Biologiczna rola wybranych syntetycznych kannabinoidéw w kontekscie zwalczania

komorek ludzkiego raka jelita grubego
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Wprowadzenie ',Q\'

Rak jelita grubego, znany rowniez jako rak okreznicy, jest jednym z
najczesciej diagnozowanych nowotworéow na $wiecie i Stanowi
istotng przyczyn¢ zgonéw zwiazanych z nowotworami [1].
Nowotwor ten zwykle rozwija si¢ z polipow jelitowych, ktore moga
przeksztalci¢ si¢ w zmiany zto§liwe w wyniku mutacji genetycznych
i epigenetycznych.

Linia komérkowa HT29 jest powszechnym modelem badawczym w
badaniach nad rakiem jelita grubego. Pochodzi ona z ludzkiego
gruczolakoraka jelita grubego i ma zdolnos¢ do réznicowania sie¢ W
warunkach hodowli in vitro, co czyni ja wartosciowym narzgdziem
do badania mechanizméw molekularnych i biochemicznych
zwigzanych z rozwojem i progresja nowotwordw jelita grubego.
Kannabinoidy to naturalne zwigzki chemiczne wystepujace w
konopiach indyjskich (Cannabis sativa L.), wykazuja szerokie
spektrum  wihasciwosci  biologicznych, w tym  potencjat
przeciwnowotworowy [2]. Nie wykazujace dziatania
psychoaktywnego zwiazki takie jak: kannabichromen (CBC),
kannabidiol (CBD), kannabigerol (CBG) oraz kannabicitran (CBT)
zyskuja coraz bardziej na znaczeniu w badaniach nad nowotworami.
CBD, najczesciej badany z tych zwiazkow, wykazuje dziatanie
antyproliferacyjne, proapoptotyczne i antyangiogenne w roéznych
liniach komoérkowych nowotworéw, co sugeruje jego potencjalne
zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej. CBG wykazuje
wilasciwosci  przeciwnowotworowe poprzez hamowanie wzrostu
komorek nowotworowych i indukowanie ich apoptozy, natomiast
CBC jest badane pod katem swoich wiasciwosci przeciwzapalnych,
ktore moga wspiera¢ walke z nowotworami poprzez zmniejszanie
stanow zapalnych w mikro$rodowisku guza.

Cel pracy

Celem naszej pracy byta synteza a nastepnie zbadanie i poréwnanie
wplywu wybranych kannabinoidéw: CBC, CBD, CBG i CBT na
zywotnos$¢ i proliferacje ludzkich nowotworowych komorek jelita
grubego linii HT29 oraz sprawdzenie, czy substancje te indukuja
wytwarzanie tlenkéw azotu przez komorki.

Materialy i Metody

(1) Synteza kannabinoidéw

Naturalne kannabinoidy sa wytwarzane przez rosliny z difosforanu
geranylu i kwasu oliwetolowego. Na drodze reakcji syntetycznych
mozna je pozyskiwaé poprzez reakcje oliwetolu (lub innych
rezorcynoli) z pochodnymi terpenéw. Oliwetol jest kluczowym
zwigzkiem w chemicznej syntezie fitokannabinoidow i ich
posrednich analogéw a wysitki zmierzajace do chemicznej syntezy
wyzej wymienionych kannabinoidéw obejmuja przede wszystkim
jego regioselektywng terpenylacje (Schemat 1).
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Schemat 1

Kannabinoidy otrzymalismy modyfikujac odpowiednio znane w

literaturze metody ich syntezy [3]. Wydajnosci chemiczne czystych
zwigzkow wynosity od 35 do 68%.

(2) Badania biologiczne

W ramach badan przeprowadzono seri¢ eksperymentow, W ktorych
testowano wptyw wybranych syntetycznych kannabinoidow na linie
komorkowe ludzkiego raka jelita grubego. Stosowane metody
obejmowaly: testy cytotoksycznosci: metoda MTT i NR do oceny
wplywu kannabinoidéw na zywotno$¢ komorek rakowych; badanie
redukcji wolnych rodnikéw: metoda DPPH do oceny aktywnosci
przeciwutleniajacej; badanie aktywnosci redukcyjnej jonow zelaza:
metoda FRAP oraz badanie stezenia azotynow: metoda Griessa.

(a) Metoda MTT i NR

Celem metody MTT bylo zbadanie cytotoksycznosci wybranych
kannabinoidow na komoérki nowotworowe linii HT-29 w
poréwnaniu do kontroli nie poddanej dziataniu badanych substancji.
Wyniki oraz analiz¢ statystyczna na wykresie 1.
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Wykres 1. Zalezno$¢ zywotnosci komorek linii HT-29 od stezenia
kannabinoidow w metodzie MTT (* oznaczono wyniki istotne
statystycznie dla p < 0,01)

Wszystkie badane kannabinoidy wykazywaly efekt cytotoksyczny
wzgledem komoérek nowotworowych linii HT-29, a wyniki sg
istotne statystycznie (wyjatek stanowi CBC o0 st¢zeniu 25ug/ml).
Najwigkszy spadek zywotnosci sposrod kannabinoidéw powodowat
CBG.

Metoda NR polegata na okresleniu czy badane substancje wptywaja
na integralno$¢ blon komoérkowych, a tym samym czy posiadajg
wladciwosci  cytotoksyczne w  stosunku  do  komorek
nowotworowych linii HT-29. Wyniki oraz analize statystyczng
przedstawiono na wykresie 2. Badane kannabinoidy CBC, CBD
oraz CBT  zmniejszaly = zywotno$é/proliferacje  komorek
nowotworowych. CBC oraz CBT wraz ze wzrostem ste¢zen,
powodowaty stopniowy spadek odsetka zywych komoérek. W
przypadku CBT jest on rdéwniez najwyzszy, W porownaniu do
innych kannabinoidow. W przypadku CBD zywotno$¢ wzgledem
kontroli obniza si¢, ale utrzymuje si¢ na podobnym poziomie 54,9 —
65,5% w catym zakresie badanych stezen.
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Wykres 2. Zalezno$¢ zywotno$ci komorek linii HT-29 od ste¢zenia kannabinoidow w
metodzie NR (* oznaczono wyniki istotne statystycznie dla p < 0,01) .

(b) Metoda Griess’a

W metodzie tej sprawdzano poziom wytworzonego tlenku azotu
(NOx) przez komorki linii HT-29 inkubowane z kannabinoidami.
Niestety W badaniu tym nie uzyskano istotnych statystycznie
wynikow zwigzanych ze zmiang poziomu tlenku azotu pod
wplywem dziatania wybranych stezen badanych kannabinoidow.

(c) Metoda May-Griinwalda-Giemsy zastosowano w celu
uwidocznienia zmian liczebnos$ci i morfologii badanych komoérek
wzgledem proby kontrolnej pod wptywem aktywnosci wybranych
stezen badanych kannabinoidow. Wybrane wyniki przedstawiono na
rysunkach ponizej. Linia HT-29 traktowana
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* (d) W metodzie FRAP oznaczano zdolno$¢ redukowania jonow
zelaza wybranych kannabinoidow, W stezeniach 25, 75, 125, 175,
225 pg/ml wzglgdem kwasu askrobinowego. Wyniki w odniesieniu
do kontroli negatywnej oraz analiz¢ statystyczna przedstawiono w
wykresie 3. Substancje CBD oraz CBG wraz ze wzrostem stezen

wykazywaly wzrost dziatania redukcyjnego.
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Wykres 3. Aktywno$¢ redukcyjna zelaza badanych kannabinoidéw wzgledem kwasu

askorbinowego (* oznaczono wyniki istotne statystycznie dla p<0,01) @

Whnioski

Otrzymano syntetyczne kannabinoidy CBC, CBD, CBG i CBT, nastgpnie
zbadano ich aktywno$¢ na linii komorek jelita grubego linii HT-29.
Kannabinoidy CBC, CBD i CBG wykazywaly wzrastajacg ze stgzeniem
aktywno$¢ antyrodnikowg wzgledem troloxu. CBD oraz CBG wykazywaly
aktywno$¢ redukujaca jony zelaza, wzrastajagcg wraz ze wzrostem stezenia
kannabinoidéw. Wszystkie badane zwiazki wptywaly na metabolizm komorek
nowotworowych linii HT-29. CBG bylo w tym zestawieniu najbardziej
aktywnym zwiazkiem. Badane kannabinoidy CBC, CBD oraz CBT wplywaja
na integralno$¢ blony cytoplazmatycznej, ale nie powodowaty uwalniania
tlenku azotu (NOX) przez komorki nowotworowe. Kannabinoidy CBD, CBG,
CBT w odrdznieniu od CBC powodowaty istotne zmiany morfologiczne i
ilo$ciowe komorek nowotworowych.
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