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Rak jelita grubego jest nowotworem ztosliwym rozwijajacym sie w obrebie okreznicy lub odbytnicy, stanowi trzeci najczescie] diagnozowany nowotwor na swiecie. Do
oceny stopnia jego zaawansowania stosuje sie m.in. klasyfikacje Dukes’a.

W poszukiwaniu nowych zwigzkdw o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym szczegolng uwage zwraca sie na substancje pochodzenia naturalnego. Do takich
substancji mozna zaliczy¢ kwas karnozowy, ktory jest zwigzkiem diterpenowym wystepujgcym w roslinach z rodziny Lamiaceae, gtdwnie w rozmarynie lekarskim i szatwii
lekarskie]. Kwas karnozowy jest substancjg wykazujgca wiele aktywnosci biologicznych, m.in. ogranicza procesy zapalhe w organizmie, pomaga obnizac poziom glukozy
we krwi, a takze chroni komorki nerwowe przed uszkodzeniami. Wykazuje rowniez zdolnosSC do niszczenia bton komorkowych bakterii oraz wptywa na komorki
Qowotvvorowe, zaburzajac ich wzrost | ograniczajac rozwaoj choroby. /
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1.0cena cytotoksycznosci kwasu karnozowego wobec linii komorkowych raka jelita grubego: SWI1T16, SW480, SW620 oraz COLO205, reprezentujacych rozne stadia
Zzaawansowania choroby, po standardowym (24 godziny) oraz wydtuzonym (48 godzin) czasie inkubacji.

2.0cena wptywu CA na zywotnosc zdrowych fibroblastow okreznicy (CCD-18Co) po standardowym (24 godziny) oraz wydtuzonym (48 godzin) czasie inkubacji.

3.Zbadanie wptywu CA na stezenie COX-2.
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Do oceny przeciwnowotworowych wtasciwosci kwasu karnozowego wykorzystane byty 4 linie komaorkowe raka jelita grubego, bedace przekrojem przez wszystkie stadia
zaawansowania wedtug klasyfikacji Dukes'a. Do oceny selektywnosci dziatania kwasu karnozowego wykorzystano linie prawidtowych fibroblastow okreznicy. Komorki
hodowano w pozywce RPMI z L-glutaming 1 wodoroweglanem sodu, dodatkowo suplementowanej] 1% mieszaning antybiotykow (penicyliny | streptomycyny) oraz
ptodowg surowicag bydleca. Do oceny zywotnosci komorek zastosowano test spektrofotometryczny MTT oraz test fluorymetryczny AlamarBlue. W celu zbadania czy
komponenta przeciwzapalna ma udziat w aktywnosci przeciwnowotworowe] kwasu karnozowego przeanalizowano jego wptyw na stezenie cyklooksygenazy-2 (COX-2) -
pomiaru dokonano na linii komorkowe] SW620 za pomoca testu ELISA.
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e Kwas karnozowy powodowat zalezne od stezenia obnizenie przezywalnosci komorek raka jelita grubego we wszystkich badanych liniach.

e Po 24 godzinach dziatania najwiekszg wrazliwosc wykazaty linie SW480 1 SW620, w ktorych istotne obnizenie przezywalnosci obserwowano juz przy stezeniu 25 uM.
Linia COLO205 wykazata efekt cytotoksyczny przy stezeniu 50 yM, natomiast linia SWI1116 dopiero przy wyzszych stezeniach (=100 uM).

e Po 48 godzinach dziatania kwasu karnozowego nasilenie efektu cytotoksycznego byto zroznicowane miedzy liniami komorkowymi. Najwieksze wzrost wrazliwosci
zaobserwowano w linii SWI1116, gdzie istotny spadek przezywalnosci wystgpit juz przy 50 uM, co wskazuje na efekt kumulatywny. W liniach SW480 1 SW620 poziom
cytotoksycznosci byt porownywalny z obserwowanym po 24 godzinach. W linii COLO205 istotny efekt cytotoksyczny po 48 godzinach wystepowat przy wyzszych
stezeniach kwasu karnozowego.

e Kwas karnozowy nie wptywat istotnie na zywotnosc¢ zdrowych fibroblastow okreznicy, co wskazuje na selektywnosc¢ jego dziatania.

e W linii SW620 kwas karnozowy (50 uM) powodowat ponad dwukrotne obnizenie stezenia cyklooksygenazy-2 w porownaniu z kontrola.

SW1116 24h SW480 24h SW620 24h COLO205 24h
S 150- S 150- S 150- ;é g
g - | | 5 | | § | | E | 1
51001 =11 |l s | ¥ 100 = ™ = $ 1004 = = - | § 1004 |
-] O #*
= I T akk = T - - = L
- | B * : = : | T
2 50- . 2 5o- o sdl 1L LI Wl ... SRR 2 50- | B TR
TCIl:; I I % - E ﬂ] I - '{i_'E}.J I - ' ) e ol
E I %\ ik inl'—*- ii g P o %\ I - -
GL_E 0 J ) T — T | J I g 0 T T T T T T T T g 0 | ﬂ E 0 T T T T T T T T
S KO K 10 25 IEU 75 100 150 | a Ko K ml 25 50 75 100 150 | a KO K 10 i 2% 50 75 100 150 | KO K 10 25|L50 75 100 150
kwas karnozowy [uM] | | kwas karnozowy [uM] | } kwas kamozowy [ uM] : I kwas karmmozowy [uM] J]
SW1116 48h SW480 48h SW620 48h COLO205 48h
S 150- S 150- S 150+ S 150-
: A R mTT T T T T | 5 T ET] T
3 £ 2 | = | - -
2100 — =] = 2t | AL e e Sy = Im 5 100- == _
= — - £ _ o]
S | S - g I 8
§ 50- R § 50 I - segasreriereseen i § 504 I ..................... g 50- N . B _ *ﬂ,'"
© I @ _ kkk hkR hkk ™ I B L E_% e
= = -~ = | s -
g u LI I 1 L r I Ll 1 I g 0 Ll L] I I L ] I Ll g 0 T L T I T |;l] T T 1 E U.
Ko K 10 25|50 75 100 150 | ® KO K 1025 50 75 100 150 S KO K 1025 50 75 100 150 | 5 Ko K 10 25 50|75 100 150 |
r kwas karnozowy [uM] | ' kwas karnozowy [uM] ' | kwas karnozowy [uM)] kwas karnozowy [1M] |
CCD18 Co
S 150- 1
s . .
- T S
R - = T x —_—_——————
3 1001 = T 5 4 L 1
g =2
% (:?J -
é 50" é 2_'
2 *p<0,05** p<0,01, ***p<0,001 vs kontrola (K):
I 0 . , KO-proba kontrolna z DMSO
Q. KO K 10 25 50 75 100 150 SW6E20 SW620+CA

kwas karnozowy [uM] l /

\_
/—C WNIOSKI ) ~

1. Kwas karnozowy wykazat istotne, zalezne od stezenia | czasu ekspozycji, dziatanie cytotoksyczne wobec badanych linii komdrkowych raka jelita grubego (SWT116, SW480,
SW620, COLO205). Najwyzszg wrazliwosC na dziatanie zwigzku wykazaty linie SW480 | SW620.

2. Kwas karnozowy w badanym zakresie stezen pozostaje bez wptywu na zywotnosc¢ prawiditowych fibroblastow okreznicy (CCD18-Co).

3. Kwas karnozowy wykazuje selektywnos¢ dziatania w badanym zakresie stezen; powodujac istotne obnizenie zywotnosci komaorek raka jelita grubego na kazdym etapie
Zaawansowania pozostajac bez wptywu na przezywalnos¢ komorek prawidtowych.

4. U podstaw przeciwnowotworowego dziatania kwasu karnozowego moze leze¢ modulacja stanu zapalnhego zaleznego od COX-2.

5. Sugeruje sig, ze kwas karnozowy, ze wzgledu na swoje wtasciwosci biologiczne, moze stanowiC cenne uzupetnienie terapii przeciwnowotworowe|.
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