBMC po napromienieniu (Rycina 25), chociaz najskuteczniejsze dziatanie,
poréwnywalne z kwercetyng, odnotowano dla PG z Sanguisorba officinalis. Najmniejszy
poziom uszkodzen oksydacyjnych zasad azotowych zaobserwowano po inkubacji,
uprzednio napromienionych PBMC, z glikokoniugatami z Rubus plicatus i Fragaria vesca
(Rycina 26). Zmniejszanie skutkow promieniowania (dziatanie glikokoniugatow jako
»mitygatory”’) mozna przynajmniej czgsciowo wyjasni¢ ich modulujagcym dzialaniem na
szlaki naprawy DNA. Oksydacyjne modyfikacje/uszkodzenia zasad DNA, indukowane
promieniowaniem, sg usuwane gtownie poprzez naprawe¢ BER czyli wycinanie zasad.
Flawonoidy takie jak miryscytyna, bajkalina stymulowaty naprawe uszkodzen
oksydacyjnych DNA w hepatocytach i fibroblastach (Morel i wsp., 2001) (Chen i wsp.,
2003). Naringenina, flawonoid wystepujacy w cytrusach, takze stymulowal naprawe
uszkodzen oksydacyjnych DNA w komorkach raka prostaty (LNCaP) (Gao i wsp., 2006).
Ponadto, zwigkszenie intensywno$ci naprawy DNA bylo zwigzane ze zwigkszong
ekspresja mRNA trzech enzymoéw naprawy BER, hOGGI1, endonukleazy apurynowej/
apirymidynowej (APE) i B- olimerazy DNA. Natomiast galusan epikatechiny i apigenina
nie wykazywaty aktywnos$ci stymulujacej naprawe DNA (Gao i wsp., 2006). Oznacza to,
ze substancje obecne w preparatach roslinnych moga wykazywaé dzialanie radiochronne

na DNA PBMC przez wzmocnienie mechanizmow naprawy DNA, gtownie przez indukcje
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enzymow bioragcych udziat w BER lub innych mechanizmach naprawy DNA. Odpowiedz
na pytanie jakie doktadnie mechanizmy sg odpowiedzialne za poradiacyjne dziatanie
ochronne PGs wymaga jeszcze dalszych badan.

Podwyzszony wewngtrzkomorkowy poziom ROS oraz nie naprawione uszkodzenia
DNA, szczeg6lnie pekniecia dwuniciowe, sa rozpoznawane przez specyficzne biatka
szlaku DDR, w ktorym rézne mechanizmy ostatecznie kieruja komorke na jeden ze
szlakow $mierci. Chociaz w zaleznos$ci od warunkow napromieniania, rodzaju komorki
i innych czynnikow mogg zachodzi¢ rdzne typy $mierci komérkowej, przyjmuje sig,
ze promieniowanie jonizujace najczesciej indukuje $mier¢ mitotyczng (katastrofa
mitotyczna) w komorkach nowotworowych guzéw litych, natomiast limfocyty (stanowiace
gléwng frakcje komorek jednojadrzastych krwi obwodowej), jak 1 komérki nowotworow
hematologicznych umierajg przede wszystkim $miercig apoptotyczng (Boulton i wsp.,
2013) (Eriksson i Stigband, 2010). Wzrost poziomu ROS i stres oksydacyjny, czy
uszkodzenia DNA inicjuja apoptoze na szlaku wewnatrzpochodnym, zaleznym od
mitochondriow. Przedstawione wyniki badan dowodza, ze PBMC w wyniku
napromieniania ulegaty apoptozie (Rycina 22). PGs skutecznie zmniejszaly stres
oksydacyjny w napromienionych PBMC (Ryciny 18-21), co ostatecznie zwigkszato
przezywalno$¢ komorek. Dodanie do komorek przed napromienianiem wybranych
preparatow ro$linnych, w szczeg6lnosci PGs z Sanguisorba officinalis, a takze Erigeron
canadensis (Rycina 22) spowodowato, ze mniejszy odsetek PBMC ulegat apoptozie.

Radioprotektor w przypadku wykorzystania terapeutycznego (radioterapia) przede
wszystkim musi dziata¢ selektywnie czyli nie wptywa¢ na promienioczutos¢ komorek
nowotworowych przy jednoczesnej ochronie komoérek prawidtowych. W celu sprawdzenia
czy wybrane PGs wykazuja selektywnos$¢ dziatania, w ostatnim etapie pracy dokonano
oceny radioochronnego dziatania PGS w wybranej linii komoérek biataczki szpikowej -
K562. Uzyskane wyniki wskazuja, ze PGs zwickszaja przezywalno§¢ PBMC narazonych
na promieniowanie jonizujgce, natomiast inkubacja PGs z komodrkami K562 nie wptywa
na przezywalno$¢ tych komorek po napromienianiu (Rycina 27). Dodanie PGs do komorek
nowotworowych réwniez nie mialo wptywu na poziom GSH (Rycina 28), ani na poziom
ROS (Rycina 29) po napromienianiu, ani na apoptoz¢ tych komoérek. W komorkach
biataczkowych K562 poziom GSH, oznaczony metoda spektrofluorymetryczng z OPA, byt
dwukrotnie wyzszy (53,97+2,4 uM), w porownaniu z PBMC (27,40+1,62 uM) (te wyniki
nie byly prezentowane w czg$ci opisujacej wyniki, poniewaz zmiany poziomu GSH

przedstawiono jako % kontroli, gdzie za 100% przyjmowano st¢zenie GSH w komodrkach
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nie napromienionych). Trudno jest wyjasni¢ na tym etapie badan brak wptywu PGs
na napromienione komoérki K562, Wydaje si¢, ze wysoki poziom endogennego
antyoksydanta (GSH) moze by¢ odpowiedzialny za brak odpowiedzi tych komorek
na inkubacj¢ z egzogennym antyoksydantem (PG). Wyzszy poziom GSH jest czgsto
spotykany w komodrkach nowotworowych réznych typow, co wigze si¢ zwykle
ze zjawiskiem oporno$ci tych komoérek na chemio- 1 radioterapi¢, poniewaz sg one m. in.
bardziej oporne na apoptoze. Wysoki poziom GSH w komorkach K562 jest takze
spowodowany odpowiedzig tych komoérek na wzmozony stres oksydacyjny. Badania
przeprowadzone przez Btlasiak i wsp. wykazaty, ze komorki nowotworowe zawierajace
zmutowany gen fuzyjny BCR-ABL charakteryzuja si¢ zmienionym metabolizmem
oksydacyjnym, wystepuje W nich pernamentny stres oksydacyjny, w ktorym szlak DDR
jest stale pobudzony (Btasiak i wsp., 2017). Komodrki K562 sa erytroleukemiczng linig
komorek multipotencjalnych, o zdolnosci do réznicowania si¢ w kierunku erytrocytow,
megakariocytdw oraz w mniejszym stopniu w kierunku monocytow. Komorki te posadaja
chromosom Filadelfia, w wyniku transolacji pomiedzy chromosomem 9 i 22:
t(9;22)(q34,q11). Efektem translokacji jest przeniesienie protoonkogenu c-abl, ktory
koduje kinazg¢ tyrozynowa z chromosomu 9 na chromosom 22, w pozycje za drugim
eksonem genu bcr, powstajacy gen fuzyjny, bcr-abl, koduje biatko chimeryczne, p210
BCR-ABL. Biatko p210 BCR-ABL wykazuje podwyzszony poziom aktywnos$ci ABL.
Kinaza p210 BCR-ABL aktywuje przejscie z fazy Gl do fazy S cyklu komorkowego
(Czyz 1 Szutawska, 2005). Badania Martin 1 wsp., wykazaty, ze linia komoérkowa K562 jest
W pewnym stopniu oporna na apoptoze, niezaleznie od stosowanego induktora (Martin
I wsp., 1990). Wyniki w przedstawionej pracy dowodza, ze komorki K562
w zastosowanym uktadzie badawczym in vitro, w wyniku napromieniania dawka 15 Gy
ulegaty apoptozie, nawet w nieco wigkszym stopniu niz PBMC, natomiast zaden z
badanych PGs nie chronit komorek nowotworowych przed apoptozg (Rycina 30).
Poréwnujac wptyw napromieniania na wewnatrzkomorkowy poziom ROS, oznaczany przy
uzyciu sondy fluorescencyjnej H2DCF-DA, w komorkach prawidtowych (PBMC) i K562,
wyraznie wida¢, ze wzrost poziomu ROS w napromienionych komodrkach nowotworowych
byt prawie 3-krotnie mniejszy, prawdopodobnie ze wzglegdu na wysoki poziom
edogennego GSH (Rycina 21 i 29). Mimo ze zarowno PBMC, jak i K562 byly podatne na
apoptoze indukowana dawka promieniowania 15 Gy mechanizm aktywacji szlakow
apoptotycznych w obu typach komorek nie byt jednakowy. W regulacji apotozy kluczowa
rol¢ pelni czynnik transkrypcyjny, biatko p53, ktore na skutek stresu oksydacyjnego, czy
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uszkodzenia DNA ulega fosforylacji i tak aktywowane biatko p53indukuje, m.in. ekspresje
genu bax, ktorego produkt (biatko Bax) stymuluje apoptoze. W wielu nowotworach, w tym
takze w komorkach K562 w wyniku mutacji genu biatko p53 jest nieaktywne. Wobec tego
obserwowana apoptoza komorek K562 nie moze zachodzi¢ na  szlaku
wewnatrzpochodnym, zaleznym od p 53, ale inne szlaki indukcji apoptozy muszg by¢
zaangazowane w ten proces. Wyniki badan przeprowadzonych przez Hosseinimehr takze
wykazaty, selektywne wtasciwosci radioochronne flawonoidow (Hosseinimehr, 2010).
W badaniach in vitro i in vivo oceniano zdolnos$¢ flawonoidéw do degradacji komorek
nowotworowych przy jednoczesnym dziataniu ochronnym na komorki nienowotworowe,
podczas ekspozycji na promieniowanie jonizujace. Wykazano, ze genisteina i kwercetyna
chronig komorki prawidlowe przed uszkodzeniami DNA, natomiast w komodrkach
nowotworowych wykazujg dzialanie genotoksyczne, poprzez =zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie G2/M, przyspieszaja $Smierc apoptotyczng (Hosseinimehr i wsp.,
2010). W modelu zwierzecym genisteina wykazuje dziatanie immunomodulujace
i radioochronne zwigkszajac przezywalnos¢ napromienionych myszy poprzez pobudzanie
neutrofili, regeneracje ptytek krwi 1 ochrong komoérek macierzystych uktadu
krwiotworczego. Wykazano takze, ze resweratrol hamuje apoptoze¢ wywolang
promieniowaniem, aktywujac sirtuiny I, majace znaczenie w ochronie neuronéw (Li 1
wsp., 2014). Ponadto istnieja wyniki badan §wiadczace o tym, Ze resweratrol posiada
wilasciwosci radiouczulajace komoérki nowotworowe (Reagan-Shaw i wsp., 2008).
Uzyskane wyniki dotyczace radioochronnych wlasciwosci PGs sg obiecujace,
wymagaja jednak dalszych badan, szczegélnie na innych liniach komorek
nowotworowych, w celu wyjasnienia ré6znych mechanizméw dzialania PGs w komorkach

prawidtowych i nowotworowych.
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8. Podsumowanie

Glikokoniugaty polifenolowe z wybranych roslin leczniczych: Sanguisorba officinalis,
Erigeron canadensis, Rubus plicatus, Fragaria vesca
e nie wykazuja cytotoksycznosci wobec fibroblastow mysich i PBMC
e zwigkszaja przezywalnos¢ PBMC po napromienieniu poprzez:
o zmiatanie wewnatrzkomorkowych ROS
o zmniejszanie poziomu uszkodzen DNA 1 uszkodzen oksydacyjnych zasad
o hamowanie peroksydacji lipidow
o ochrong biatek enzymatycznych (SOD 1 GST ) i GSH
o hamowanie apoptozy
e zmniejszaja poziom uszkodzen DNA, w tym uszkodzen oksydacyjnych zasad,
w napromienionych uprzednio PBMC (dodawane po napromienieniu)
e nie maj3g wplywu na poziom GSH oraz przezywalno$¢ i apoptoze komorek

biataczkowych K562

9. Whnioski

e Najwicksza skuteczno$¢ dziatania radioochronnego, porownywalng z kwercetyna,

wykazuje PG z Sanguisorba officinalis

e Glowny mechanizm radioochronnego dziatania glikokoniugatow wynika
z ich aktywnosci antyoksydacyjnej (zmiatanie ROS generowanych podczas
radiolizy wody 1 reakcja z wtornymi rodnikami), ale inne mechanizmy sg takze
odpowiedzialne za po-radiacyjne, zmniejszajace skutki napromienienia, dzialanie

PGs, m. in. szlaki §mierci komérkowej

e (Glikokoniugaty polifenolowe speiniajg kryterium radioprotektora o potencjalnym
zastosowaniu w radioterapii — dzialajg selektywnie - wykazujq wlasciwosci
radioochronne in vitro wobec komoérek prawidlowych, natomiast nie chronia

komorek nowotworowych K562
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10. Streszczenie

Jonizacja towarzyszgca promieniowaniu jest niebezpieczna dla zdrowia czlowieka,
indukuje stres oksydacyjny, ktory moze uszkadza¢ biatka, lipidy btonowe, DNA oraz
RNA. Jednak promieniowanie jonizujace stosowane w sposob kontrolowany znalazio
zastosowanie w medycynie, zarowno w celach diagnostycznych (badania rentgenowskie),
jak 1 leczniczych (radioterapia). Stosowanie zwigzkéw radioochronnych, ktére ochronig
komorki prawidlowe przed szkodliwym dzialaniem promieniowania jest niezwykle wazne
w profilaktyce schorzen wynikajacych z zawodowego (personel radiologii onkologicznej
i diagnostycznej) lub przypadkowego narazenia cztowicka na promieniowanie. Idealny
radioprotektor powinien speinia¢ kilka kryteriow, m.in.: zapewnia¢ znaczaca ochrone
przed szkodliwym dziataniem promieniowania, odznacza¢ si¢ minimalng toksyczno$cig i
duza stabilno$cia, wykazywacé brak interferencji z szerokg gama innych lekow, dziataé
wybioérczo (w radioterapii) — ochrona komorek prawidlowych, przy braku wpltywu na
promienioczuto$¢ komorek nowotworowych. Jak dotad nie znaleziono idealnego
radioprotektora, a obecnie dostgpny syntetyczny radioprotektor stosowany podczas
radioterapii, wykazuje powazne skutki uboczne. Sposréd wielu badanych zwigzkow
chemicznych dobrymi kandydatami na radioprotektory sg fitoterapeutyki (ekstrakty oraz
substancje uzyskiwane z roslin). Substancje wchodzace w sklad roslin wykazuja
wlasciwosci  antyoksydacyjne o udowodnionym dziataniu radioochronnym lub
radiouczulajacym.

Celem pracy byla ocena czy preparaty roslinne o strukturze glikokoniugatow
polifenolowych 1 ich aglikony, wyizolowane z wybranych ro$lin leczniczych z rodziny
Rosaceae oraz Asteraceae, takich jak Sanguisorba officinalis L., Fragaria vesca L., Rubus
plicatus Whe. et N. E., i Erigeron canadensis L., wykazujg wtasciwos$ci radioochronne
in vitro, a takze wyjasnienie mechanizmow ich dziatania. Na podstawie uzyskanych
wynikow  wstepnych,  obejmujacych  poréwnanie  dzialania  glikokoniugatow
polifenolowych z ich aglikonami, do dalszych badan wybrano glikokoniugaty
polifenolowe, ze wzgledu na ich rozpuszczalno§¢ w wodzie w przeciwienstwie do
aglikonow oraz poréwnywalng skuteczno$¢ dziatania radioochronnego. Cel pracy
realizowano poprzez (1) ocene cytotoksycznosci badanych glikokoniugatéw z wybranych
roslin wobec fibroblastéw mysich oraz komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej
cztowieka, (2) okreslenie udziatu badanych glikokoniugatow w ochronie komorek

jednojadrzastych krwi obwodowej cztowieka 1 elementéw osocza ludzkiego przed
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indukowanymi promieniowaniem gamma: stresem oksydacyjnym, genotoksyczno$cig i
apoptoza. Dokonano réwniez (3) oceny wptywu glikokoniugatow na ochron¢ komoérek
nowotworowych K562 przed indukowanym promieniowaniem jonizujgcym gamma
stresem oksydacyjnym i apoptoza.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze wybrane glikokoniugaty polifenolowe
nie wykazuja toksyczno$ci wobec fibroblastow mysich ani komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej cztowieka, zwickszajg przezywalno$s¢ komodrek jednojadrzastych krwi
obwodowej cztowieka po napromienieniu, poprzez zmiatanie wewngtrzkomorkowych
reaktywnych form tlenu, zmniejszanie poziomu uszkodzen DNA oraz uszkodzen
oksydacyjnych zasad, hamowanie peroksydacji lipidow, ochrong biatek enzymatycznych
(dysmutaza ponadtlenkowa 1 transferaza glutationowa) i zredukowanego glutationu oraz
hamowanie apoptozy. Glikokoniugaty zmniejszaja takze poziom uszkodzen DNA, w tym
uszkodzen  oksydacyjnych zasad, w napromienionych uprzednio komoérkach
jednojadrzastych (dodawane po napromienieniu). Glikokoniugaty polifenolowe
z wybranych roélin leczniczych nie majg wpltywu na poziom zredukowanego glutationu
1 wewnatrzkomérkowych reaktywnych form tlenu, ani tez na przezywalno$¢ 1 apoptoze
komorek biataczkowych K562.

Glikokoniugaty polifenolowe z wybranych roslin leczniczych spetniaja kryterium
radioprotektora o potencjalnym zastosowaniu w radioterapii, poniewaz dziataja
selektywnie, wykazujac wlasciwosci radioochronne in vitro wobec komorek
prawidlowych, natomiast nie chronig komorek nowotworowych (K562). Najwieksza
skuteczno$¢ dzialania radioochronnego, porownywalng z kwercetyng, stosowang jako
zwigzek referencyjny, wykazuje glikokoniugat polifenolowy wyizolowany z Sanguisorba

officinalis.
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11. Summary

lonizing radiation is hazardous to human health, it induces oxidative stress, which can
damage proteins, membrane lipids, DNA and RNA. However, ionizing radiation applied
inacontrolled manner has been used in medicine, both for diagnostic (X-ray)
and therapeutic (radiotherapy) purposes. Application of radioprotectors - compounds that
protect normal cells against the adverse effects of radiation is extremely important both in
the occupational (oncology and diagnostic radiology personnel) and accidental human
exposure to radiation. The ideal radioprotective agent should fulfill several criteria, among
others, it should provide a sufficient protection against harmful effects of radiation, should
have minimal toxicity and high stability, show no interference with a wide range of other
drugs, and to be used in radiotherapy it must also selectively protect normal tissues against
radiation without affecting its therapeutic efficacy. The ideal radioprotector has not been
found so far. Currently, the only clinically used synthetic radioprotector has serious side
effects. Among the many tested chemical compounds, phytotherapeutics (extracts and
substances obtained from plants) are good candidates for radioprotectors. Many plant
compounds have antioxidant properties with proven radioprotective or radiosensitizing
effects.

The aim of this study was to examine whether the polyphenolic glycoconjugates and
their aglycones, isolated from the selected medicinal plants of the Rosaceae and
Asteraceae families, such as Sanguisorba officinalis L., Fragaria vesca L., Rubus plicatus
Whe. et N. E., and Erigeron canadensis L., can protect human peripheral blood
mononuclear cells against damaging effects of ionizing radiation, and to explain the
mechanisms of their action. Based on the preliminary results, including the activity
comparison of the polyphenolic glycoconjugates with their aglycones, the polyphenolic
glycoconjugates were selected for further study, due to their solubility in water, as opposed
to aglycones, and comparable radioprotective effectiveness. The research goals were
achieved by (1) the assessment of the cytotoxicity of the glycoconjugates towards L929
mouse fibroblasts and peripheral blood mononuclear cells, (2) evaluation of the efficacy of
plant preparations in the protection of human peripheral blood mononuclear cells and
elements of human plasma against oxidative stress, genotoxicity and apoptosis that had
been induced by gamma radiation. The radioprotective effects of the polyphenolic
glycoconjugates in the myeloid leukemia cell line - K562 was also examined.

The results have shown that the selected plant glycoconjugates were not toxic to the
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mouse fibroblasts or human peripheral blood mononuclear cells. Glycoconjugates
increased the post-radiation survival of the peripheral blood mononuclear cells by
scavenging intracellular reactive oxygen species, by reducing the DNA damage and the
base oxidative damage, by inhibiting lipid peroxidation, and by protecting the enzyme
proteins (superoxide dismutase and glutathione transferases) and reduced glutathione, and
by inhibiting apoptosis. Additionally, glycoconjugates have reduced the DNA damage,
including oxidative damage to the bases, followed by irradiation of the mononuclear cells
(while added after irradiation). However, the glycoconjugates did not show any protective
effects on the intracellular glutathione and ROS levels, survival and apoptosis of the K562
myeloid leukemia cells.

It can be concluded, that the polyphenolic glycoconjugates from the selected medicinal
plants fulfill the radioprotector criteria that could potentially be used in radiotherapy,
because they can protect normal cells, while they do not provide any protection to cancer
cells. Among the selected plant preparations, the polyphenolic glycoconjugate from
Sanguisorba officinalis was shown to have the most effective radioprotective activity, that

was comparable to quercetin.

111



12. Bibliografia

1. Akpolat, M., Kanter, M., Uzal, M. C. (2009). Protective effects of curcumin
against gamma radiation-induced ileal mucosal damage. Arch Toxicol. , 83(6): 609-
17.

2. Alok, A., Chaudhury, N. K. (2016). Tetracycline hydrochloride: A potential clinical
drug for radioprotection. Chem Biol Interact., 245: 90-99.

3. Anderson, R., Amarasinghe, C., Fisher, L., Mak, W., Packer, J. (2000). Reduction
in free-radical-induced DNA strand breaks and base damage through fast chemical
repair by flavonoids. Free Radic Res., 33: 91-103.

4. Anderson, R., Fisher, L., Hara, Y., Harris, T., Mak, W., Melton, L., Packer, J. E.
(2001). Green tea catechins partially protect DNA from ()OH radical-induced
strand breaks and base damage through fast chemical repair of DNA radicals.
Carcinogenesis, 22:1189-93.

5. Antoszewska-Smith, J., Pawlowska, E., Blasiak, J. (2017). Reactive oxygen species
in BCR-ABL1-expressing cells - relevance to chronic myeloid leukemia. Acta
Biochim Pol. 64(1):1-10.

6. Apak, R., Guclu, K., Ozyurek, M., Karademir, S. E. (2004). Novel total antioxidant
capacity index for dietary polyphenols and vitamins C and E, using their cupric ion
reducing capability in the presence of neocuproine: CUPRAC method. J. Agric.
Food Chem., 52: 7970-7981.

7. Arora, R., Gupta, D., Chawla, R., Sagar, R., Sharma, A., Kumar, R., Prasad, J.,
Singh, S., Samanta, N., Sharma, R. K. (2005). Radioprotection by plant products:
present status and future prospects. Phytother. Res., 19: 1-22.

8. Arumugam, P., Ramamurthy, P., Santhiya, S., Ramesh, A. (2006). Antioxidant
activity measured in different solvent fractions obtained from Mentha spicata Linn.:
An analysis by ABTS™ decolorization assay. Asia Pac. J. Clin. Nutr., 15: 119-124.

9. Balcerczyk, A., Soszynski, M., Rybaczek, D., Przygodzki, T., Karowicz-Bilinska,
A., Maszewski, J., Bartosz, G. (2005). Induction of apoptosis and modulation of

112



10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

production of reactive oxygen species in human endothelial cells by
diphenyleneiodonium. Biochem Pharmacol., 69: 1263-1273.

Bartosz, G. (2009). Druga twarz tlenu. Wyd. Naukowe PWN, Warszawa

Benkovic, V., Knezevic, A., Dikic, D., Lisicic, D., Orsolic, N., Basic, I., Kopjar, R.
(2009). Radioprotective effects of quercetin and ethanolic extract of propolis in
gamma-irradiated. Arh. Hig. Rada Toksikol, 60:129-138.

Bierrmann, Ch. J., McGinnis, G. D. (1988). Analysis of Carbohydrates by GLC
and MS. CRC Press

Bindoli, A., Fukuto, J., Forman, H. (2008). Thiol Chemistry in Peroxidase Catalysis
and Redox Signaling. Antioxid. Redox Signal., 10: 1549-1564.

Btasiak, J., Gloc, E., Mtynarski, W., Drzewoski, J., Skorski, T. (2002). Amifostine
differentially modulates DNA damage evoked by idarubicin in normal and
leukemic cells. Leuk Res. 26(12): 1093-1096.

Boiteux, S., Radicella, J. (1999). Base excision repair of 8-hydroxyguanine protects
DNA from endogenous oxidative stress. Biochimie, 81: 59-67.

Bonechi, C., Donati, A., Tamasi, G., Leone, G., Consumi, M., Rossi, C., Lamponi,
S., Magnani, A. (2018). Protective effect of quercetin and rutin encapsulated
liposomes on induced oxidative stress. Biophys Chem. 233:55-63.

Boulton, M. E., Mitter, S. K., Rao, H. V., Dunn, J. W. (2013). Cell Death,
Apoptosis, and Autophagy in Retinal Injury. Basic Mechanisms of Injury in the
Retina: Chapter 24, Section 2. Ryan, A. Schachat, C. Wilkinson, D. Hinton, S. V.
Sadda, P. Wiedemann,

Boyum, A. (1968). Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human
blood. Isolation of monuclear cells by one centrifugation, and of granulocytes by
combining centrifugation and sedimentation at 1 g. Scand J Clin Lab Invest Suppl.,
97:77-89.

Bruskov, V., Karp, O., Garmash, S., Shtarkman, I., Chernikov, A., Gudkov, S.
(2012). Prolongation of oxidative stress by long-lived reactive protein species
induced by X-ray radiation and their genotoxic action. Free Radic Res. ,
46(10):1280-90.

Castedo, M., Perfettini, J. L., Roumier, T., Andreau, K., Medema, R., Kroemer, G.
(2004). Cell death by mitotic catastrophe: a molecular definition. Oncogene.,
23(16):2825-37.

113



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Chen, X., Nishida, H., Konishi, T. (2003). Baicalin promoted the repair of DNA
single strand breakage caused by H,0, in cultured NIH3T3 fibroblasts.
Biol.Pharm.Bull., 26: 282—-284.

Ciccia, A., Elledge, S. J. (2010). The DNA Damage Response: Making it safe to
play with knives. Mol Cell., 40(2): 179-204.

Cinkilic, N., Cetintas, S. K., Zorlu, T., Vatan, O., Yilmaz, D., Cavas, T., Tunc, S.,
Ozkan, L., Bilaloglu, R. (2013). Radioprotection by two phenolic compounds:
chlorogenic and quinic acid, on X-ray induced DNA damage in human blood
lymphocytes in vitro. Food Chem Toxicol., 53:359-63.

Citrin, D. E., Mitchell, J. B. (2017). Mechanisms of Normal Tissue Injury From
Irradiation. Semin Radiat Oncol. , 27(4): 316-324.

Cohen, E. P., Hussain, S., Moulder, J. E. (2003). Successful treatment of radiation
nephropathy with angiotensin Il blockade. Int J Radiat Oncol Biol Phys., 55(1):
190-3.

Cooke, M. S., Evans, M. D., Dizdaroglu, M., Lunec, J. (2003). Oxidative DNA
damage: mechanisms, mutation, and disease. FASEB J., 17(10):1195-214.

Coteé, F., Hahn, M. (1994). Oligosaccharins: structures and signal transduction.
Plant Mol Biol. , 26:1379-411.

Cuervo, A. M. (2004). Autophagy: in sickness and in health. Trends Cell Biol. ,
14(2):70-7.

Czubaszek, M., Szostek, M., Wojcik, E., Andraszek, K. (2014). Test kometowy
jako metoda identyfikacji niestabilnosci chromosoméw. Postepy Hig Med Dosw,
68: 695-700.

Czubatka, A., Sarnik, J., Lucent, D., Blasiak, J., Witczak , Z. J., Poplawski, T.
(2015). A novel carbohydrate derived compound FCP5 causes DNA strand breaks
and oxidative modifications of DNA bases in cancer cells. Chem. Biol. Interact. ,
227: 77-88.

Das, D. R,, Sinha, M., Khan, A., Das, K., Manna, K., Dey, S. (2013). Radiation
protection by major tea polyphenol, epicatechin. Int. J. Hum. Genet., 13: 59-64.
Davies, M. (2005). The oxidative environment and protein damage. Biochim
Biophys Acta., 1703(2): 93-109.

Davies, M., Fu, S., Wang, H., Dean, R. (1999). Stable markers of oxidant damage
to proteins and their application in the study of human disease. Free Radic. Biol.
Med., 27: 1151-1163.

114



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Davila, J., Levin, S., Radi, Z. (2018). Cell Injury and Necrosis. In M. Caplan,
Reference Module in Biomedical Sciences; Comprehensive Toxicology (Third
Edition) (pp. 8: 404-449). Elsevier Inc.

de Groot, H., Rauen, U. Tissue injury by reactive oxygen species and the protective
effects of flavonoids. (1998). Fundam. Clin. Pharmacol. 12 (3) 249-255.

Devi, U. P., Paban A.K.: Normal tissue protectors against radiation injury. (2011).
Defence Sci. J. 61:105-112

Devipriya, N., Sudheer, A., Srinivasan, M., Menon, V. (2008). Quercetin
ameliorates gamma radiation-induced DNA damage and biochemical changes in
human peripheral blood lymphocytes. Mutat. Res., 654: 1-7.

Ding, J., Wang, H., Wu, Z. B., Zhao, J., Zhang, S., Li, W. (2015). Protection of
murine spermatogenesis against ionizing radiation-induced testicular injury by a
green tea polyphenol. Biol Reprod., 92(1): 6.

Dische, Z. (1947). A new specific color reaction of hexuronic acids. J. Biol. Chem.,
167: 189.

Dittmann, K., Toulany, M., Classen, J., Heinrich, V., Milas, L., Rodemann, H. P.
(2005). Selective radioprotection of normal tissues by Bowman-Birk proteinase
inhibitor (BBI) in mice. Strahlenther. Onkol., 181: 191-196.

Dizdaroglu, M., Jaruga, P., Birincioglu, M., Rodriguez, H. (2002). Free radical-
induced damage to DNA: mechanisms and measurement. Free Radic Biol Med. ,
32(11):1102-15.

Du, J., Gebicki, M. (2004). Proteins are major initial cell targets of hydroxyl free
radicals. Int. J. Biochem. Cell Biol., 36: 2334-2343.

Dubois, M., Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. A., Smith, F. (1956).
Colorimetric Method for Determination of Sugars. Anal. Chem., 28: 350-356.

Erel, O. (2004). A novel automated direct measurement method for total
antioxidant capacity using a new generation, more stable ABTS radical cation.
Clin. Biochem., 37: 277-285.

Eriksson, D., Stigbrand, T. (2010). Radiation-induced cell death mechanisms.
Tumour Biol. , 31(4): 363-72.

Fang, Y., Bradley, M. J., Cook, K. M., Herrick, E. J., Nicholl, M. B. (2013). A
potential role for resveratrol as a radiation sensitizer for melanoma treatment. J
Surg Res., 183(2):645-53

115



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Fischer, N., Seo, E. J., Efferth, T. (2017). Prevention from radiation damage by
natural products. Phytomedicine, DOI: 10.1016/j.phymed.2017.11.005

Gancarz, R., Pawlaczk, I., Kleszczynska, H., Patent Polska, nr 216635. Roslinny
srodek  przeciwutleniajagcy 1 sposdb  wytwarzania  roslinnego  $rodka
przeciwutleniajacego. Opubl. 30.04.2014.

Gao, K., Henning, S., Niu, Y., Youssefian, A., Seeram, N., Xu, A., Heber, D.
(2006). The citrus flavonoid naringenin stimulates DNA repair in prostate cancer
cells. J. Nutr. Biochem., 17: 89-95.

Gay, C. A,, Gebicki, J.M. (2003). Measurement of protein and lipid hydroperoxides
in biological systems by the ferric—xylenol orange method. Anal. Biochem., 315:
29-35.

Gebicki, J., Du, J. C. (2000). Peroxidation of proteins and lipids in suspensions of
liposomes, in blood serum, and in mouse myeloma cells. Acta Biochim. Pol. , 47:
901-911.

George, V. C., Dellaire, G., Rupasinghe, H. P. V. (2017). Plant flavonoids in cancer
chemoprevention: role in genome stability. J Nutr Biochem, 45:1-14.

Giardi, M.T., Touloupakis, E., Bertolotto, D., Mascetti, G. (2013). Preventive or
potential therapeutic value of nutraceuticals against ionizing radiation-induced
oxidative stress in exposed subjects and frequent fliers. Int. J. Mol. Sci. 14: 17168-
17192.

Gloc, E., Btasiak, J. (2004). Charakterystyka farmakologiczna i molekularna
amifostyny. J. Oncol.,54: 273-280

Glowny Inspektorat Ochrony Srodowiska. (2014). Stan Srodowiska w Polsce —
Raport.

Grace, M. B., Blakely, W. F., Landauer, M. R. (2007). Genistein-induced
alterations of radiation-responsive gene expression. Radiation Measurements , 42:
1152 — 1157.

Gudkov, S., Garmash, S., Shtarkman, I., Chernikov, A., Karp, O., Bruskov, V.
(2010). Long-lived protein radicals induced by X-ray irradiation are the source of
reactive oxygen species in aqueous medium. Dokl Biochem Biophys., 430:1-4.
Habig, W. H., Pabst, M. J., Jakoby, W. B. (1974). Glutathione S-transferases. The
first enzymatic step in mercapturic acid formation. J Biol Chem. 249(22): 7130-9.

116



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Halaas, O., Olsen, W., Veiby, O., Lovhaug, D., Skjak-Braek, G., Vik, R., Espevik,
T. (1997). Mannuronan enhances survival of lethally irradiated mice and stimulates
murine haematopoiesis in vitro. Scand. J. Immunol., 46: 358-365.

Halliwell, B., Gutteridge, J. M. (1981). Formation of thiobarbituric-acid-reactive
substance from deoxyribose in the presence of iron salts: the role of superoxide and
hydroxyl radicals. FEBS Lett. 128(2): 347-52.

Haydont, V., Bourgier, C., Pocard, M., Lusinchi, A., Aigueperse, J., Mathé, D.,
Bourhis, J., Vozenin-Brotons, M. C. (2007). Pravastatin inhibits the
Rho/CCN2/extracellular matrix cascade in human fibrosis explantsand improves
radiation-induced intestinal fibrosis in rats. Clin. Cancer Res., 13: 5331-5340.
Headlam, H., Davies, M. (2002). Beta-scission of side-chain alkoxyl radicals on
peptides and proteins results in the loss of side-chains as aldehydes and ketones.
Free Radical Biol. Med., 32: 1171-1184.

Heim, K., Tagliaferro, A., Bobilya, D. (2002). Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationships. J. Nutr. Biochem., 13: 572-584.
Hillman, G. G., Singh-Gupta, V. (2011). Soy isoflavones sensitize cancer cells to
radiotherapy. Free Radic Biol Med., 51(2):289-98.

Horton, J.A., Li, F., Chung, E.J., Hudak, K., White, A., Krausz, K., Gonzalez, F.,
Citrin, D. (2013). Quercetin inhibits radiation-induced skin fibrosis. Radiat Res.
180: 205-215.

Hosseinimehr, S. (2007). Trends in the development of radioprotective agents.
Drug Discov Today, 12(19-20): 794-805.

Hosseinimehr, S. (2010). Flavonoids and genomic instability induced by ionizing
radiation. Drug Discovery Today , 15: 907-918.

Hosseinimehr, S. J., Hosseini, S. A. (2014). Resveratrol sensitizes selectively
thyroid cancer cell to 131-iodine toxicity. J Toxicol. 2014:839597.

Hussain, T., Tan, B., Yin, Y., Blachier, F., Tossou, M. C., Rahu, N. (2016).
Oxidative Stress and Inflammation: What Polyphenols Can Do for Us? Oxid Med
Cell Longev. 2016: 7432797

Jackson, I. L., Zodda, A., Gurung, G., Pavlovic, R., Kaytor, M. D., Kuskowski, M.
A., Vujaskovic, Z. (2017). BIO 300, a nanosuspension of genistein, mitigates
pneumonitis/fibrosis following high-dose radiation exposure in the C57L/J murine
model. Br J Pharmacol., 174(24):4738-4750

117



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Jagetia, G. (2007). Radioprotective potential of plants and herbs against the effects
of ionizing radiation. J.Clin. Biochem. Nutr., 40: 74-81.

Kanchi, M. M., Shanmugam, M. K., Rane, G., Sethi, G., Kumar, A. P. (2017).
Tocotrienols: the unsaturated sidekick shifting new paradigms in vitamin E
therapeutics. Drug Discov Today., 22(12): 1765-1781.

Kapiszewska, M., Soltys, E., Visioli, F., Cierniak, A., Zajac, G. (2005). The
protective ability of the Mediterranean plant extracts against the oxidative DNA
damage. The role of the radical oxygen species and the polyphenol content. J.
Physiol. Pharmacol., 56 Suppl 1: 183-197.

Karkanis, A., Vellios, E., Thomaidis, T., Bilais, D., Efthimiadou, A., Travlos, I.
(2014). Phytochemistry and biological properties of burnet weed (Sanguisorba
spp.): a review. Nat. Sci. Biol., 6: 395-398.

Kawanishi, S., Hiraku, Y., Oikawa, S. (2001). Mechanism of guanine-specific
DNA damage by oxidative stress and its role in carcinogenesis and aging. Mutat
Res. 488(1):65-76.

Kim, K. W., Moretti, L., Mitchell, L. R., Jung, D. K., Lu, B. (2009). Combined
Bcl-2/mammalian  target of rapamycin inhibition leads to enhanced
radiosensitization via induction of apoptosis and autophagy in non-small cell lung
tumor xenograft model. Clin Cancer Res., 15(19):6096-105.

Klaude, M., Eriksson, S., Nygren, J., Ahnstrom, G. (1996). The comet assay:
mechanisms and technical considerations. Mutat. Res., 363: 89-96.

Kogan, G., Pajtinka, M., Babincova, M., Miadokova, E., Rauko, P., Slamenova, D.,
Korolenko, T. A. (2008). Yeast cell wall polysaccharides as antioxidants and
antimutagens: can they fight cancer? Neoplasma., 55: 387-393.

Kolber, M., Bonarska-Kujawa, D., Pawlaczyk, I. [The influence of plant
polyphenols with antioxidant activity on biological membranes](in Polish). (2007).
The Research Works of the Chemistry Department of Wroctaw University of
Technology. The Research Works of Students 5: 59-62. Oddziatywanie roslinnych
polifenoli o wtasciwosciach przeciwutleniajacych z btonami biologicznymi. (2007).
Prace Naukowe Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. 5: 59-62.
Kotodziejczyk-Czepas, J., Szejk, M., Pawlaczyk, A., Zbikowska, H. M. (2015).
Wiasciwosci przeciwutleniajagce kwasu kawowego 1 jego pochodnych. Zywnosc.

Nauka. Technika. Jakosc, 3 (100): 5-17.

118



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Konopacka, M. (2007). Niestabilno$¢ genetyczna i efekt sgsiedztwa indukowane
przez promieniowanie jonizujace. Nowotwory Journal of Oncology, 3: 313-318.
Kopjar, N., Mioci¢, S., Rami¢, S., Mili¢, M., Viculin, T. (2006). Assessment of the
radioprotective effects of amifostine and melatonin on human lymphocytes
irradiated with gamma-rays in vitro. Arh Hig Rada Toksikol., 57(2):155-63.
Korwek, Z., Alster, O. (2014). Rola szlaku indukowanego uszkodzeniami DNA w
apoptozie i starzeniu komorkowym. Postepy Biochem., 60(2):248-62.

Koukourakis, M. 1. (2012). Radiation damage and radioprotectants: new concepts
in the era of molecular medicine. Br J Radiol. 85(1012):313-30.

Kraska, A., Bilski, B. (2012). Narazenie pracownikéw ochrony zdrowia na
promieniowanie jonizujace a hipoteza hormezy radiacyjnej. Medycyna Pracy ,
63(3): 371-376.

Kulbacka, J., Saczko, J., Chwitkowska, A. (2009). Oxidative stress in cells damage
processes. Pol Merkur Lekarski., 27(157): 44-47.

Kunti¢, V., Stankovi¢, M., Vujié, Z., Brborié, J., Uskokovi¢-Markovi¢, S. (2013).
Radioprotectors - the evergreen topic. Chem Biodivers. 10(10): 1791-803.

Laube, M., Kniess, T., Pietzsch, J. (2016). Development of Antioxidant COX-2
Inhibitors as Radioprotective Agents for Radiation Therapy—A Hypothesis-Driven
Review. Antioxidants (Basel), 19: 5(2).

Lee, H. J., Kim, J. S., Moon, C., Kim, J. C,, Lee, Y. S., Jang, J. S., Jo, S. K., Kim,
S. H. (2008). Modification of gamma-radiation response in mice by green tea
polyphenols. Phytother Res., 22: 1380-1383.

Leuraud, K., Richardson, D. B., Cardis, E., Daniels, R. D., Gillies, M., O'Hagan, J.
A., Hamra, G. B., Haylock, R., Laurier, D., Moissonnier, M., Schubauer-Berigan,
M. K., Thierry-Chef, I., Kesminiene, A. (2015). lonising radiation and risk of death
from leukaemia and lymphoma in radiation-monitored workers (INWORKS): an
international cohort study. Lancet Haematol., 2(7):e276-81.

Li, J., Feng, L., Xing, Y., Wang, Y., Du, L., Xu, C., Cao, J., Wang, Q.,, Fan, S.,
Liu, Q., Fan. F. (2014). Radioprotective and antioxidant effect of resveratrol in
hippocampus by activating Sirtl. Int. J. Mol. Sci., 15: 5928-5939.

Lin, C.H., Yu, Y., Zhao, H. G., Yang, A. M., Yan, H., Cui, Y. L. (2012).
Combination of quercetin with radiotherapy enhances tumor radiosensitivity in
vitro and in vivo. Radiother Oncol., 104: 395-400

119



93. Lindeboom, N., Wanasundara, P. (2007). Interference of phenolic compounds in
Brassica napus, Brassica rapa and Sinapis alba seed extracts with the Lowry protein
assay. Food Chem. , 104: 30-38.

94. Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., Randal, R. J. (1951). Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J Biol Chem. , 193: 265-75.

95. Luczaj, W., Skrzydlewska, E. (2003). DNA damage caused by lipid peroxidation
products. Cell Mol Biol Lett., 8: 391-413.

96. Maimona, E., Samuni, U., Goldstein, S. (2018). Studying mechanism of radical
reactions: From radiation to nitroxides as research tools. Radiat Phys Chem., 143:
14-19.

97. Manzolli, E. S., Serpeloni, J. M., Grotto, D., Bastos, J. K., Antunes, L. M., Barbosa
Junior, F., Barcelos, G. R. (2015). Protective effects of the flavonoid chrysin
against methylmercury-induced genotoxicity and alterations of antioxidant status,
in vivo. Oxid Med Cell Longe., 2015:602360

98. Matsuo, M., Sasaki, N., Saga, K., Kaneko, T. (2005). Cytotoxicity of flavonoids
toward cultured normal human cells. Biol Pharm Bull., 28(2): 253-9.

99. Maurya, D., Devasagayam, T., Nair, C. (2006). Some novel approaches for
radioprotection and the beneficial effect of natural products. Indian J. Exp. Biol.,
44: 93-114.

100. Miao, W., Hu, L., Kandouz, M., Batist, G. (2003). Oltipraz is a bifunctional
inducer activating both phase | and phase Il drug-metabolizing enzymes via the
xenobiotic responsive element. Mol Pharmacol., 64(2):346-54.

101. Morel, I., Abalea, V., Cillard, P., Cillard, J. (2001). Repair of oxidized DNA by
the flavonoid myricetin. Methods in Enzymol., 335: 308-16.

102. Nagano, J., Kono, S., Preston, D. L., Moriwaki, H., Sharp, G. B., Koyama, K.,
Mabuchi, K.(2000). Bladder-cancer incidence in relation to vegetable and fruit
consumption: a prospective study of atomic-bomb survivors. Int J Cancer.,
1;86(1):132-8.

103. Nagaria, P., Robert, C., Rassool, F. V. (2013). DNA double-strand break
response in stem cells: Mechanisms to maintain genomic integrity. Biochim
Biophys Acta, 1830: 2345-2353.

104. Nair, C. K., Parida, D. K., Nomura, T. (2001). Radioprotectors in radiotherapy.
J Radiat Res. 42(1): 21-37.

120



105. Nambiar, D., Rajamani, P., Singh, R. (2011). Effects of phytochemicals on
ionization radiation-mediated carcinogenesis and cancer therapy. Mutat. Res.,
728(3):139-57.

106. Naskalski, J. W., Bartosz, G. (2000) Oxidative modifications of protein
structures. 161-253

107. Nassef, M. H., Kinsara, A. A. (2017). Occupational Radiation Dose for Medical
Workers at a University Hospital. Journal of Taibah University for Science, 11:
1259-1266.

108. Niki, E. (2009). Lipid peroxidation: physiological levels and dual biological
effects. Free Radic Biol Med., 47(5) :469-84.

109. Nikitaki, Z., Mavragani, I., Laskaratou, D., Gika, V., Moskvin, V., Theofilatos,
K., Vougas, K., Stewart R. D., Georgakilas, A. G.(2016). Systemic mechanisms
and effects of ionizing radiation: A new “old” paradigm of how the bystanders and
distant can become the players. Semin. Cancer Biol., 37-38:77-95.

110. Nitta, S., Numata, K. (2013). Biopolymer-based nanoparticles for drug/gene
delivery and tissue engineering. Int. J. Mol. Sci., 14: 1629-1654.

111. Okada, H., Mak, T. W. (2004). Pathways of apoptotic and non-apoptotic death
in tumour cells. Nat Rev Cancer., 4(8):592-603.

112. Orditura, M., De Vita, F., Belli, A., Ciarimella, F., Musico, M., Ferrigno, A.,
Formato, R., Abbate, G., Diadema, M. R., Catalano, G. (2000). Efficacy and safety
profile of amifostine in the preoperative combined therapy of esophageal cancer
patients. Oncol Rep. , 7: 397-400.

113. Oszmianski, J., Lamer-Zarawska, E. (1996). Substancje naturalne w profilaktyce
chorob nowotworowych. Wiad. Ziel. 38: 9-11.

114. Paduch, R., Klatka, M., Klatka, J. (2015). Rodzaje $mierci komorki. Pom J Life
Sci., 4: 411-418.

115. Paglin, S., Lee, N. Y., Nakar, C., Fitzgerald, M., Plotkin, J., Deuel, B., Hackett,
N., McMahill, M., Sphicas, E., Lampen, N., Yahalom, J. (2005). Rapamycin-
sensitive pathway regulates mitochondrial membrane potential, autophagy, and
survival in irradiated MCF-7 cells. Cancer Res. , 65(23):11061-70.

116. Panganiban, R. A., Snow, A. L., Day, R. M. (2013). Mechanisms of radiation
toxicity in transformed and non-transformed cells. Int. J. Mol. Sci. 14(8):15931-58.

121



117. Patchen, M., MacVittie, T., Solberg, B., D'Alesandro, M., Brook, 1. (1992).
Radioprotection by polysaccharides alone and in combination with aminothiols.
Adv. Space Res., 12: 233-248.

118. Patil, S., Mallaiah, S., Patil, R. (2013). Antioxidative and radioprotective
potential of rutin and quercetin in Swiss albino mice exposed to gamma radiation.
J. Med. Phys., 38: 87-92.

119. Patil, S. L., Rao, N. B., Somashekarappa, H. M., Rajashekhar, K. P., (2014).
Antigenotoxic potential of rutin and quercetin in Swiss mice exposed to gamma
radiation. Biomed J 37: 305-313.

120. Paul, P., Unnikrishnan, M., Nagappa, A. (2011). Phytochemicals as
radioprotective. Indian J. Nat. Prod. Resour., 2: 137-150.

121. Pawlaczyk, 1., Czerchawski, L., Kuliczkowski, W., K. B., Pilecki, W.,
Witkiewicz, W., Gancarz, R. (2011). Anticoagulant and anti-platelet activity of
polyphenolic-polysaccharide preparation isolated from the medicinal plant
Erigeron canadensis L. Thromb.Res., 127: 328-340.

122. Pawlaczyk, 1., Czerchawski, L., Pilecki, W., Lamer-Zarawska, E., Gancarz, R.
(2009). Polyphenolic—polysaccharide compounds from selected medicinal plants of
Asteraceae and Rosaceae families: chemical characterization and blood
anticoagulant activity. Carbohydr. Polym., 77: 568-575.

123. Pawlaczyk, 1., Drozdzynska, A., Capek, P., Lewik-Tsirigotis, M., Ziewiecki, R.,
Gancarz, R. (2012). Anticoagulant activity of the polysaccharide-polyphenolic
conjugate from S. officinalis L. Proceedings of the 8th International Conference on
Polysaccharides-Glycoscience, (pp. 23-27). Prague, Czech Republic.

124. Pawlaczyk, I., Kleszczynska, H., Bonarska, D., Czerchawski, L., Gancarz, R.
(2003). Natural oligosaccharides with anticoagulant activity and their interactions
with model biological membranes. Surfactants and dispersed systems in theory and
practice. Scientific conference (pp. 333-336). Polanica Zdroj: Wydaw. PWroc.

125. Pevet, P., Klosen, P., Felder-Schmittbuhl, M. P. (2017). The hormone
melatonin: Animal studies. Best Practice & Research Clinical Endocrinology &
Metabolism, 31: 547-559.

126. Phan, H. T., Yoda, T., Chahal, B., Morita, M., Takagi, M., Vestergaard, M. C.
(2014). Structure-dependent interactions of polyphenols with a biomimetic
membrane system. Biochim Biophys Acta. 1838(10): 2670-7.

122



127. Pillai, T., Maurya, D., Salvi, V., Janardhanan, K., Nair, C. (2014). Fungal beta
glucan protects radiation induced DNA damage in human lymphocytes. Ann.
Transl. Med., 2: 13.

128. Pizzimenti, S., Toaldo, C., Pettazzoni, P., Dianzani, M. U., Barrera, G. (2010).
The "two-faced" effects of reactive oxygen species and the lipid peroxidation
product 4-hydroxynonenal in the hallmarks of cancer. Cancers (Basel)., 2(2):338-
63.

129. Podhorecka, M. (2009). Gamma H2AX jako marker dwuniciowych peknigc
DNA. Postepy Hig Med Dosw., 63: 92-98 .

130. Ponczek, M., Wachowicz, B. (2005). Oddziatywanie reaktywnych form tlenu i
azotu z biatkami. Post. Biochem., 51(2): 140-145.

131. Poplawski, T., Loba, K., Pawlowska, E., Szczepanska, J., Blasiak, J. (2010).
Genotoxicity of urethane dimethacrylate, a tooth restoration component. Toxicol In
Vitro, 24(3):854-62.

132. Prasad, N., Menon, V., Vasudev, V., Pugalendi, K. (2005). Radioprotective
effect of sesamol on y-radiation induced DNA damage, lipid peroxidation and
antioxidants levels in cultured human lymphocytes. Toxicology , 209: 225-235.

133. Przybyszewski, W. M., Kasperczyk, J., Stoktosa, K., Bkhiyan, A. (2005).
Uszkodzenia DNA powodowane przez produkty peroksydacji lipidow. Postepy Hig
Med Dosw., 59: 75-81.

134. Przybyszewski, W. M., Widel, M., Szurko, A., Maniakowski, Z. (2008). Wptyw
mocy dawki na komorkowe, biochemiczne 1 molekularne efekty promieniowania
jonizujacego. Postepy Hig Med Dosw., 62: 468-477 .

135. Puzanowska-Tarasiewicz, H., Starczewska, B., Kuzmicka, L. (2008).
Reaktywne formy tlenu. Bromat. Chem. Toksykol., 4: 1007-1015

136. Radwan, R. R., Mohamed, H. A. (2018). Nigella sativa oil modulates the
therapeutic efficacy of mesenchymal stem cells against liver injury in irradiated
rats. J Photochem Photobiol B., 178: 447-456.

137. Ramirez-Cahero, H. F., Valdivia-Lopez, M. A. (2017). Effect of gamma
radiation on sugars and vitamin C: Radiolytic pathways. Food Chemistry,
245:1131-1140.

138. Ravirgj, J., Bokkasam, V. K., Kumar, V. S., Reddy, U. S., Suman, V. (2014).
Radiosensitizers, radioprotectors, and radiation mitigators. Indian J Dent Res.,
25(1): 83-90.

123



139. Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C.
(1999). Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay. Free Radic. Biol.Med., 26: 1231-1237.

140. Reagan-Shaw, S., Mukhtar, H., Ahmad, N. (2008). Resveratrol imparts
photoprotection of normal cells and enhances the efficacy of radiation therapy in
cancer cells. Photochem. Photobiol., 84: 415-421.

141. Rice-Evans, C., Diplock, A., Symons, M. (1991). Techniques in Free Radical
Research. Elsevier, Amsterdam, London, New York, Tokyo.

142. Roberts, D., Travis, E. (1995). Acemannan-containing wound dressing gel
reduces radiation-induced skin reactions in C3H mice. Int. J. Radiat. Oncol. Biol.
Phys., 32: 1047-1052.

143. Roszkowski, K., Blaszczyk, B. (2009). Oksydacyjne uszkodzenia DNA jako
potencjalne markery skutecznosci radioterapii. Wspotczesna onkologia, 3: 125-128.

144. Saavedra, J. M. (2017). Beneficial effects of Angiotensin Il receptor blockers in
brain disorders. Pharmacol Res., 125(Pt A):91-103.

145. Sabin, R. J., Anderson, R. M. (2011). Cellular Senescence - its role in cancer
and the response to ionizing radiation. Genome Integr., 2(1):7.

146. Sauvaget, C., Kasagi, F., Waldren, C. A. (2004). Dietary factors and cancer
mortality among atomic bomb survivors. Mutat. Res. 551: 145-152.

147. Sayed, M., Hadi, F., Khan, J. A., Noor S. Shah, N. S., Shah, L. A., Khan, H. M.
(2018). Degradation of acetaminophen in aqueous media by h202 assisted gamma
irradiation process. Z. Phys. Chem. DOI: 10.1515/zpch-2017-1071.

148. Senft, A. P., Dalton, T. P., Shertzer H., G. (2000). Determining Glutathione and
Glutathione Disulfide Using the Fluorescence Probe o-Phthalaldehyde. Anal
Biochem., 280: 80-86 .

149. Shacter, E. (2000). Quantification and significance of protein oxidation in
biological samples. Drug Metab. Rev., 32: 307-326.

150. Shah, A., Masoodi, F. A., Gani, A., Ashwar, B. A. (2015). Effect of y-irradiation
on antioxidant and antiproliferative properties of oat B-glucan. Radiat Phys Chem.,
117: 120-127.

151. Shi, Y., Wang, W., Huang, C., Jia, Z., Yao, S., Zheng, R. (2008). Fast repair of
oxidative DNA damage by phenylpropanoid glycosides and their analogues.
Mutagenesis, 23: 19-26.

124



152. Shirazi, A., Mihandoost, E., Mohseni, M., Ghazi-Khansari, M., & Rabie
Mahdavi, S. (2013). Radio-protective effects of melatonin against irradiation-
induced oxidative damage in rat peripheral blood. Phys Med. , 29(1):65-74.

153. Singh, N. P., Mccoy, M. T., Tice, R. R., Schneider, E. L. (1988). A simple
technique for quantitation of low-levels of DNA damage in individual cells. Exp.
Cell Res., 175: 184-191.

154. Singh, V. K., Grace, M. B., Jacobsen, K. O., Chang, C. M., Parekh, V. L., Inal,
C. E.,, Shafran, R. L., Whitnall, A. D., Kao, T. C., Jackson, W. E., Whitnall, M. H.
(2008). Administration of 5-androstenediol to mice: pharmacokinetics and cytokine
gene expression. Exp Mol Pathol., 84(2):178-88.

155. Singh, V., Shafran, R. L., Jackson, W. E., Seed, T. M., Kumar, K. S. (2006).
Induction of cytokines by radioprotective tocopherol analogs. Exp Mol Pathol.,
81(1):55-61.

156. Singleton, V. L., Orthofer, R., Lamuela-Raventds, R. M. (1999). Analysis of
total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of folin-
ciocalteu reagent. Methods Enzymol. 299: 152-178.

157. Stepien, A., Izdebska, M., Grzanka, A. (2007). Rodzaje $mierci komdrkowe;.
Postepy Hig Med Dosw., 61:420-8.

158. Stickney, D., Dowding, C., Authier, S., Garsd, A., Onizuka-Handa, N., Reading,
C., Frincke, J. M. (2007). 5-androstenediol improves survival in clinically
unsupported rhesus monkeys with radiation-induced myelosuppression. Int
Immunopharmacol., 7(4): 500-5.

159. Strzatkowski, A. (1978). Wstep do fizyki jgdra atomowego. Panstwowe
Wydawnictwo Naukowe. Warszawa

160. Sunada, S., Fujisawa, H., Cartwright, I.M., Maeda, J., Brents, C.A., Mizuno, K.,
Aizawa, Y., Kato,T.A., Uesaka, M. (2014). Monoglucosyl-rutin as a potential
radioprotector in mammalian cells. Mol Med. Rep. 10: 10-14.

161. Synowiec, E., Krupa, R., Morawiec, Z., Wasylecka, M., Dziki, L., Morawiec, J.,
Blasiak, J., Wozniak, K. (2010). Efficacy of DNA double-strand breaks repair in
breast cancer is decreased in carriers of the variant allele of the UBC9 gene
€.73G>A polymorphism. Mutat Res. 694(1-2): 31-38.

162. Szejk, M., Kotodziejczyk-Czepas, J., Zbikowska, H. M. (2016). Radioprotektory
w radioterapii - postgpy w dziedzinie moziwosci wykorzystania fitozwigzkow.

Postepy Hig Med Dosw, 70: 722-734.

125



163. Szejk, M., Poplawski, T., Sarnik, J., Pawlaczyk-Graja, ., Czechowski, F.,
Olejnik, A. K., Gancarz, R., Zbikowska, H. M. (2017). Polyphenolic
glycoconjugates from medical plants of Rosaceae/Asteraceae family protect human
lymphocytes against gamma-radiation induced damage . Int. J. Biol. Macromol.,
94: 585-593.

164. Tabaczar, S., Talar, M., Gwozdzinski, K. (2011). Nitroksydy jako
antyoksydanty — mozliwosci ich zastosowania w celach chemioprewencyjnych oraz
radioprotekcyjnych. Postepy Hig Med Dosw, 65: 46-54 .

165. Tarahovsky, Y. S., Kim, Y. A, Yagolnik, E. A., Muzafarov, E. N. (2014).
Flavonoid—membrane interactions: Involvement of flavonoid—metal complexes in
raft signaling. Biochim Biophys Acta. 1838(5): 1235-46.

166. Tawfik, S. S., Abouelella, A. M., Shahein, Y. E. (2013). Curcumin protection
activities against y-rays-induced molecular and biochemical lesions. BMC Res
Notes., 6:375.

167. Thakur, M., Weng, A., Fuchs, H., Sharma, V., Bhargava, C., Bhargava, C. S.,
Chauhan, N., Dixit, V. K., Bhargava, S. (2012). Rasayana properties of ayurvedic
herbs: are polysaccharides a major contributor. Carbohydr. Polym., 87: 3-15.

168. Tsiapali, E., Whaley, S., Kalbfleisch, J., Ensley, H., Browder, 1., Williams, D. L.
(2001). Glucans exhibit weak antioxidant activity, but stimulate macrophage free
radical activity. Free Radic. Biol. Med., 30: 393-402.

169. Tsuda, T., Watanabe, M., Ohshima, K., Norinobu, S., Choi S. W., Osawa, T.
(1994). Antioxidant activity of the anthocyjanin pigments cyanidic 3-O-beta.-D-
glucoside and cyjanidin. J. Agric. Food Chem. 42 (11) 2407-2410.

170. Wang, H., Cao, G., Prior, R.L. Oxygen radical absorbing capacity of
anthocyanins. (1997). J.Agric. Food Chem. 45 (2): 304-309

171. Wasserman, T. H. (1994). Radiotherapeutic studies with amifostine (Ethyol).
Semin. Oncol., 21: 21— 25.

172. Weiss, J. F., Landauer, M. R. (2003). Protection against ionizing radiation by
antioxidant nutrients and phytochemicals. Toxicology., 189(1-2):1-20.

173. Weiss, J. F., Landauer, M. R. (2009). History and development of radiation-
protective agents. Int J Radiat Biol., 85(7):539-73.

174. Weiss, J., Landauer, M. (2000). Radioprotection by antioxidants. Ann. N. Y.
Acad. Sci., 899: 44-60.

126



175. Widel, M., Przybyszewski, W., Rzeszowska-Wolny, J. (2009). Popromienny
efekt sgsiedztwa, wazny element odpowiedzi na promieniowanie jonizujace —
potencjalne implikacje kliniczne. Postepy Hig Med Dosw., 63: 377-388.

176. Williams, G. M., Jeffrey, A. M. (2000). Oxidative DNA damage: endogenous
and chemically induced. Regul Toxicol Pharmacol. 32(3): 283-92.

177. Wolski, T., Baj, T., Ludwiczuk, A., Satata, M., Glowniak, K. (2009). Surowce
roslinne o dziataniu adaptogennym oraz ocena zawarto$ci adaptogenow W
ekstraktach i preparatach otrzymanych z rodzaju Panax. Post. Fitoter., 2: 77-97

178. Wu, J., Zhang, B., Wuu, Y. R., Davidson, M. M., Hei, T. K. (2017). Targeted
cytoplasmic irradiation and autophagy. Mutat Res., 806: 88-97.

179. Wu, R., Zeng, Y. (2009). Does angiotensin Il-aldosterone have a role in
radiation-induced heart disease? Med Hypotheses., 72(3):263-6.

180. Yang, Y., Cheng, J., Singhal, S., Saini, M., Pandya, U., Awasthi, S., Awasthi, Y.
C. (2001). Role of glutathione S-transferases in protection against lipid
peroxidation. Overexpression of hGSTA2-2 in K562 cells protects against
hydrogen peroxide-induced apoptosis and inhibits JNK and caspase 3 activation. J.
Biol Chem., 276: 19220-19230.

181. Yun, K. L., Wang, Z. Y. (2017). Target/signalling pathways of natural plant-
derived radioprotective agents from treatment to potential candidates: A reverse
thought on anti-tumour drugs. Biomed Pharmacother., 91:1122-1151.

182. Zbikowska, H. M., Szejk, M., Saluk, J., Pawlaczyk-Graja, 1. (2016).
Polyphenolic-polysaccharide conjugates from plants of Rosaceae/Asteraceae family
as potential radioprotectors. Int. J. Biol. Macromol., 86: 329-337.

183. Zhao, J., Liu, J., Wei, T., Ma, X., Cheng, Q., Huo, S., Zhang, C., Zhang, Y.,
Duan, X., Liang, X. J. (2016). Quercetin-loaded nanomicelles to circumvent human
castration-resistant prostate cancer in vitro and in vivo. Nanoscale, 9: 5126-5138.

184. Zhao, W., Robbins, M. (2009). Inflammation and chronic oxidative stress in
radiation-induced late normal tissue injury: Therapeutic implications. Curr Med
Chem., 16(2):130-43.

127



13. Dorobek naukowy

Publikacje doswiadczalne (5):

1.

Szejk, M., Poplawski, T., Czubatka-Bienkowska, A., Olejnik, A. K., Pawlaczyk-
Graja, 1., Gancarz, R. , Zbikowska, H. M. (2017). A comparative study on the
radioprotective potential of the polyphenolic glycoconjugates from medicinal plants
of Rosaceae and Asteraceae families versus their aglycones. J Photochem
Photobiol B., 171: 50-57. IF 2,673

Szejk, M., Poplawski, T., Sarnik, J., Pawlaczyk-Graja, 1., Czechowski, F., Olejnik,
A. K., Gancarz, R., Zbikowska, H. M. (2017). Polyphenolic glycoconjugates from
medical plants of Rosaceae/Asteraceae family protect human lymphocytes against
y-radiation-induced damage. Int J Biol Macromol., 94: 585-593. IF 3,671
Zbikowska, H. M., Szejk, M., Saluk, J, Pawlaczyk-Graja, 1., Gancarz, R., Olejnik,
A. K. (2016). Polyphenolic-polysaccharide conjugates from plants of
Rosaceael/Asteraceae family as potential radioprotectors. Int J Biol Macromol.,
86:329-37. IF 3,671

Zbikowska, H. M., Antosik, A., Szejk, M., Bijak, M., Nowak, P. A (2014).
Moderate protective effect of quercetin against y-irradiation- and storage-induced
oxidative damage in red blood cells for transfusion. Int J Radiat Biol., 90(12):1201-
10. IF 1,687

Zbikowska, H. M., Antosik, A., Szejk, M., Bijak, M., Olejnik, A. K., Saluk, J.,
Nowak, P. (2014). Does quercetin protect human red blood cell membranes against

y-irradiation? Redox Rep., 19(2): 65-71. IF 1,522

Publikacje przegladowe (2):

1.

Szejk, M., Kolodziejczyk-Czepas, J., Zbikowska, H. M. (2016). Radioprotektory w
radioterapii — postgpy w dziedzinie mozliwosci wykorzystania fitozwigzkow.
Postepy Hig Med Dosw, 70:722-34. IF 0,690

Kotodziejczyk-Czepas, J., Szejk, M., Pawlak, A., Zbikowska, H. M, (2015).
Wilasciwosci przeciwutleniajace kwasu kawowego i jego pochodnych. Zywnosé.

Nauka. Technika. Jakos¢, 3 (100): 5-17.

128



Zgloszenie patentowe (1):

1. Zbikowska H.; Saluk J.; Pawlaczyk-Graja 1.; Szejk M.; Zastosowanie roslinnego
srodka przeciwutleniajagcego w ochronie przed promieniowaniem jonizujacym,;
Zgloszenie patentowe do Urzgdu Patentowego RP, nr zgloszenia P.412248; 23: 7;
06.05.2015

Konferencje (15):

Szejk, M.; Olejnik, A. K.; Zbikowska, H. M., Wlasciwosci radioochronne
koniugatow polifenolowo-polisacharydowych z wybranych roélin leczniczych,
BioOpen 12-14.05, 2016, £.6dZ — prezentacja

Szejk, M., Kolodziejczyk-Czepas, J.; Sieradzka, M.; Zbikowska, H. M.; Nowak, P.;
Stochmal, A., Nowe aspekty aktywnosci biologicznej pochodnych kwasu
kawowego - klowamidy w ochronie uktadu krazenia, BiOpen, 20-22.04.2015
Szejk, M.; Zbikowska, H. M., Antyoksydanty ro$linne, jako radioprotektory, VII
Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa TYGIEL Lublin, 21-22.03.2015

Kontek, B.; Szejk, M.; Kontek, R., Ochronny wptyw ekstraktu z pestek winogron
(Vitis vinifera) na peroksydacje lipidow osocza ludzkiego wywotang podaniem
izomalationu IV Ogoélnopolska Konferencja Dietetyki — Congressus Dietetica,
L.6dz, 04-05.04.2014

Kontek, B.; Szejk, M.; Kontek, R., Efekt ochronny ekstraktu z pestek winogron na
peroksydacje lipidow osocza wywotang dzialaniem malationu 1 malaoxonu I
Ogolnopolska Konferencja Naukowa Dietetyka Gerontologiczna — Wyzwania i
Szanse, Poznan, 27.02.2014

Kontek, B.; Szejk, M.; Kontek, R., Ochronny wptyw aronii (Aronia melanocarpa)
na peroksydacj¢ lipidow wywotang przez malaokson 1 izomalation w osoczu

ludzkim. X Miedzynarodowa Konferencja NaukowoTechniczna, Warszawa,

27.09.2013.

Szejk, M.; Dederko, P.; Antosik, A.; Olejnik, A. K.; Saluk, J.; Bijak, M.; Nowak,
P.; Zbikowska, H. M., Quercetin protects human peripheral blood lymphocyte and
plasma lipids against y-radiation-induced peroxidation, 48 Zjazd Polskiego

Towarzystwa Biochemicznego, Torun, 2-5 wrze$nia 2013.

129



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Antosik, A.; Cichon, N.; Szejk, M.; Bijak, M.; Nowak, P.; Zbikowska, H. M
Protective effect of Trolox against storage lesions in red blood cells for transfusion.

48 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Torun, 2-5 wrzesnia 2013

Wozniak, D.; Szejk, M.; Antosik, A.; Bijak, M.; Zbikowska, H. M.; Nowak, P.;
Wplyw kwasu galusowego na catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjng w erytrocytach.
II Studencka Konferencja Biologii Molekularnej, £.0dz, 4 - 6 kwietnia 2013

Pach, K.; Antosik, A.; Szejk, M.; Bijak, M.; Zbikowska, H. M., Wplyw kwasu
kawowego na catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjng w erytrocytach. II Studencka
Konferencja Biologii Molekularnej, £.6dz, 4 - 6 kwietnia 2013

Szejk, M.; Antosik, A.; Dederko, P.; Zbikowska, H. M., Fitozwiazki w
radioterapii. II Studencka Konferencja Biologii Molekularnej, £.6dz, 4 - 6 kwietnia
2013

Szejk, M.; Marciniak, M.; Kontek, B.; Kontek, R., Effect of isomalathion on lipid
peroxidation in Human erythrocytes in vitro, X Konferencja Nowych Naukowcow,

Krakéw, 13 - 14 .06.2013

Szejk, M.; Bogdan Kontek, B., Wptyw izomalationu na peroksydacje lipidow
osocza krwi ludzkiej, IT Ogolnopolski Zjazd Miodych Biotechnologéw, Katowice,
16-17.03. 2013

Szejk, M.; Kontek, B.; Zbikowska, H. M., Effects of malathion and its Metabolite
on lipid peroxidation in human plasma, II Konferencja Miodych Naukowcow,

Swiatowy Dzien Wody, Poznan, 21-22.03.2013

Antosik, A., Szejk, M.; Zbikowska, H. M., The use of flow cytometry to study. The
changes in the membranes of vy-irradiated erythrocytes for transfusion.

Visualization of Senescent cells in vitro and in vivo, Warszawa, 15-16.12. 2012

130



