Postepy Hig Med Dosw. (online), 2005; 59: 608-615 www.phmd.pl

Received:  2005.08.22
Accepted:  2005.11.30
Published: 2005.12.20

Review

Kwas protokatechowy w prewencji nowotworow*

Protocatechuic acid in cancer prevention

Justyna Szumito

Katedra i Zaktad Patomorfologii Klinicznej Akademii Medycznej im. prof. Feliksa Skubiszewskiego w Lublinie

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kwas protokatechowy (kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy) jest naturalnym polifenolem wystgpu-
jacym w wielu roslinach jadalnych i leczniczych. Badania prowadzone w ostatnich latach wska-
Zuja, ze moze on znalez¢ zastosowanie w profilaktyce choréb uktadu krazenia oraz nowotwordw.
Mechanizm dziatania kwasu protokatechowego opiera si¢ na wlasnosciach przeciwutleniajacych,
tj. hamowaniu generacji wolnych rodnikéw, zdolnosci do ich zmiatania oraz zwigkszania aktyw-
nosci katalitycznej endogennych enzyméw uczestniczacych w neutralizacji wolnych rodnikéw.
Duze znaczenie ma takze wptyw kwasu protokatechowego na aktywnos¢é enzymdéw zaangazowa-
nych w I i II etap biotransformacji niektérych karcynogenéw oraz prawdopodobnie bezposrednie
blokowanie miejsc swoistego wigzania zmetabolizowanych karcynogendéw z czasteczka DNA, co
zapobiega tworzeniu adduktéw, ktére moga by¢ przyczyna mutacji i transformacji nowotworo-
wej. Jednak inne aspekty chemioprewencyjnego dzialania kwasu, np. wplyw na aktywnos¢ po-
staci indukowanych cyklooksygenazy i syntazy tlenku azotu oraz biatek regulujacych przebieg
cyklu komérkowego sa stabo poznane.
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Summary

Protocatechuic acid (3,4-dihydroxybenzoic acid) is a natural phenolic compound found in many
edible and medicinal plants. Recent studies indicate that it could be used as a protective agent
against cardiovascular diseases and neoplasms. The mechanism of its action is mostly associated
with antioxidant activity, including inhibition of generation as well as scavenging of free radi-
cals and up-regulating enzymes which participate in their neutralization. The influence on phase
I and II of some carcinogens’ metabolism and, perhaps, direct blocking of specific binding sites
of ultimate carcinogens with DNA molecule, thus preventing adduct formation that may result
in mutations and neoplastic transformation, are also important. However, the other aspects of the
chemopreventive activity of protocatechuic acid including influence on the activity of inducible
isoenzyme of cyclooxygenase and nitric oxide synthase or cell cycle regulating proteins are not
fully evaluated.
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- dietylonitrozoamina; DMBA - 7,12-dimetylobenzo[o]antracen; DP - biatka wiazace czynniki transkrypcyjne

z rodziny E2F; E2F - czynnik transkrypcyjny E2F; GSH - posta¢ zredukowana glutationu; GSSG - postaé
utleniona glutationu; GST - transferaza S-glutationowa; IkBox - biatko hamujace czynnik transkrypcyjny NF-«B;
iNOS - izoenzym indukowany syntazy tlenku azotu; MAPK - kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny
(mitogen-activated protein kinases); MC - 3-metylocholantren; MNNG - N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyna;

NADPH - postaé zredukowana fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego; NF-icB - czynnik
transkrypcyjny kappa B (nuclear factor kappa B); NNK - 4-(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-1-butanon;
4-NQO - tlenek 4-nitrochinoliny; NQO1 - oksydoreduktaza NAD(P)H: chinonowa; PCA - kwas protokatechowy;
PhIP - 2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-b] pirydyna; Rb - produkt biatkowy genu supresorowego
Retinoblastoma; RFA - reaktywne formy azotu; RFT - reaktywne formy tlenu; t-BHP - wodoronadtlenek t-
butylowy; TNF-ox - czynnik martwicy nowotwordw o (tumor necrosis factor oc); TNFR1 - receptor 1 czynnika
martwicy nowotworéw (tumor necrosis factor receptor 1); TPA - 12-0-tetradekanoilo-13-acetylo-forbol;

UDPGT - UDP-glukuronozylotransferaza.

Kwas protokatechowy (kwas 3,4-dihydroksybenzoeso-
wy, PCA; ryc.1) jest zwiazkiem fenolowym szeroko roz-
powszechnionym w przyrodzie. Podobnie jak wiele innych
prostych kwaséw fenolowych jest wykrywany niemal we
wszystkich roslinach. Stanowi zatem bardzo czg¢sty sktadnik
ludzkiej diety [24]. Wystepuje m.in. w otrgbach i ziarnach
brazowego ryzu (Oryza sativa L.) (trawy) [10] oraz w ce-
buli kuchennej (Allium cepa L.) (liliowate) [7], zwlaszcza
w tuskach. Jest wykrywany w wielu owocach m.in. §liwy
domowej (Prunus domestica L.) (rézowate) [15], agrestu
(Ribes uva-crispa L.) (agrestowate) [7], winorosli wtasci-
wej (Vitis vinifera) (winoro$lowate) [21] oraz orzechach np.
migdatowca zwyczajnego (Prunus amygdalus) (r6zowate)
[40]. Jest on obecny w produktach pochodzenia roslinne-
go, np. oliwie z oliwek czy w bialym winie [27,28,43].
PCA wystepuje takze w licznych roslinach, przyprawo-
wych np. w anyzu gwiazdkowym ({llicium verum) (badia-
nowate), melisie lekarskiej (Melissa officinalis L.) (war-
gowe), rozmarynie lekarskim (Rosmarinus officinalis L.)
(wargowe) 1 cynamonowcu (Cinnamomum aromaticum)
(wawrzynowate) [7]. Stanowi jeden z biologicznie czyn-
nych sktadnikéw niektorych roslin leczniczych, w tym sto-
sowanych w medycynie naturalnej, takich jak np. malwa
sudanska (Hibiscus sabdariffa L.) (Slazowate) [51], mi-
torzab japonski (Ginkgo biloba L.) (mitorzgbowate) [4]
i dziurawiec zwyczajny (Hypericum perforatum L.) (dziu-
rawcowate) [12].

W latach dziewigcdziesiatych XX w., w oparciu o wyniki
badan nad chemicznie indukowang karcynogeneza u zwie-
rzat doswiadczalnych wykazano chemioprewencyjne wta-
Sciwosci PCA [31,48].

MecHANIzMY DzIAtANIA PCA

Wplyw PCA na réwnowage redoks w komérkach

Chemioprewencyjne dziatanie PCA w znacznej mierze jest
wynikiem przeciwutleniajacych wtasnosci tej substancji.
Reaktywne formy tlenu (RFT) i azotu (RFA), powstajace
na skutek ekspozycji na chemiczne karcynogeny Srodowi-
skowe 1 promieniowanie ultrafioletowe lub w przebiegu fi-
zjologicznych proceséw metabolicznych moga uszkadzac
lub modyfikowaé makroczasteczki, tj. kwasy nukleinowe,
biatka strukturalne i enzymatyczne oraz lipidy btonowe.
Moze to prowadzi¢ m.in. do powstania mutacji oraz za-
burzen na szlakach sygnatowych w komoérce, a w konse-
kwencji do rozwoju nowotworu. Wykazano, ze RFT i RFA
moga wplywac na kazdy etap karcynogenezy, od fazy ini-
cjacji do fazy promocji/progresji [17].

Dziatanie antyoksydacyjne PCA jest dobrze udokumen-
towane. Badania in vitro na bezkomérkowych systemach
generacji RFT wykazaty, ze PCA hamuje zaréwno po-
wstawanie wolnych rodnikéw, w tym wysoce reaktywne-
go rodnika hydroksylowego, a takze jest zmiataczem wol-
nych rodnikéw [16,25,26,27,41,55,56,57,59,60]. Hamowanie
powstawania rodnikéw jest zwiazane ze zdolnoscia kwa-
su do tworzenia komplekséw z jonami metali przejscio-
wych Cu(Il) i Fe(IT) lub obnizaniem aktywnosci enzyméw
katalizujacych reakcje, w przebiegu ktérych powstaja ta-
kie rodniki, jak np. oksydazy ksantynowej (EC 1.2.3.2)
[23,25,56,60]. Neutralizacja wolnych rodnikéw jest nato-
miast wynikiem ich reakcji z grupami hydroksylowymi
kwasu. Na wspominanych modelach in vitro PCA zapo-
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Ryc. 1. Wzor strukturalny kwasu protokatechowego

biegal oksydacyjnym uszkodzeniom DNA oraz peroksy-
dacji lipidéw [25,26,43,56,60].

Przeciwutleniajace dziatanie PCA obserwowano réwniez
w badaniach in vitro na hodowlach komérkowych w wa-
runkach stresu oksydacyjnego [28,51,53,57]. PCA hamo-
wat generacj¢ anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku
wodoru przez szczurze komorki przypominajace makro-
fagi J774 A.1, utleniajace lipoproteiny o matej gestosci
[28]. Normalizowat takze st¢zenie glutationu zredukowa-
nego (GSH), bedacego wraz ze swoja postacia utleniona
(GSSG) najwazniejszym wewnatrzkomérkowym buforem
redoks oraz przywracal aktywnos¢ zwiazanych z nim enzy-
moéw — peroksydazy (EC 1.11.1.9) i reduktazy glutationowe;j
(EC 1.6.4.2). PCA zwigkszal réwniez poziom mRNA tych
enzymow oraz syntazy y-glutamylocysteinowej (EC 6.3.2.2).
Pierwszy z enzymdéw katalizuje reakcj¢ miedzy GSH a nad-
tlenkiem wodoru, w wyniku ktérej powstaje GSSG i woda,
drugi odtwarza GSH kosztem utlenienia NADPH. Syntaza
v-glutamylocysteinowa katalizuje natomiast pierwszy etap
syntezy glutationu w cyklu y-glutamylowym [38].

PCA w stezeniach odpowiednio 0,02—-0,1 mg/ml oraz
50-100 mg/kg m.c. zapobiegal takze niepozadanym kon-
sekwencjom stresu oksydacyjnego w hodowli pierwotnej
szczurzych hepatocytéw oraz w watrobie szczurOw ekspo-
nowanych in vivo na wodoronadtlenek t-butylowy (t-BHP)
[23,53]. Wykazano, ze PCA obnizat cytotoksycznos¢ t-BHP
i podnosit poziom GSH. Hamowat réwniez peroksydacje
lipidéw, procesy naprawy DNA — indukowane przez oksy-
dacyjne uszkodzenia kwasu nukleinowego oraz zapobiegat
depolaryzacji bton mitochondrialnych. Stwierdzono ponad-
to, ze PCA powodowat obnizenie fosforylacji reszt tyrozy-
nowych bialek hepatocytéw, co sugeruje wptyw na mecha-
nizmy przekazywania sygnatu w komoéree [23]. Wiadomo,
ze RFT oraz jeden z produktéw peroksydacji lipidéw —
4-hydroksy-2-nonenal — moga regulowac¢ fosforylacje bia-
ek sygnatowych przez pobudzanie aktywnosci kinazy ty-
rozynowej [54].

PCA wptlywat takze na procesy zachodzace w skérze my-
szy szczepu CD-1, poddanych miejscowemu dziataniu in-
nego induktora stresu oksydacyjnego — 12-O-tetradeka-
noilo-13-acetylo-forbolu (TPA) [51]. Wykazano, ze PCA
w dawkach 5-20 uM zmniejszat nasilenie zapalenia to-
warzyszacego podaniu TPA, hamowal wytwarzanie nad-

tlenku wodoru oraz obnizat aktywnos$¢ mieloperoksydazy
(EC 1.11.1.7) w skorze zwierzat. Mieloperoksydaza obec-
na w neutrofilach jest odpowiedzialna za utlenianie m.in.
niektérych karcynogenéw z udziatem nadtlenku wodoru,
co odgrywa istotng rol¢ w ich biotransformacji.

Wartym podkreslenia jest to, ze w badaniach nad uszkodze-
niami oksydacyjnymi blony §luzowej okre¢znicy u szczu-
row, PCA nie wplywat ani na poziom zmodyfikowanej za-
sady — 8-OH-2’-deoksyguanozyny w DNA, ani na ekspresj¢
enzymdw zwigzanych z glutationem, tj. peroksydazy glu-
tationowej, syntazy ‘y-glutamylocysteinowej oraz transfe-
razy S-glutationowej (EC 3.1.2.7) [6].

Jednakze PCA, podobnie jak wiele innych znanych prze-
ciwutleniaczy np. kwas askorbinowy czy o-tokoferol, moze
w pewnych warunkach wykazywa¢ dziatanie prooksyda-
cyjne [42]. Wyniki badan wskazuja, ze PCA w matych ste-
zeniach dziata anty-, natomiast w duzych prooksydacyjnie
[1,35,36,37]. Na liniach immortalizowanych ludzkich komé-
rek nablonkowych dziasta S-G oraz komérek raka slinianki
HSG1 wykazano, ze PCA w duzych stezeniach (>10 mM)
indukowat stres oksydacyjny, o czym Swiadczyto nasile-
nie peroksydacji lipidéw w obecnosci jonéw Fe(Il) oraz
obnizenie poziomu GSH. PCA w stezeniu 2,5 nM nasilat
takze toksyczne dziatanie t-BHP [1]. Podobne obserwacje
poczyniono w niektérych badaniach in vivo. PCA w daw-
ce toksycznej (i.p. 500 mg/kg m.c.) obnizat stezenie GSH
w watrobie i nerce myszy szczepu ICR [36]. Zalezny od
dawki wptyw PCA zostatl potwierdzony w zmianach za-
chodzacych w skérze myszy po miejscowej ekspozycji na
TPA [35,37]. W kilku niezaleznych doswiadczeniach wy-
kazano, ze PCA podany w dawkach 1600 i 20000 nM na
0,5 lub 3 godziny przed aplikacja TPA, nasilat stres oksy-
dacyjny i stan zapalny w skorze zwierzat. Zwigkszat row-
niez poziom produktéw peroksydacji lipidéw, wytwarzanie
H,0,, aktywnos¢ mieloperoksydazy, obnizat zas stgzenie
GSH. Zastosowany natomiast przed TPA w dawce 16 nM
lub jednoczesnie z TPA, ale w duzych dawkach wywierat
dziatanie protekcyjne. Wyniki powyzszych badan in vivo
oraz in vitro na hodowli komérek ludzkiej biataczki pro-
mielocytarnej HL-60 sugeruja, ze dziatanie duzych dawek
moze by¢ zwigzane z utlenianiem PCA przez tyrozynaze
(EC 1.14.16.2), co prowadzi do powstania bardziej reak-
tywnych pochodnych — prawdopodobnie chinonowych, kt6-
re moga reagowaé z grupami nukleofilowymi glutationu
i biatek. Nastgpstwem tego jest ubytek GSH i zaburzenia
komérkowych uktadéw detoksykacyjnych, a takze modyfi-
kacje bialek, ktére moga indukowa¢ miejscowa reakcje im-
munologiczna nasilajaca skutki stresu oksydacyjnego.

Wplyw PCA na metabolizm karcynogenéw

Chemioprewencyjne dzialanie PCA moze by¢ takze zwigza-
ne z jego wptywem na metabolizm karcynogenéw. W proce-
sie tym uczestniczg dwie grupy enzyméw. Enzymy I etapu
biotransformacji naleza gtéwnie do nadrodziny cytochro-
mu P-450 i katalizuja m.in. reakcje hydroksylacji. W toku
tej przemiany moze dochodzi¢ do aktywacji metabolicz-
nej prokarcynogenéw, a powstale elektrofilowe metabolity
przejSciowe moga reagowac z zasadami DNA i tworzy¢ ad-
dukty. Natomiast enzymy II etapu detoksykacji katalizuja
sprzgganie karcynogendéw z kwasem glukuronowym, siarko-
wym lub z glutationem, czy tez przylaczaja inne grupy po-
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larne w miejsce hydroksylowych. Zwigksza to rozpuszczal-
nos¢ tych zwigzkéw w wodzie i utatwia wydalanie. Jednak
reakcje te moga prowadzi¢ takze do aktywacji niektérych
karcynogenéw. Do grupy tej sa zaliczane m.in. transfera-
za S-glutationowa (GST), UDP-glukuronozylotransferaza
(UDPGT; EC 2.4.1.17) i oksydoreduktaza NAD(P)H: chi-
nonowa (NQO1; EC 1.6.99.2) [5]. Wykazano, ze PCA ma
wplyw na enzymy uczestniczace zaréwno w I, jak i II eta-
pie biotransformacji karcynogendéw [3,11,18,45,46].

W badanich in vitro na mikrosomach hepatocytéw myszy PCA
hamowat aktywnos¢ katalityczna niektérych izoenzymoéw cy-
tochromu P-450, szczegdlnie CYP1A2, a w mniejszym stop-
niu — CYP1A1 oraz CYP2B indukowang przez fenobarbital
sodu lub 5,6-benzoflawon [3]. W badaniach in vivo wykaza-
no, ze jednorazowe podanie PCA szczurom wywiera silniej-
szy wplyw na aktywnos$¢ enzymoéw 11 II fazy niz podawanie
subchroniczne. PCA zastosowany jednorazowo u szczuréw
w dawce 250 lub 500 mg/kg m.c., obnizal aktywnos¢ CYP1A1,
CYP1A2 1 CYP2B w watrobie, a jedynie CYP2B w mikro-
somach, uzyskanych z homogenatéw nerki. PCA podany na
godzing przed aplikacja o-toluidyny, aminy aromatycznej me-
tabolizowanej przez CYP1A1, powodowat zwigkszenie aktyw-
nosci CYP1A11CYP1A2 w watrobie, a zwigkszenie aktyw-
nosci wytacznie CYP1A1 w nerce zwierzat. PCA zwigkszat
takze obnizona po podaniu o-toluidyny, aktywnos¢ GST [46].
Natomiast PCA podawany w dawce 50 mg/kg m.c. przez 2
tygodnie szczurom eksponowanym na 3-metylocholantren
(MC), powodowat zmniejszenie aktywnosci oraz obnizenie
stezenia biatek CYP1A1, CYP1A2 i CYP2E], a zwiekszenie
aktywnosci GST i NQO1 w watrobie zwierzat [18]. PCA ob-
nizat takze aktywnos¢ konstytutywna oraz indukowana przez
MC izoenzymu CYP2E1 w nerce szczuréw. Podanie samego
PCA nie wplywalo na zmiang aktywnosci izoenzyméw cyto-
chromu P-450, natomiast powodowato zmniejszenie aktywno-
Sci badanych enzyméw detoksykacyjnych, tj. GST, UDPGT
i NQOI1 w watrobie zwierzat.

PCA podany miejscowo na skére myszy w dawkach
81 16 uM zmniejszal aktywnos¢ hydroksylazy weglowo-
doréw aromatycznych (aktywnos¢ t¢ wykazuje giéwnie
CYP1A1), azwiekszat GST, UDPGT i NQOI [11]. Ponadto,
zastosowanie PCA przed miejscowa niezalezna aplikacja
dwdéceh karcynogendéw — benzo[a]pirenu i 7,12-dimetylo-
benzo[a]antracenu (DMBA) — powodowato zahamowa-
nie tworzenia wigzan kowalencyjnych miedzy epoksyda-
mi benzo[a]pirenodiolu oraz DMBA, a DNA w naskérku
zwierzat wraz ze zmniejszeniem liczby niektérych typow
adduktéw [45]. Podobne rezultaty uzyskano w badaniach
in vitro z uzyciem mikrosomoéw hepatocytéw pochodza-
cych od szczuréw poddanych dziataniu MC.

Wyniki badani wskazuja, ze PCA nie tylko wptywa na ak-
tywno$¢ enzymow zaangazowanych w metabolizm karcy-
nogendw, ale takze neutralizuje reaktywne metabolity po-
Srednie uniemozliwiajac tym samym ich wiagzanie z DNA.
Prawdopodobnie taczenie si¢ kwasu z zasadami DNA blo-
kuje miejsca wiazania karcynogenéw z DNA i zapobie-
ga powstawaniu mutacji i inicjacji procesu nowotworowe-
go [11]. Odmienny wptyw PCA na aktywnos¢ enzyméw
uczestniczacych w biotransformacji w badanych narzadach
moze czgsciowo thumaczy¢ réznice w skutecznosci fenolu
w prewencji nowotworéw w badaniach nad chemicznie in-
dukowang karcynogeneza u zwierzat doSwiadczalnych.

Inne mechanizmy przeciwnowotworowego dzialania
PCA

Dziatanie antyproliferacyjne PCA wykazywano na kilku li-
niach komérkowych m.in. immortalizowanych ludzkich ko-
moérkach gruczotu piersiowego HBL 100 oraz na komérkach
ludzkiego raka gruczotu piersiowego T47D, gruczolakora-
ka zotadka MKN45, gruczolakoraka ptuca PC14 i biataczki
promielocytarnej HL-60 [10,13,14,19,52]. Hamowanie pro-
liferacji komoérek nabtonkowych m.in. jamy ustnej, okrez-
nicy i pgcherza moczowego obserwowano takze na kilku
modelach karcynogenezy indukowanej przez zwiazki che-
miczne u zwierzat do§wiadczalnych [9,39,47,50].

Dziatanie antyproliferacyjne PCA moze by¢ pochodna jego
wlasnosci antyoksydacyjnych. Wykazano, ze niektére RFT,
takie jak np. nadtlenek wodoru petnia funkcj¢ wtérnych
przekaznikéw sygnatu w komérce. Moga one aktywowac
czynniki transkrypcyjne, takie jak NF-xB (nuclear fac-
tor kappa B) lub AP-1 (activator protein 1) i w ten sposéb
wplywac na ekspresjg gendw uczestniczacych w regulacji
cyklu komérkowego oraz apoptozy [17].

Inny mozliwy mechanizm antyproliferacyjnego dziatania PCA
to wplyw na metabolizm poliamin — putrescyny, sperminy
i spermidyny. Zwiazki te ingerujac w mechanizmy przeka-
zywania sygnalu w komérkach odgrywaja istotna rolg w pro-
cesie ich wzrostu i réznicowania. Wykazano, Ze nasilaja one
aktywnos¢ kinazy tyrozynowej (EC 2.7.1.112), indukuja ka-
skadeg kinaz MAPK (mitogen-activated protein kinase; EC
2.7.1.37) oraz stymuluja transkrypcje niektérych onkogenéw
np. c-Mye, c-jun lub c-fos. Produkty biatkowe tych onkogenéw
pehnia funkcje czynnikéw transkrypcyjnych i moga pobudzaé
proliferacj¢ komérek. Podstawowym enzymem w biosyntezie
poliamin jest dekarboksylaza ornitynowa (EC 4.1.1.17), kt6-
ra katalizuje przemiang ornityny w putrescyng. Zwigkszona
aktywnos¢ enzymu obserwowano w wielu zmianach przed-
nowotworowych i nowotworach [2]. Na niektérych modelach
chemicznie indukowanej karcynogenezy u gryzoni zaobser-
wowano, ze PCA obnizat aktywnos¢ enzymatyczna dekar-
boksylazy ornitynowej w narzadach docelowych oraz st¢ze-
nie poliamin w surowicy krwi [14,44,47,49,50].

W najnowszych badaniach stwierdzono, ze PCA wptywa
bezposrednio na proces replikacji DNA. Stagos i wsp. [43]
wykazali, ze PCA jest silnym inhibitorem topoizomerazy I,
enzymu odpowiedzialnego za katalizowanie reakcji przeci-
nania oraz taczenia polinukleotydowych taiicuchéw DNA.

PCA wptywa takze na eliminacjg¢ komérek w wyniku apop-
tozy. Na linii ludzkiej biataczki promielocytarnej HL-60,
PCA zwigkszal odsetek komérek w fazie G1 cyklu i in-
dukowat apoptoze. Zwigkszat takze poziom nieufosfory-
lowanego biatka Rb (retinoblastoma) oraz ekspresjg pro-
apoptotycznego biatka Bax. Zmniejszal natomiast poziom
biatka Rb o duzym stopniu fosforylacji oraz ekspresj¢ an-
tyapoptotycznego biatka Bcl-2 [52]. Warto pokreslié, ze
biatko Rb pelni wazna funkcje w regulacji cyklu komor-
kowego i apoptozy. Pod koniec fazy G1, po fosforylacji
biatka przez kompleksy cyklina D-kinaza zalezna od cy-
kliny 4/6 i cyklina E-kinaza zalezna od cykliny 2, uwol-
nione zostaja czynniki transkrypcyjne z rodziny E2F, ktére
po przylaczeniu bialek DP wiaza si¢ z obszarami promo-
torowymi genéw docelowych, stymulujac ich transkryp-
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cje 1 przejscie komoérki w kolejng faze cyklu. Natomiast
stabo ufosforylowane biatko Rb wiaze czynniki E2F, co
zapobiega transkrypcji genéw i zatrzymuje cykl komor-
kowy w fazie G1 [33]. Niezaleznie od zatrzymania cyklu,
biatko Rb bezposrednio hamuje przekazywanie sygnatoéw
Smierci w komoérce [58]. Jak podaja autorzy, obserwowane
po 9 godzinach od podania PCA obnizenie poziomu obu
postaci bialka, moze by¢ zwiazane z nacigciem ich taricu-
chéw poliaminokwasowych przez kaspazy i degradacja, co
w rezultacie pobudza apoptozg [52]. Ostatnie badania wy-
kazuja jednak, ze niektdre sposrdd biatek Rb o zmniejszo-
nej czasteczce moga hamowac apoptoze [20].

Istnieja doniesienia, ze PCA przeciwdziata apoptozie ini-
cjowanej za posrednictwem receptorow $mierci. Na li-
niach ludzkich komérek srédbtonka zyly pgpkowej oraz
chtoniaka T-komoérkowego Jurkat, PCA hamowal apop-
tozg indukowana przez TNF-o (tumor necrosis factor )
[61]. Zwigkszat takze aktywno$¢ czynnika transkrypcyjne-
go NF-xB, co byto konsekwencja nasilenia degradacji biat-
ka hamujacego IkBow w uktadzie proteosomalnym. Biatko
to tworzy w cytosolu kompleks z NF-xB, uniemozliwiajac
jego translokacje do jadra komérkowego. Po fosforylacji
IkBo przez swoista kinazg (EC 2.7.1) uwolniony NF-xB
przemieszcza si¢ do jadra i taczy z elementem kB w ob-
szarach promotorowych genéw docelowych w tym dzia-
tajacych antyapoptotycznie.

PCA hamowat takze apoptoze hepatocytéw indukowana
przez TNF-o. w badaniach in vivo nad doswiadczalna po-
socznica u gryzoni [22,32,59]. W przebiegu posocznicy
wywotanej podaniem lipopolisacharydu bakteryjnego do-
chodzi do uwolnienia wolnych rodnikéw oraz licznych cy-
tokin — mediatoréw zapalenia, co prowadzi w konsekwencji
do uszkodzenia wielu narzadéw. Wyktadnikiem morfolo-
gicznym uszkodzenia watroby w przebiegu wstrzasu en-
dotoksycznego jest apoptoza hepatocytow, ktéra wyzwala
wiazanie prozapalnej cytokiny TNF-a z receptorem $mierci
TNFRI1 (tumor necrosis factor receptor 1; p55). Ester izo-
propylowy PCA obnizat poziom TNF-o, zwigkszal nato-
miast poziom przeciwdzialajacej zapaleniu interleukiny 10
[59]. Procesowi temu towarzyszyta takze zwigkszona eks-
presja postaci indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS; EC
1.14.13.39) w hepatocytach, nasilone wytwarzanie tlenku
azotu oraz zwigkszenie stezenia zwiazkéw azotowych we
krwi. Wykazano, ze PCA i jego pochodne np. ester izopro-
pylowy PCA przeciwdziataja tym zjawiskom [22,58].

Weiryw PCA NA ROZWG) NOWOTWOROW INDUKOWANYCH PRZEZ
KARCYNOGENY CHEMICZNE

Chemioprewencyjne dziatanie PCA byto oceniane na kilku
modelach chemicznie indukowanej karcynogenezy u zwie-
rzat laboratoryjnych (tabela 1). Otrzymane wyniki wskazu-
ja, ze PCA w dawkach 200-2000 ppm skutecznie hamowat
rozwdj wigkszosci nowotworéw, szczegdlnie uktadu tra-
wiennego, i to zaréwno przy podawaniu substancji w fazie
indukcji, jak i promocji/progresji karcynogenezy.

PCA wykazat skuteczno$¢ w prewencji nowotwordw jamy
ustnej na kilku modelach doswiadczalnych. Zastosowany
w fazie indukcji lub promocji/progresji karcynogenezy
u szczura, zmniejszat czgstos¢ oraz liczbe zmian przed-
nowotworowych (rozrost i dysplazja) oraz nowotworéw

(brodawczaki i raki ptaskonablonkowe), wywotanych
przez 1-tlenek 4-nitrochinoliny (4-NQO) [47]. Na zmo-
dyfikowanym modelu do§wiadczalnym, pozwalajacym na
uzyskanie wigkszego odsetka rakéw w stadium zaawan-
sowanym, z uzyciem tego samego karcynogenu, PCA po-
dany w fazie progresji zmniejszat czgstos¢ wystgpowania
zmian przedrakowych oraz rakéw naciekajacych sasied-
nie narzady lub z przerzutami do ptuc [44]. U chomikéw
PCA podany w fazie promocji/progresji karcynogenezy
indukowanej przez 7,12-dimetylobenz[o]antracen istot-
nie zmniejszat wielko$¢ guzéw nowotworowych rozwija-
jacych si¢ w kieszonce policzkowej oraz powierzchnig zaj-
mowang przez zmiany przedrakowe, tj. ogniska nablonka
ptaskiego z cechami dysplazji, szczegdlnie matego i sred-
niego stopnia [39].

Na modelu karcynogenezy w jelicie szczura indukowanej
przez azoksymetan (AOM), PCA podany w czasie induk-
cji lub promocji/progresji zmniejszat liczbe ognisk niepra-
widltowych krypt (aberrant crypt foci), bedacych uznana
zmiang przedrakowa [17]. Wptywatl ponadto na zmniej-
szenie czegstosci i liczby nowotworéw jelita (gruczolakow
i rakéw gruczotowych) [50].

PCA podawany w fazie promocji/progresji karcynogene-
zy chomikom narazonym na N-nitrozo-bis(2-oksypropy-
lo)aming (BOP) powodowat istotne zmniejszenie czgstosci
wystgpowania duzych (>3 cm) oraz naciekajacych przyle-
gle narzady nowotwordéw trzustki [34].

PCA wplywal réwniez na nowotworzenie w watrobie
szczura indukowane przez dietylonitrozoaming (DEN)
[49]. Podawany w fazie indukcji lub promocji/progresji
karcynogenezy zmniejsza czgstosS¢ wystgpowania zmian
przednowotworowych pod postacia ognisk nieprawidto-
wych hepatocytéw (altered hepatocellular foci), charak-
teryzujacych si¢ m.in. brakiem akumulacji zelaza i do-
datnim odczynem immunohistochemicznym na izoforme
tozyskowa GST. Zmniejszat takze czgstos¢ wystgpowania
oraz liczbg nowotworéw z hepatocytéw, zaréwno gruczo-
lakéw, jak i rakéw.

Zmniejszenie czgstosci wystgpowania zmian przedrakowych
(rozrost i dysplazja) oraz nowotworéw pecherza moczo-
wego (brodawczaki i raki z nablonka przejSciowego, rza-
dziej raki ptaskonabtonkowe) po zastosowaniu PCA w fa-
zie indukcji lub promocji/progresji potwierdzono réwniez
u szczuréw po indukcji N-butylo-N-(4-hydroksybutylo)ni-
trozoaming (BBN) [9].

PCA wptywat takze na rozwé6j nowotwordw ptaskonabton-
kowych skéry w klasycznym dwustopniowym modelu kar-
cynogenezy z zastosowaniem DMBA jako induktora i TPA
jako promotora. Wykazano, ze podany miejscowo w matych
dawkach (<20 uM) na 5 minut przed aplikacja TPA w fa-
zie promocji/progresji karcynogenezy zmniejszat czgstosé
iliczbg zmian u myszy [51]. W innym do§wiadczeniu prze-
prowadzonym na tym samym modelu, dzialanie PCA zale-
zato od uzytej dawki oraz czasu jaki uptynat miedzy poda-
niem kwasu a aplikacja TPA. PCA zastosowany na 40 minut
przed TPA w dawce 160 a szczegdlnie 16 nM, zmniejszat czg-
stos¢ i liczbg zmian nowotworowych, podczas gdy w dawce
1600 nM zwigkszat obydwa parametry. Podanie PCA w duze;j
dawce — 20000 nM na 5 minut przed TPA zmniejszato liczbe
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Tabela 1. Ocena dziatania chemioprewencyjnego kwasu protokatechowego (PCA) na réznych modelach karcynogenezy indukowanej przez zwiazki
chemiczne u gryzoni

Gatunek/ Kwas protokatechowy Narzad Skutecznos¢
szazep Karcynogen dawka/sposéb  docelowy dzmiar!la Pismiennictwo
zwierzecia . schemat podawania prewencyjnego
podania
1- tlenek 4-nitrochinoliny  500; 1000; 2000 ppm 4-NQO+PCA .
Szczur F344 (4-NQO) /po. 4-NQO—sPCA jama ustna tak [47]
1- tlenek 4-nitrochinoliny .
Szczur F344 (4-NQO) 2000ppm/p.o.  4-NQO—4-NQO+PCA  jama ustna tak [44]
Ztoty chomik 712 kieszonka
.. dimetylobenz[a]antracen 200 ppm / p.o. DMBA—PCA . tak [39]
syryjski (DMBA) policzkowa
N-metylo-N'-nitro-N- . .
Szczur F344 nitrozoguanidyna (MNNG) 1500 ppm / p.o. MNNG—PCA przedzotadek nie [8]
Szczur F344 azoksymetan (AOM) 1000; 2000 ppm /p.o.  AOM+PCA—PCA jelito tak [14]
250; 500; 1000 ppm AOM-+PCA -
Szczur F344 azoksymetan (AOM) /po. AOM—sPCA jelito tak [50]
Ztoty chomik N-nitrozo-bis(2- .
syryiski oksypropylo)amina (BOP) 500; 1000 ppm / p.o. BOP—PCA trzustka tak [34]
) . . . DEN+PCA
SzczurF344  dietylonitrozoamina (DEN)  500; 1000 ppm / p.o. DEN—5PCA watroba tak [49]
ostabienie
lub nasilenie
r0ZWoju zmian
4-(metylonitrozoamino)- NNK+PCA nowotworowych
MyszA/J 1-(3-pirydylo)-1-butanon 1000 ppm / p.o. NNK—sPCA ptuco w zaleznosci [29]
(NNK) od schematu
podawania PCA —
roznice nieistotne
statystycznie
N-butylo-N-(4- . .
Szczur F344 hydroksybutylo) 500; 1000; 2000 ppm BBN-+PCA pecherz tak [9]
. : /p.o. BBN—PCA moczowy
nitrozoamina (BBN)
712-
dimetylobenzo[a]antracen . ... -
MyszCD-1  (DMBA)—>12:0- > 10 20 WM/ miEscowo ey ronipen  gra tak [51]
: na skore 5 min przed TPA
tetradekanoilo-13-acetylo-
forbol (TPA)
ostabienie
lub nasilenie
. 712 16; 160; 1600; 20000 nM fozwoju zmian
dimetylobenzo[a]antracen / mieiscowo na skre 0: nowotworowych
Mysz ICR (DMBA)—12-0- ) &Y DMBA—TPA+PCA skdra w zaleznosci od [37]
. 40 min lub 3 godz przed -
tetradekanoilo-13-acetylo- PA dawki i schematu
forbol (TPA) podawania PCA —
réznice statystycznie
istotne
2-amino-1-metylo-6-
2000 ppm / p.o. PhIP+PCA—PCA  gruczot piersiowy nie [30]

Szczur F344 fenylimidazo[4,5-b]pirydyna
(PhIP)

613



Postepy Hig Med Dosw (online), 2005; tom 59: 608-615

guzdéw, natomiast podanie na 3 godziny przed TPA istotnie
zwigkszato liczbg nowotworéw skéry u myszy [37].

Istnieja réwniez dane negujace chemioprewencyjng aktyw-
nos¢ PCA. W doswiadczalnych nowotworach ptuca u my-
szy wywotanych przez 4-(metylonitrozoamino)-1-(3-piry-
dylo)-1-butanon (NNK) stwierdzono zwigkszenie czgstosci
iliczby gruczolakéw w grupie zwierzat otrzymujacych PCA
w dawce 1000 ppm w fazie promocji/progresji, ale rézni-
ce nie byly istotne statystycznie. PCA w tej samej dawce,
aczkolwiek podawany jednoczesnie z karcynogenem nie-
znacznie hamowat rozwéj guzéw [29]. PCA w dawce 2000
ppm byl réwniez nieskuteczny w prewencji nowotworéw
rozwijajacych si¢ w przedzotadku [8] i gruczole piersio-
wym [30] szczura po podaniu odpowiednio N-metylo-N’-
-nitro-N-nitrozoguanidyny (MNNG) i 2-amino-1-metylo-
6-fenyloimidazo[4,5-b] pirydyny (PhIP).

Pobsumowanie

Kwas protokatechowy byt od dawna stosowany w medycynie
naturalnej, stanowi bowiem jedna z biologicznie aktywnych
substancji wyizolowanych z wielu popularnych roslin leczni-
czych rosnacych w réznych rejonach swiata [4,7,12,19,51,56].
Badania prowadzone w ciagu ostatnich kilkunastu lat wskazu-
ja, ze moze on znalez¢ zastosowanie takze w medycynie kon-
wencjonalnej, jako srodek w zapobieganiu chorobom ukta-
du krazenia oraz nowotworom [27,28,31,48,43]. Mechanizm
dziatania prewencyjnego kwasu protokatechowego opiera
si¢ na jego wilasnosciach przeciwutleniajacych, tj. hamowa-
niu generacji wolnych rodnikéw, zdolnosci do ich zmiatania
oraz zwigkszania aktywnosci katalitycznej endogennych en-
zymOw uczestniczacych w neutralizacji wolnych rodnikéw.
Duze znaczenie ma takze wptyw PCA na aktywnos¢ enzy-
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moéw zaangazowanych w I i II etap biotransformacji karcy-
nogenoéw oraz prawdopodobnie bezposrednie blokowanie
miejsc swoistego wigzania zmetabolizowanych karcynoge-
néw z czasteczka DNA, co zapobiega tworzeniu potencjal-
nie niebezpiecznych adduktéw. Jednak inne aspekty chemio-
prewencyjnego dziatania kwasu, np. wptyw na aktywnosc
postaci indukowanych cyklooksygenazy (COX-2) i syntazy
tlenku azotu (iNOS) oraz bialek regulujacych przebieg cy-
klu komérkowego sa, jak dotad, stabo poznane.

Pewne zastrzezenia co do bezpieczenistwa stosowania kwa-
su protokatechowego u ludzi budza pojedyncze doniesienia
o nasilaniu przez t¢ substancje stresu oksydacyjnego oraz
zwigkszaniu liczby niektdrych typéw nowotwordw u zwie-
rzat doswiadczalnych [1,35,36,37]. Jednakze oba zjawiska
obserwowano stosujac jedynie bardzo duze dawki. Dzienne
spozycie kwasu protokatechowego nie zostato co prawda do-
ktadnie okreslone, ale biorac pod uwagg to, ze jego zawartos¢
w produktach spozywczych rzadko osiaga wartos¢ 2—10 ug/
g, to jest ono prawdopodobnie znacznie ponizej 1 mg/kg m.c.
Przyjmowane z dieta dawki PCA sa wigc przynajmniej 100—
500 razy mniejsze niz te, ktére wywotywaty dziatania niepo-
zadane opisane w kilku pracach [7,21,36]. Wspomnie¢ jednak
nalezy, ze PCA moze by¢ jednym z aktywnych metabolitéw
roslinnych zwiazkéw fenolowych o bardziej ztozonej budowie
strukturalnej, np. antocyjanéw, a wigc jego stezenie w organi-
zmie moze by¢ wyzsze niz wynikatoby to z zawartosci samego
kwasu w spozywanych produktach [53]. Dlatego przy ewen-
tualnym opracowaniu strategii chemioprewencji z udzialem
kwasu protokatechowego u ludzi nalezy uwzglednic zaréw-
no jego zawarto$¢ w codziennej diecie, jak réwniez spozycie
innych naturalnych lub syntetycznych zwiazkéw przeciwutle-
niajacych, ktére same moga w pewnych warunkach nasila¢
niepozadane dziatania kwasu protokatechowego.

[1] Babich H., Sedletcaia A., Kenigsberg B.: In vitro cytotoxicity of pro-
tocatechuic acid to cultured human cells from oral tissue: involvement
in oxidative stress. Pharmacol. Toxicol., 2002; 91: 245-253

[2] Bachrach U., Wang Y.C., Tabib A.: Polyamines: new cues in cellular
signal transduction. News Physiol. Sci., 2001; 16: 106-109

[3] Baer-Dubowska W., Szaefer H., Krajka-Kuzniak V.: Inhibition of mu-
rine hepatic cytochrome P450 activities by natural and synthetic phe-
nolic compounds. Xenobiotica, 1998; 28: 735-743

[4] Ellnain-Wojtaszek M.: Phenolic acids from Ginkgo biloba L. Part I1.
Quantitative analysis of free and liberated by hydrolysis phenolic acids.
Acta Pol. Pharm., 1997; 54: 229-232

[5] Guengerich F.P.: Metabolism of chemical carcinogens. Carcinogenesis,
2000; 21: 345-351

[6] Guglielmi F., Luceri C., Giovannelli L., Dolara P., Lodovici M.: Effect
of 4-coumaric and 3,4-dihydroxybenzoic acid on oxidative DNA da-
mage in rat colonic mucosa. Br. J. Nutr., 2003; 89: 581-587

[7] Herrmann K.: Occurrence and content of hydroxycinnamic and hydro-
xybenzoic acid compounds in foods. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 1989;
28: 315-347

[8] Hirose M., Kawabe M., Shibata M., Takahashi S., Okazaki S., Ito N.:
Influence of caffeic acid and o-dihydroxybenzene derivatives on N-
methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine-initiated forestomach carcinoge-
nesis. Carcinogenesis, 1992; 13: 18251828

[9] Hirose Y., Tanaka T., Kawamori T., Ohnishi M., Makita H., Mori H.,
Satoh K., Hara A.: Chemoprevention of urinary bladder carcinoge-
nesis by the natural phenolic compound protocatechuic acid in rats.
Carcinogenesis, 1995; 16: 2337-2342

[10] Hudson E.A., Dinh P.A., Kokubun T., Simmonds M.S., Gescher A.:
Characterization of potentially chemopreventive phenols in extracts

of brown rice that inhibit the growth of human breast and colon can-
cer cells. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 2000; 9: 1163-1170

[11] Ignatowicz E., Balana B., Vulimiri S.V., Szaefer H., Baer-Dubowska
W.: The effect of plant phenolics on the formation of 7,12-dimethyl-
benz[a]anthracene-DNA adducts and TPA-stimulated polymorpho-
nuclear neutrophils chemiluminescence in vitro. Toxicology, 2003;
189: 199-209

[12] Jurgenliemk G., Nahrstedt A.: Phenolic compounds from Hypericum
perforatum. Planta Med., 2002; 68: 88-91

[13] Kampa M., Alexaki V.I., Notas G., Nifli A.P., Nistikaki A., Hatzoglou
A., Bakogeorgou E., Kouimtzoglou E., Blekas G., Boskou D., Gravanis
A., Castanas E.: Antiproliferative and apoptotic effects of selective
phenolic acids on T47D human breast cancer cells: potential mecha-
nisms of action. Breast Cancer Res., 2004; 6: R63-R74

[14] Kawamori T., Tanaka T., Kojima T., Suzui M., Ohnishi M., Mori H.:
Suppression of azoxymethane-induced rat colon aberrant crypt foci by
dietary protocatechuic acid. Jpn. J. Cancer Res., 1994; 85: 686—-691

[15] Kayano S., Kikuzaki H., Fukutsuka N., Mitani T., Nakatani N.:
Antioxidant activity of prune (Prunus domestica L.) constituents and
a new synergist. J. Agric. Food Chem., 2002; 50: 3708-3712

[16] Kikuzaki H., Kawai Y., Nakatani N.: 1,1-Diphenyl-2-picrylhydra-
zyl radical-scavenging active compounds from greater cardamom
(Amomum subulatum Roxb.). J. Nutr. Sci. Vitaminol. (Tokyo), 2001;
47: 167-171

[17] Klaunig J.E., Kamendulis L.M.: The role of oxidative stress in carci-
nogenesis. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 2004; 44: 239-267

[18] Krajka-Kuzniak V., Szaefer H., Baer-Dubowska W.: Modulation of 3-
methylcholanthrene-induced rat hepatic and renal cytochrome P450
and phase II enzymes by plant phenols: protocatechuic and tannic
acids. Toxicol. Lett., 2004; 152: 117-126

[19] Lee L.R., Yang M.Y.: Phenolic compounds from Duchesnea chrysan-
tha and their cytotoxic activities in human cancer cell. Arch. Pharm.
Res., 1994; 17: 476479

614



Szumito J. - Kwas protokatechowy w prewencji nowotworéw

[20] Lemaire C., Godefroy N., Costina-Parvu I., Rincheval V., Renaud F.,
Trotot P., Bouleau S., Mignotte B., Vayssiere J.L.: Caspase-9 can an-
tagonize p53-induced apoptosis by generating a p76(Rb) truncated
form of Rb. Oncogene, 2005; 24: 3297-3308

[21] Li P,, Wang X.Q., Wang H.Z., Wu Y.N.: High performance liquid chro-
matographic determination of phenolic acids in fruits and vegetables.
Biomed. Environ. Sci., 1993; 6: 389-398

[22] Lin W.L., Hsieh Y.J., Chou F.P.,, Wang C.J., Cheng M.T., Tseng T.H.:
Hibiscus protocatechuic acid inhibits lipopolysaccharide-induced rat
hepatic damage. Arch. Toxicol., 2003; 77: 4247

[23] Liu C.L., Wang J.M., Chu C.Y., Cheng M.T., Tseng T.H.: In vivo pro-
tective effect of protocatechuic acid on tert-butyl hydroperoxide-in-
duced rat hepatotoxicity. Food Chem. Toxicol., 2002; 40: 635-641

[24] Liu R.H.: Potential synergy of phytochemicals in cancer prevention:
mechanism of action. J. Nutr., 2004; 134 (12 Suppl.): 3479S-3485S

[25] Lodovici M., Guglielmi F., Meoni M., Dolara P.: Effect of natural phe-
nolic acids on DNA oxidation in vitro. Food Chem. Toxicol., 2001;
39: 1205-1210

[26] Makris D.P., Rossiter J.T.: Comparison of quercetin and a non-ortho-
hydroxy flavonol as antioxidants by competing in vitro oxidation re-
actions. J. Agric. Food Chem., 2001; 49: 3370-3377

[27] Masella R., Vari R., D’Archivio M., Di Benedetto R., Matarrese P.,
Malorni W., Scazzocchio B., Giovannini C.: Extra virgin olive oil
biophenols inhibit cell-mediated oxidation of LDL by increasing the
mRNA transcription of glutathione-related enzymes. J. Nutr., 2004;
134: 785-791

[28] Masella R., Cantafora A., Modesti D., Cardilli A., Gennaro L., Bocca
A., Coni E.: Antioxidant activity of 3,4-DHPEA-EA and protocate-
chuic acid: a comparative assessment with other olive oil biophenols.
Redox Rep., 1999; 4: 113-121

[29] Mori H., Matsunaga K., Tanakamaru Y., Kawabata K., Yamada Y.,
Sugie S., Nishikawa A.: Effects of protocatechuic acid, s-methylme-
thanethiosulfonate or 5-hydroxy-4-(2-phenyl-(E)ethenyl)-2(SH)-fura-
none(K'YN-54) on 4-(methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)- 1-butanone-
induced pulmonary carcinogenesis in mice. Cancer Lett., 1999; 135:
123-127

[30] Mori H., Sugie S., Rahman W., Suzui N.: Chemoprevention of 2-ami-
no-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine-induced mammary car-
cinogenesis in rats. Cancer Lett., 1999; 143: 195-198

[31] Mori H., Tanaka T., Sugie S., Yoshimi N., Kawamori T., Hirose Y.,
Ohnishi M.: Chemoprevention by naturally occurring and synthetic
agents in oral, liver, and large bowel carcinogenesis. J. Cell Biochem.,
1997; 27(Suppl.): 35-41

[32] Morikawa A., Kato Y., Sugiyama T., Koide N., Chakravortty D., Yoshida
T., Yokochi T.: Role of nitric oxide in lipopolysaccharide-induced he-
patic injury in D-galactosamine-sensitized mice as an experimental
endotoxic shock model. Infect. Immun., 1999; 67: 1018-1024

[33] Mundle S.D., Saberwal G.: Evolving intricacies and implications of
E2F1 regulation. FASEB J., 2003; 17: 569-574

[34] Nakamura H., Nishikawa A., Furukawa F., Kasahara K., Miyauchi
M., Son H.Y., Hirose M.: Inhibitory effects of protocatechuic acid on
the post-initiation phase of hamster pancreatic carcinogenesis induced
by N-nitrosobis(2-oxopropyl)amine. Anticancer Res., 2000; 20(5B):
3423-3427

[35] Nakamura Y., Torikai K., Ohigashi H.: A catechol antioxidant pro-
tocatechuic acid potentiates inflammatory leukocyte-derived oxida-
tive stress in mouse skin via a tyrosinase bioactivation pathway. Free
Radic. Biol. Med., 2001; 30: 967-978

[36] Nakamura Y., Torikai K., Ohigashi H.: Toxic dose of a simple phe-
nolic antioxidant, protocatechuic acid, attenuates the glutathione le-
vel in ICR mouse liver and kidney. J. Agric. Food Chem., 2001; 49:
5674-5678

[37] Nakamura Y., Torikai K., Ohto Y., Murakami A., Tanaka T., Ohigashi
H.: A simple phenolic antioxidant protocatechiuc acid enhances tumor
promotion and oxidative stress in female ICR mouse skin: dose-and
time-dependent enhancement and involvement of bioactivation by ti-
rosinase. Carcinogenesis, 2000; 21: 1899-1907

[38] Njalsson R., Norgren S.: Physiological and pathological aspects of
GSH metabolism. Acta Paediatr., 2005; 94: 132—137.

[39] Ohnishi M., Yoshimi N., Kawamori T., Ino N., Hirose Y., Tanaka T.,
Yamahara J., Miyata H., Mori H.: Inhibitory effects of dietary proto-
catechiuc acid and costunolide on 7,12-dimethylbenz[a]anthracene-in-
duced hamster cheek pouch carcinogenesis. Jpn. J. Cancer Res., 1997;
88: 111-119

[40] Sang S., Lapsley K., Jeong W.S., Lachance P.A., Ho C.T., Rosen R.T.:
Antioxidative phenolic compounds isolated from almond skins (Prunus
amygdalus Batsch). J. Agric. Food Chem., 2002; 50: 2459-2463

[41] Sroka Z., Cisowski W.: Hydrogen peroxide scavenging, antioxidant
and anti-radical activity of some phenolic acids. Food Chem. Toxicol.,
2003; 41: 753-758

[42] Sroka Z., Gamian A., Cisowski W.: Niskoczasteczkowe zwiazki prze-
ciwutleniajace pochodzenia naturalnego. Post. Hig. Med. Dosw., 2005;
59: 3441

[43] Stagos D., Kazantzoglou G., Magiatis P., Mitaku S., Anagnostopoulos
K., Kouretas D.: Effects of plant phenolics and grape extracts from

Greek varieties of Vitis vinifera on Mitomycin C and topoisomerase
I-induced nicking of DNA. Int. J. Mol. Med., 2005; 15: 1013—1022

[44] Suzuki R., Kohno H., Sugie S., Tanaka T.: Dietary protocatechuic acid
during the progression phase exerts chemopreventive effects on che-
mically induced rat tongue carcinogenesis. Asian Pac. J. Cancer Prev.,
2003; 4: 319-326

[45] Szaefer H., Cichocki M., Brauze D., Baer-Dubowska W.: Alteration
in phase I and II enzyme activities and polycyclic aromatic hydrocar-
bons-DNA adduct formation by plant phenolics in mouse epidermis.
Nutr. Cancer, 2004; 48: 70-77

[46] Szaefer H., Jodynis-Liebert J., Cichocki M., Matuszewska A., Baer-
Dubowska W.: Effect of naturally occurring plant phenolics on the
induction of drug metabolizing enzymes by o-toluidine. Toxicology,
2003; 186: 67-77

[47] Tanaka T., Kawamori T., Ohnishi M., Okamoto K., Mori H., Hara A.:
Chemoprevention of 4-nitroquinoline 1-oxide-induced oral carcino-
genesis by dietary protocatechuic acid during initiation and postini-
tiation phases. Cancer Res., 1994; 54: 2359-2356

[48] Tanaka T., Kojima T., Kawamori T., Mori H.: Chemoprevention of di-
gestive organs carcinogenesis by natural product protocatechuic acid.
Cancer, 1995; 75: 14331439

[49] Tanaka T., Kojima T., Kawamori T., Yoshimi N., Mori H.:
Chemoprevention of diethylnitrosamine-induced hepatocarcinogene-
sis by a simple phenolic acid protocatechuic acid in rats. Cancer Res.,
1993; 53: 2775-2779

[50] Tanaka T., Kojima T., Suzui M., Mori H.: Chemoprevention of colo-
nic carcinogenesis by the natural product of a simple phenolic com-
pound protocatechuic acid: suppressing effect on tumor development
and biomarkers expression of colon tumorogenesis. Cancer Res., 1993;
53:3908-3913

[51] Tseng T.H., Hsu J.D., Lo M.H., Chu C.Y., Chou F.P., Huang C.L.,
Wang C.J.: Inhibitory effect of Hibiscus protocatechuic acid on tu-
mor promotion in mouse skin. Cancer Lett., 1998; 126: 199-207

[52] Tseng T.H., Kao T.W., Chu C.Y., Chou F.P, Lin W.L., Wang C.J.:
Induction of apoptosis by Hibiscus protocatechuic acid in human leu-
kemia cells via reduction of retinoblastoma (RB) phosphorylation and
Bcl-2 expression. Biochem. Pharmacol., 2000; 60: 307-315

[53] Tsuda T., Horio F., Osawa T.: Absorption and metabolism of cyanidin
3-O-beta-D-glucoside in rats. FEBS Lett., 1999; 449: 179-182

[54] Uchida K., Shiraishi M., Naito Y., Torii Y., Nakamura Y., Osawa T.:
Activation of stress signaling pathways by the end product of lipid pe-
roxidation. 4-hydroxy-2-nonenal is a potential inducer of intracellular
peroxide production. J. Biol. Chem., 1999; 274: 2234-2242

[55] Ueda J., Saito N., Shimazu Y., Ozawa T.: A comparison of scaven-
ging abilities of antioxidants against hydroxyl radicals. Arch. Biochem.
Biophys., 1996; 333: 377-384

[56] Valentova K., Cvak L., Muck A., Ulrichova J., Simanek V.: Antioxidant
activity of extracts from the leaves of Smallanthus sonchifolius. Eur.
J. Nutr., 2003; 42: 61-66

[57] Wang J.Y.: Nucleo-cytoplasmic communication in apoptotic respon-
se to genotoxic and inflammatory stress. Cell Res., 2005; 15: 43-48

[58] YanJ.J., Jung J.S., Hong Y.J., Moon Y.S., Suh H.W., Kim Y.H., Yun-
Choi H.S., Song D.K.: Protective effect of protocatechuic acid isopro-
pyl ester against murine models of sepsis: inhibition of TNF-alpha and
nitric oxide production and augmentation of IL-10. Biol. Pharm. Bull.,
2004; 27: 2024-2027

[59] Yen G.C., Hsiech C.L.: Reactive oxygen species scavenging activity
of Du-zhong (Eucommia ulmoides oliv.) and its active compounds. J.
Agric. Food Chem., 2000; 48: 3431-3436

[60] Yoshino M., Murakami K.: Interaction of iron with polyphenolic com-
pounds: application to antioxidant characterization. Anal. Biochem.,
1998; 257: 40-44

[61] Zhou-Stache J., Buettner R., Artmann G., Mittermayer C., Bosserhoff
A K.: Inhibition of TNF-alpha induced cell death in human umbilical
vein endothelial cells and Jurkat cells by protocatechuic acid. Med.
Biol. Eng. Comput., 2002; 40: 698-703

615



