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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Sulforafan (SFN) jest naturalnym izotiocyjanianem wystepujacym w warzywach krzyzowych,
gtéwnie brokutach. Badania prowadzone w ostatnich latach wskazuja na wielokierunkowe od-
dziatywanie zwiazku, przemawiajace za mozliwoscia jego wykorzystania w profilaktyce i lecze-
niu choréb nowotworowych. Ochronne wiasciwosci SFN zaobserwowano we wszystkich fazach
procesu kancerogenezy. Na etapach poprzedzajacych nowotworzenie mechanizm dziatania fito-
sktadnika polega na modulowaniu aktywnosci enzyméw zaangazowanych w 11 II etap biotrans-
formacji niektérych karcynogenéw oraz prawdopodobnie na bezposrednim blokowaniu ich miejsc
wigzania z czasteczka DNA. Nastgpstwem tych wtasciwosci jest zapobieganie powstawaniu ad-
duktow DNA, ktére mogtyby daé poczatek mutacji. Poza tym aktywnos$¢ SFN jest wymierzona
w komorki nowotworowe. Wykazano, ze zwigzek zapobiega ich ekspansji poprzez ingerowanie
w procesy komérkowe obejmujace proliferacje, réznicowanie i apoptozg. W badaniach na liniach
komoérek nowotworowych réznych narzadéw zaobserwowano zdolnos¢ SFN do blokowania cy-
klu komérkowego gtéwnie w fazie G2/M. W odpowiedzi na wyzsze stgzenia SFN nastgpowa-
o uruchamianie szlakéw $mierci apoptotycznej. Mozliwos¢ zastosowania SFN wobec nowotwo-
réw inwazyjnych znalazta poparcie w nielicznych badaniach in vitro, wskazujacych jednakze na
jego dziatanie antyangiogenne i antyprzerzutowe. Dodatkowy mechanizm ochronny tego zwiaz-
ku moze polega¢ na oddziatywaniu przeciwzapalnym i przeciwbakteryjnym.

Praca, poza charakterystyka aktywnosci biologicznej SFN uwzglednia wplyw jego biodostegp-
nosci oraz dystrybucji w ludzkim organizmie na potencjat przeciwkancerogenny, a takze wptyw
uwarunkowan genetycznych poszczegdlnych osobnikéw na szanse powodzenia dziatan prewen-
cyjnych opartych na suplementacji tym izotiocyjanianem.

sulforafan ¢ chemioprewencja nowotworéw ¢ metabolizm ¢ biodostepnosé

Summary

Sulforaphane (SFN) is an isothiocyanate that is naturally present in cruciferous vegetables, with
high concentration in broccoli. The results of the most recent studies indicate multi-targeted sul-
foraphane actions which may contribute to prevention and therapy of cancer. Protective properties
of sulforaphane have been observed in every stage of carcinogenesis. The mechanism of protec-
tion against the initiation of carcinogenesis by SFN includes modulation of phase I and II xeno-
biotic-metabolizing enzymes, as well as direct blocking of specific binding sites of carcinogens
with the DNA molecule. As a result, sulforaphane inhibits DNA adduct formation, thus redu-
cing the risk of mutations. Further sulforaphane activity is targeted at cancer cells and prevents
their expansion due to regulation of proliferation and induction of differentiation or apoptosis.
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In vitro studies using various types of cancer cells have revealed the ability of SFN to arrest the
cell cycle, particularly in G2/M, while SFN at higher concentration is shown to activate apopto-
tic pathways. The possible SFN anticancer effect in the progression stage of carcinogenesis has
been proved by only a few studies, which provide evidence for its antiangiogenic and antimeta-
static influence. Additionally, SFN exhibits anti-inflammatory and antibacterial effects relevant
to cancer prevention.

Apart from the biological activity of SFN, this review also focuses on its bioavailability and tis-
sue distribution as well as individuals’ genetic predispositions as significant factors influencing
the potential efficiency of chemoprevention using this compound.
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Wykaz skrétow:  ACF - aberracje krypt jelitowych (aberrant crypt foci); AIF - czynnik indukujacy apoptoze (apoptosis

inducing factor); Akt - kinaza Akt; AP-1 - kompleks biatkowy; Apaf-1 - czynnik typu 1 aktywujgcy
proteaze apoptotyczng (apoptotic protease activating factor 1); ARE - element odpowiedzi na
antyoksydanty (antioxidant responsive element); CDK - kinazy zalezne od cyklin (cyclin-dependent
kinases); COX-2 - cyklooksygenaza 2; CYP - cytochrom P-450; DR5 - receptor $mierci 5 (death
receptor 5); ERK - kinaza regulowana przez sygnaty zewnatrzkomarkowe; Flk1/KDR (VEGFR-2)

- receptor czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor receptor 2);
GSH - glutation (glutathione); GST - transferaza glutationowa; HDAC - deacetylaza histonowa;
HMGB1 - biatko duzej mobilnosci B1 (hight mobility group box 1); HO-1 - oksygenaza hemowa;
IL-1 - interleukina 1; IL-1f - interleukina 1[3; iNOS - syntaza tlenku azotu; IkBa - biatko
inhibitorowe zwigzane z cytosolowym NF-kB; JNK - kinaza NH2-terminalna c-jun;

LPS - lipopolisacharyd; MAPK - mitogennie aktywowane kinazy biatkowe; MMP - potencjat
btony mitochondrialnej (mitochondrial membrane potential), MRP2 - biatko opornosci
wielolekowej (multidrug resistance protein 2); MT - metalotioneiny (izoformy MT-1, MT-11); NAC -
N-acetylocysteina; NDMA - N-nitrozodimetyloamina; NF-kB - czynnik transkrypcyjny kB (nuclear
factor kB), NO - tlenek azotu, NQO1 - oksydoreduktaza NAD(P)H: chinonowa; Nrf2 - czynnik
transkrypcyjny (NF-E2-related factor); PARP - polimeraza poli(ADP-rybozy); PCNA - antygen
proliferacyjny (proliferating cell nuclear antigen); P . - wspdtczynnik przepuszczalno$ci efektywnej
(effective permeability coefficient); PEITC - izotiocyjanian fenyloetylu (phenethyl isothiocyanate);
PGE2 - receptor prostaglandynowy E2; QR - reduktaza chinonowa; ROS - reaktywne formy tlenu
(reactive oxygen species); SFN - sulforafan; TNF-¢. - czynnik martwicy nowotwordw o (tumor
necrosis factor a); TRAIL - ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacego apoptoze (TNF
related apoptosis inducing-ligand), UGT - UDP-glukuronylotransferaza, y-GCS - syntetaza
Y-glutamylocysteiny.

WPROWADZENIE

Wzrost zachorowan na nowotwory stat si¢ impulsem do po-
szukiwania sposobéw zapobiegania procesom zwigzanym
z inicjacja i rozwojem tych choréb. Zainteresowanie na-
ukowcow koncentruje si¢ na mozliwosciach zastosowania
sktadnikéw diety w celu ograniczania powstawania i roz-
woju nowotwordw. Opisana strategia nosi nazwe chemio-
prewencji i opiera si¢ na wykorzystaniu nietoksycznych

srodkéw farmakologicznych i substancji naturalnych obec-
nych w zywnos$ci do zatrzymania lub spowalniania pro-
cesu kancerogenezy, a nawet odwracania juz powstatych
zmian [33]. Zainteresowanie chemioprewencja nowotwo-
row wzrasta, a nadzieje wiazane z ta metoda w leczeniu
choréb nowotworowych staja si¢ realne, biorac pod uwage
to, ze rozwdj nowotworu inwazyjnego jest procesem wie-
loetapowym i zwykle dtugotrwatym. Dodatkowo niesatys-
fakcjonujace wyniki oraz dziatania niepozadane tradycyjne;j
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terapii nowotworowej, zwiazane przede wszystkim z cyto-
toksycznym dziataniem na komérki prawidiowe, wymu-
szaja konieczno$¢ poszukiwania bezpiecznych Srodkéow
pochodzenia naturalnego o swoistym oddzialywaniu ce-
lowanym w komorki nowotworowe.

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze cennym Zrédtem
substancji chemioprewencyjnych moga by¢ warzywa krzy-
zowe. Stwierdzono, ze zawarte w nich fitozwiazki sa zdol-
ne do zmniejszania ryzyka zachorowania na nowotwory
ptuc [61,88,93], piersi [1,26], jelita grubego [59,81] i gru-
czotu krokowego [32,47]. Prozdrowotne wtasciwosci wa-
rzyw z rodziny Brassicaceae sa zwiazane przede wszyst-
kim z obecnoscia biologicznie aktywnych izotiocyjanianéw.
Najlepiej scharakteryzowanym przedstawicielem tej gru-
py zwiazkéw o potencjalnym zastosowaniu w profilaktyce
choréb nowotworowych jest sulforafan (SFN). Praca oma-
wia mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania tego
zwigzku w poszczegdlnych etapach kancerogenezy w po-
réwnaniu z dotychczasowa wiedza na temat jego biodo-
stegpnosci 1 farmakokinetyki.

WYSTEPOWANIE, METABOLIZM | BIODOSTEPNOSG SFN

Prekursorem SEN jest glukorafanina — glukozynolan wy-
stgpujacy w warzywach krzyzowych. Gtéwnym Zrédtem
tego zwiazku sa brokuty, zawierajace Srednio 0,8-21,7 umo-
li glukorafaniny w 1 g suchej masy [56]. Badania Lianga
1 wsp. potwierdzaja zasobnos$¢ brokutéw w SFN i jed-
noczesnie zwracaja uwage na wahania jego zawartosci
(0,008-0,18 umoli/g §wiezej masy) w zaleznos$ci od ana-
lizowanej odmiany warzywa [58]. Wigksze ilosci glukora-
faniny zostaly wykryte w kietkach brokutowych kilka dni
po skietkowaniu, natomiast wraz z wydtuzaniem czasu ho-
dowli stezenie tego zwiazku szybko malato. W literaturze
pojawiaja si¢ wzmianki o uzyskaniu nowych odmian tzw.
,,superbrokutéw” charakteryzujacych sig znacznie wigksza
zawartoscia izotiocyjanianéw, niz odmiany tradycyjne [64].

SFN powstaje jako produkt reakcji hydrolizy glukorafaniny.
Wspomniana przemiana wymaga obecnosci enzymu miro-
zynazy, uwalnianego podczas rozdrabniania tkanki roslin-
nej. W nastgpstwie gotowania brokutéw mirozynaza ule-
ga denaturacji, wskutek czego konwersja glukozynolanéw
do izotiocyjanianéw jest mato wydajna. Po dostarczeniu
do organizmu w wigkszosci nienaruszonych glukozynola-
néw, ich przemiana do aktywnych izotiocyjanianéw moze
nastapi¢ dopiero w jelicie grubym, dzigki aktywnosci en-
zymatycznej obecnej tam mikroflory [17].

Badania z wykorzystaniem szczuréw F344 karmionych glu-
korafaning dowodza, ze zwiazek ulega absorpcji w postaci
natywnej, a nastgpnie w wyniku krazenia watrobowo-je-
litowego wraca do jelita, gdzie podlega dalszym przemia-
nom [8]. Jako koricowe produkty metabolizmu, wykrywa-
ne w moczu, powstaja pochodne skoniugowane z cysteina
i N-acetylocysteing (NAC) —ryc. 1 [49,101].

Absorpcja i biodostgpnos¢ SFN zaleza od poczatkowe-
go etapu metabolizmu — hydrolizy glukorafaniny z udzia-
fem mirozynazy. W pracy Conawaya i wsp. podkreslono,
ze inaktywacja tego enzymu znaczaco wptywa na biodo-
stgpnos¢ izotiocyjanianéw [17]. W wyniku spozywania
Swiezych brokuléw osiagnigto prawie 3-krotnie wyzsze
stgzenia izotiocyjanianéw w moczu niz po zjedzeniu bro-
kutéw gotowanych na parze [17]. Badania Shapiro wska-
zaly 6-krotne obnizenie biodostgpnosci SFN, gdy przemia-
na glukozynolanéw do izotiocyjanianéw nie zachodzita
z udzialem mirozynazy [82]. Z tego wzgledu do osiagnig-
cia wigkszych korzysci zdrowotnych zaleca si¢ spozywa-
nie surowych brokutéw.

AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA SFN

Dane literaturowe dowodza, ze SFN wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe na réznych etapach procesu kance-
rogenezy — ryc 2. Pierwsze prace badawcze poswigcone

592



Tomczyk J. i Olejnik A. - Sulforafan - potencjalny czynnik w prewencii i terapii...

ETAP KANCEROGENEZY

[©0

uszkodzenie DNA

INICACJA

mutacja
(zainicjowana komérka)

y

D

zmiana
przednowotworowa

PROMOCIA

\

angiogeneza

y

przerzutowanie

PROGRESJA

AKTYWNOSC SULFORAFANU

d AKTYWNOSC ANTYPROLIFERACYINA
transformacja i\owotworowa

% INDUKCIA ROZNICOWANIA

e S INDUKCIA APOPTOZY
OGRANICZANIE ANGIOGENEZY

INHIBICJA PRZERZUTOWANIA

Ryc. 2. Mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego
SEN na poszczegélnych etapach procesu

s PROKANCEROGEN ~——————> DETOKSYKACIA kancerogenezy
S enzymy Il fazy
3 cv/
g MODULACIA ENZYMOW METABOLIZMU
s KANCEROGEN KANCEROGENOW
¥
S DZIALANIE PRZECIWGENOTOKSYCZNE

aktywnosci biologicznej SFN zwracaja uwage na zaanga-
zowanie opisywanej substancji w zmniejszanie ryzyka for-
mowania zmian DNA przez wspomaganie metabolizmu
i usuwanie czynnikéw mutagennych oraz genotoksycznych,
a takze bezposrednie obnizanie ich reaktywnosci [5,62].
Na etapie promocji procesu nowotworzenia SEN, ingerujac
w proliferacje, cykl komdrkowy, procesy apoptozy i rozni-
cowania komoérek nowotworowych, moze zapobiegac eks-
pansji komoérek zmienionych genetycznie i ograniczac for-
mowanie zmian nowotworowych [23,25,27,28]. W fazie
progresji nowotworu aktywnos¢ tego zwiazku wydaje si¢
znacznie mniejsza, cho¢ w badaniach in vitro obserwowa-
no jego udziat w zaktécaniu angiogenezy [2,7] i przerzuto-
wania [90]. Poza wymienionymi mechanizmami dziatania
SFN istotne dla ochrony przed chorobami nowotworowy-
mi moga by¢ réwniez jego wlasciwosci przeciwbakteryj-
ne [21,34] i przeciwzapalne [11,36,60].

Dziatania PREWENCYINE SFN

Regulacja aktywnosci enzymoéw 1 i 11 fazy
metabolizmu ksenobiotykow

Chemioprewencyjne dziatanie SFN w znacznej mierze wy-
nika z jego zdolnosci do regulacji metabolizmu ksenobio-
tykéw. W konwersji kancerogendw i ich eliminacji z orga-
nizmu uczestnicza dwie grupy enzymow. Enzymy I fazy,
nalezace do rodziny cytochromu P-450, katalizuja reakcje
oksydacji, redukcji i hydrolizy, ktére przygotowuja kance-
rogen do dalszych przemian ostatecznie go uczynniajacych.
W toku tych reakcji moze dochodzi¢ do aktywacji metabo-
licznej niektoérych prokancerogendéw i formowania meta-
bolitéw przejsciowych zdolnych do oddziatywania z DNA
i wywotywania mutacji [98]. W II etapie metabolizmu
kancerogendw szczegdlng role odgrywaja S-transferaza

glutationu (GST), oksydoreduktaza NAD(P)H: chinonowa
(NQO1), UDP-glukuronylotransferaza (UGT) oraz reduk-
taza chinonowa (QR). Przemiany z udzialem wymienio-
nych enzymoéw zwigkszaja rozpuszczalnosé ksenobiotykéw
w wodzie i ulatwiaja ich wydalanie [35]. Wykazano, ze
SFN wptywa na oba typy enzyméw (ryc. 3), regulujac za-
réwno ich aktywnosé, jak i poziom ekspresji w komérkach.

W badaniach prowadzonych na hepatocytach szczurzych
wykazano hamujace dziatanie SFN w stosunku do en-
zymoéw CYP1A1 i CYP2B1/2. Podobnie w ludzkich ko-
morkach watroby zwiazek ten obnizatl aktywnos¢ enzy-
mu CYP3A4 i zmniejszat poziom transkryptu jego genu
[62]. Rezultaty badain na mikrosomach komoérek watro-
bowych szczuréw poddanych dziataniu acetonu wskazu-
ja na funkcjonowanie SFN jako inhibitora kompetencyj-
nego CYP2EI. Oszacowano, ze stata inhibicji Ki dla SFN
wynosita 37,0+4,5 uM [5]. Ze wzgledu na to, ze CYP2E1
uczestniczy w aktywacji acetonu jako prokancerogenu,
SFN poprzez hamujace oddzialywanie na enzym praw-
dopodobnie méglby ogranicza¢ chemiczna kancerogene-
z¢ wywotang przez N-nitrozodimetyloaming (NDMA).
Autorzy pracy potwierdzili to przypuszczenie, wykazu-
jac, ze izotiocyjanian w stosunkowo matych st¢zeniach
(0,8 uM) obnizal mutagenne dziatanie NDMA na szczep
S. thypimurium TA100, natomiast dziatanie przeciwgeno-
toksyczne w hepatocytach indukowanych za pomoca tego
czynnika osiagnigto po zastosowaniu pochodnej glukora-
faniny w st¢zeniach 0,064-20 uM [5].

Uzyteczno$¢ SFN jako potencjalnego srodka chemiopre-
wencyjnego jest zwiazana ze zdolnoscia zwiazku do in-
dukcji enzymow II fazy potwierdzonej w badaniach na
modelach komérkowych i zwierzgcych. W badaniach in
vitro opisywane oddziatywanie SFN réznito si¢ zasiggiem
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i typem aktywowanych enzyméw w zaleznosci od wyko-
rzystanej linii komérkowej. W przypadku ludzkich hepa-
tocytéw linii HepG2 traktowanych tym fitozwiazkiem wy-
kazano wzrost stezenia mRNA UGT1A1 1 GSTAI1 [3] oraz
wzrost aktywnosci NQO1 [45] i UGT1ALl, ktéremu towa-
rzyszyla glukuronidacja bilirubiny [6]. Aktywacj¢ enzy-
méw GST i NQO1 indukowana SFN zaobserwowano réw-
niez w hepatocytach mysich linii Hepalclc7 [103]. Ponadto
autorzy odnotowali, ze SFN w stezeniach 0,4-0,8 uM po-
wodowat 2-krotny wzrost aktywnosci QR w tych komor-
kach. Natomiast Maheo i wsp. stwierdzili indukcjge mRNA
GSTA1/2 1 GSTP1 w hepatocytach szczurzych oraz mRNA
GSTA1/2 1 GSTM1 w pierwotnych komérkach watroby po-
chodzenia ludzkiego [62]. Wprowadzenie izotiocyjania-
nu do hodowli ludzkich komérek raka jelita grubego linii
Caco-2 i HT29 wigzalo si¢ z indukcja enzyméw GSTA1
i UGT1A1 [6,89]. W wyniku ekspozycji komérek gruczo-
tu krokowego na SFN nastgpowal wzrost stezenia mRNA
NQOI, co korespondowalo ze zwigkszong aktywnoscia
tego enzymu [10]. Rezultaty przytoczonej pracy wskazuja
takze na zdolno$¢ SFN do modulowania aktywnosci syn-
tetazy y-glutamylocysteinowej (y-GCS) przez oddziatywa-
nie na jej faicuch lekki. Opisanej aktywnosci towarzyszyt
wzrost stezenia wewnatrzkomérkowego GSH oraz induk-
cja GST-o i mikrosomalnej GST.

Badania na zwierzgcym modelu F344 potwierdzity induk-
cje enzymow II fazy w komérkach stercza i jelita grubego
szczuréw po zastosowaniu suplementacji diety brokutami
lub SFN [52]. W komoérkach jelita grubego zwierzat, kt6-
rym podawano brokuty zaobserwowano 4,5-krotne zwigk-
szenie aktywnosci NQO1. W pézZniejszych badaniach na
szczurach F344, SFN spozywany przez 5 dni w dawce 3.5
umoli/g masy ciata/dzieri powodowal wzrost aktywnosci
enzyméw NQO1, GST oraz GST-u w komérkach stercza
[46]. W innych narzadach, takich jak watroba, nerki, pe-
cherz moczowy rowniez obserwowano zwigkszong aktyw-
no$¢ NQO-1 i GST. Opisywana wtasciwos¢ SFN ujawni-
fa si¢ takze w badaniach in vivo nad absorpcja ekstraktu
brokutowego w ilosci odpowiadajacej ~1,2 g suchej masy
brokutéw. W ludzkich enterocytach zaobserwowano in-
dukcje enzymoéw GSTA1 i UGTAL [74].

W kolejnych badaniach podjeto proby wyjasnienia moleku-
larnych mechanizméw stymulacji enzymoéw 11 fazy przez

SFEN [20]. Jeden z zaproponowanych mechanizméw doty-
czy aktywacji czynnika jadrowego Nrf2. Czynnik trans-
krypcyjny Nrf2 oddziatuje z sekwencja ARE (antioxidant
response element) obecna w regionie flankujacym 5° wie-
Iu genéw kodujacych enzymy detoksykacyjne. W prawidto-
wych warunkach Nrf2 jest zatrzymywany w cytosolu komor-
kowym przez wigzanie z czasteczka Keapl, zakotwiczona
w cytoszkielecie aktynowym. Autorzy sugeruja, ze SFN po
przedostaniu si¢ do wnetrza komérki doprowadza do rozpa-
du kompleksu i uwolnienia czastki Nrf2. Nastgpnie czyn-
nik transkrypcyjny migruje do jadra komdrkowego, gdzie
ulega wigzaniu z elementem ARE i stymuluje transkrypcje
genéw kodujacych enzymy II fazy [20]. Myzak i Dashwood
wskazuja, ze oprocz bezposredniego naruszania komplek-
su Keap1-Nrf2, uwalnianie Nrf2 moze zachodzi¢ réwniez
dzigki aktywacji Sciezki kinaz biatkowych MAPK [65].

Badania na myszach pozbawionych genu nrf2 (nrf27)
potwierdzity gtéwna rolg czynnika Nrf2 w intensyfikacji
transkrypcji genéw kodujacych enzymy II etapu metabo-
lizmu ksenobiotykéw [91]. W grupie zwierzat majacych
gen nrf2 (nrf2**) w wyniku suplementacji SFN (9 umo-
li/dzien) zaobserwowano wyrazne zwigkszenie ekspre-
sji genéw detoksyfikacyjnych NQOI, GST, y-GCS i UGT
w jelicie cienkim. Efekt ten byt stabo widoczny u myszy
pozbawionych genu kodujacego czynnik Nrf2 (nrf27)
[91]. Podobne rezultaty wykazali McWalter i wsp. przy
zastosowaniu diety zawierajacej ekstrakt z nasion broku-
16w [63]. Autorzy odnotowali wzrost aktywnosci NQO1
i GST w zotadku, jelicie cienkim i watrobie myszy typu
dzikiego, bez znaczacych zmian u myszy z wytaczonym
genem kodujacym Nrf2.

OcHRONA PRZED UszkoDzeNIAMI DNA INDukowANYMI
CHEMICZNIE

Liczne badania potwierdzaja zaangazowanie SFN w zapo-
bieganie niekorzystnym zmianom DNA indukowanym che-
micznie. Aktywnos$¢ ta w duzej mierze wiaze si¢ z opisana
weczesniej zdolnoscia do intensyfikacji unieczynniania kan-
cerogenow poprzez indukcje aktywnosci enzymoéw 11 fazy
i hamowanie izoenzyméw CYP. Dane literaturowe wska-
zuja, ze SFN wykorzystuje réwniez inne mechanizmy pro-
wadzace do zapobiegania oddziatywaniom substancji kan-
cerogennych z DNA. Jiang i wsp. zaobserwowali redukcje
stezenia adduktéw PhIP z DNA w komoérkach watrobiaka
HepG2 i prawidtowych ludzkich hepatocytach po dodaniu
SFN w trakcie indukcji uszkodzen [45]. Zastosowanie SFN
po ekspozycji na PhIP nie przyniosto istotnych efektéw, co
sugeruje udzial izotiocyjanianu w zapobieganiu interak-
cji PhIP z DNA, a nie w naprawie powstatych adduktéw.
Podobnych dowodéw dostarczyty badania na komérkach
nabtonkowych piersi MCF-10F, w ktérych SFN ograni-
czal formowanie adduktéw benzo(a)pirenu oraz 1,6-dini-
tropirenu z DNA odpowiednio o 63-81% 1 30-56% [87].
W przytoczonych pracach widoczne dziatanie SFN uzy-
skano juz przy stezeniu ponizej 0,1 uM. Bonnesen i wsp.
potwierdzaja role SFN w ochronie przed uszkodzeniami
DNA indukowanymi benzo(a)-pirenem [9]. Autorzy wy-
kazali, ze SFN w stezeniu 5 uM ograniczal uszkodzenia
DNA komérek jelita grubego mierzone testem kometowym.

Praca Fimognari i wsp. wskazuje na zdolnos¢ SFN do
ochrony DNA ludzkich limfocytéw eksponowanych na
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czynniki o zréznicowanych wtasciwosciach chemicznych:
H,0,, metanosulfonian etylu, winkrystyng i mitomycyng C
[22]. Redukcja genotoksycznego oddziatywania mitomy-
cyny C i metanosulfonianu etylu przez SFN byla zwiazana
ze wzmacnianiem odpowiedzi komérek na sygnaty apopto-
tyczne. W prébach eksponowanych zaréwno na wymienio-
ne substancje genotoksyczne, jak i SEN uzyskano wigksza
liczbe komorek apoptotycznych niz w prébach traktowa-
nych samym czynnikiem uszkadzajacym DNA. W przy-
padku H,O, i winkrystyny nie zaobserwowano podobnej
zaleznosci, frakcja komorek apoptotycznych po dodaniu
SFN nie ulegta istotnym zmianom. Autorzy sugeruja, ze
wobec tych czynnikéw genotoksycznych SFN indukuje
inny mechanizm, polegajacy prawdopodobnie na ograni-
czaniu proliferacji uszkodzonych komérek i regulacji ak-
tywnosci swoistych enzymoéw [22].

Badania na modelach zwierzecych réwniez dowodza, ze
SFN poprzez zmniejszanie nastgpstw genotoksycznych in-
dukowanych réznymi czynnikami moze zapobiegaé roz-
wojowi procesu kancerogenezy wywotywanej w wielu na-
rzadach. Zastosowanie diety zawierajacej SEN (80 ppm)
przez 3 tygodnie chronito przed procesem kancerogenezy
w obrebie trzustki chomikéw indukowanym N-nitrozobis(2-
oksypropylo)amina (BOP) [55]. W grupie zwierzat kar-
mionych SFN zaobserwowano zmniejszenie poziomu hi-
perplazji w przewodach trzustkowych w poréwnaniu ze
zwierz¢tami traktowanymi samym kancerogenem. Ponadto
opisywany zwiazek przyczynit si¢ do ograniczenia wyste-
powania gruczolakéw [55]. Chung i wsp. podjeli badania
nad znaczeniem czystych izotiocyjanianéw w ochronie
przed procesem nowotworowym indukowanym za pomo-
ca azoksymetanu [16]. Uzyskane wyniki wskazuja na efek-
tywna redukcje zmian nowotworowych w wyniku suple-
mentacji diety SFN podczas fazy inicjacji oraz promocji
kancerogenezy. Zaobserwowano, ze testowane substancje
przyczynily si¢ do ograniczenia catkowitej liczby aberra-
cji krypt jelitowych (ACF) u szczuréw F344.

Kassie i wsp. w badaniach na zwierzgtach eksponowanych
na heterocykliczng aming — 2-amino-3-metylimidazo[4,5-f]-
chinoling wykazali, Ze soki przygotowane z warzyw krzyzo-
wych chronia przed ACF [50,51]. Autorzy zaobserwowali,
ze aktywnos¢ przeciwkancerogenna badanych produktéw
jest skorelowana z ich oddzialywaniem na enzym Il fazy —
transferazg-UDP-glukuronylowa umiejscowiona w watrobie.

AKTYWNOSE PRZECIWZAPALNA SFN

Oprdcz wzmacniania systemOow ochronnych komérek pra-
widtowych przed czynnikami kancerogennymi, SFN wy-
kazuje réwniez dziatanie przeciwzapalne. Ma to szcze-
g6lne znaczenie w przypadku choréb nowotworowych ze
wzgledu na silne powiagzania migdzy stanami zapalnymi
a procesem kancerogenezy.

W badaniach in vitro poswigconym okresleniu przeciw-
zapalnej aktywnosci SFN wykorzystano model oparty na
linii makrofagéw RAW 264.7, u ktérych stan zapalny in-
dukowano za pomoca LPS. Zastosowanie SFN skutkowa-
to wygaszaniem objawéw stanu zapalnego poprzez obni-
zenie poziomu ekspresji iNOS i COX-2 oraz ograniczanie
uwalniania cytokiny TNF-a [36]. Autorzy przypuszcza-
ja, ze inhibicja wymienionych czynnikéw prozapalnych

przez SFN jest zwigzana z jego oddzialywaniem na czyn-
nik transkrypcyjny NF-kB. SEN prawdopodobnie wcho-
dzi w interakcje z grupami tiolowymi NF-kB zakiécajac
jego wiazanie z DNA i transaktywacj¢ odpowiednich ge-
néw. PéZniejsze badania na tym samym modelu wykaza-
ly, ze SEN w stezeniu 1uM réwniez tagodzit stan zapalny
indukowany LPS przez regulacje¢ ekspresji iNOS i COX-
2, stezenia cytokin TNF-o i IL-1 oraz wytwarzania NO
[11]. Zwiazek okazat si¢ bardziej skuteczny, niz stosowa-
ne jednoczesnie izotiocyjanian fenyloetylu (PEITC) i kur-
kumina [11].

Oddziatywanie SFN jako inhibitora mediatoréw prozapal-
nych, podobnie jak induktora enzymow II fazy, jest w du-
zej mierze zwiazane z aktywacja nrf2. Lin 1 wsp. podjeli
prébe wyjasnienia roli genu nrf w hamowaniu reakcji za-
palnej za pomoca SFN [60]. W badaniach przeprowadzo-
nych na makrofagach pochodzacych od myszy pozbawio-
nych genu nrf (nrf”") oraz myszy typu dzikiego (nrf**)
zaobserwowano silniejsze oddziatywanie SFN na komérki
tych drugich. Zwiazek w st¢zeniach 10 i 20 uM widocznie
ograniczat ekspresj¢ mRNA TNF-a, IL-1p, COX-2 oraz
iNOS w komérkach majacych gen nrf, nie wptywajac na
komorki pozbawione tego genu. Analizujac st¢zenia bia-
tek COX-2 oraz iNOS i inne symptomy stanu zapalnego,
m.in. wytwarzanie NO i PGE,, czy uwalnianie prozapalnych
cytokin, réwniez zaobserwowano silniejsze oddziatywanie
hamujace SFN w stosunku do makrofagéw nrf2++ [60].

Killeen i wsp. zwrdcili uwage na zjawisko wydzielania
przez gingce makrofagi biatka HMGB1 (high-mobility
group box 1), stuzacego podtrzymaniu procesu zapalnego
[53]. Korzystne dziatanie SFN w tym obszarze zaobser-
wowano w komorkach linii RAW 264.7. Makrofagi pod-
dawane inkubacji z SEN charakteryzowaly si¢ ograniczo-
nym uwalnianiem HMGB/1 i stabszym przemieszczaniem
si¢ tego bialka z jadra do cytoplazmy [53].

Przeciwzapalne znaczenie SFN moze wynika¢ réwniez
z jego zdolnosci do modulowania aktywnosci peroksyda-
zy glutationowej. Praca przegladowa Chu i wsp. wskazu-
je na relacje migdzy zwigkszona ekspresja peroksydazy
glutationowej i zapobieganiem rozwojowi nowotworéw
[15]. Autorzy wnioskuja, ze prewencyjna rola tego enzy-
mu polega raczej na ograniczaniu stanu zapalnego niz na
bezposredniej ingerencji w przebieg procesu nowotworo-
wego. Z tego wzgledu indukcja peroksydazy glutationo-
wej w komdrkach Caco-2 wywotana SFN moze stanowic
kolejny dowdd na jego wlasciwosci przeciwzapalne [4].

AKTYWNOSC ANTYBAKTERYINA SFN w sTosunku po
HELICOBACTER PYLORI

Prace badawcze wskazuja, ze SFN oprécz wiasciwosci
ochronnych przed czynnikami genotoksycznymi i wywo-
tujacymi reakcje zapalne, wykazuje aktywnos¢ przeciw-
bakteryjna. Rola SFN wiaze si¢ m.in. z ograniczaniem
chronicznych infekcji Helicobacter pylori, bakterii powo-
dujacych wrzody zotadka, ktére od dawna sa podejrzewa-
ne o zwiazek z rakiem zotadka. Wczesne zapobieganie
ogniskom zapalnym w wyscidtce zoladka moze zmniej-
sza¢ ryzyko zachorowania na ten typ nowotworu. Fahey
i wsp. wykazali bakteriobdjcze wlasciwosci izotiocyjania-
nu w stosunku do szczepéw H. pylori, w tym szczepdw
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odpornych na antybiotyki [21]. Duza aktywnos¢ przeciw-
bakteryjna SFN potwierdzily badania in vivo, w ktérych
podawanie myszom zwiazku w dawce 7,5 umoli przez 5
dni wigzato si¢ z eliminacja 8 z 11 szczepéw H. pylori wy-
wolujacych zakazenia [34]. Doktadny mechanizm oddzia-
tywania SFN przedstawiony w opisywanych doswiadcze-
niach pozostaje niewyjasniony. Ponadto autorzy, przekonani
0 ograniczeniach zastosowanego modelu, sugeruja potrze-
be przeprowadzenia dalszych badari in vivo potwierdzaja-
cych dziatania ochronne SFN wobec szczepdw H. pylori,
zakazajacych ludzki organizm [34].

AkTYwno$¢ PrzECIWNOWOTWOROWA SFN W FAZIE PROMOCII
KANCEROGENEZY

Wiele badaii wskazuje na ingerencj¢ SFN w procesy zwia-
zane z ekspansja komorek z defektem genetycznym i utrwa-
laniem mutacji. Dowiedziono, ze zwiazek moze chroni¢
przed rozwojem kancerogenezy na etapie promocji, wy-
kazujac aktywnos¢ antyproliferacyjna w stosunku do ko-
morek nowotworowych, polegajaca na regulacji ich cy-
klu, na indukowaniu procesu apoptozy oraz réznicowania.
Uzyskane wyniki zastosowania SFN jako modulatora wy-
mienionych proceséw komdrkowych w warunkach in vitro
r6znity si¢ w zaleznosci od dawki oraz testowanej linii ko-
morkowej. Wyniki badan zestawiono w tabeli 1.

REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO

Komérki nowotworowe cechuja si¢ wzmozonym wzrostem
spowodowanym utrata lub zaburzonym funkcjonowaniem
mechanizméw regulujacych cykl komérkowy. W kontro-
lowaniu przebiegu cyklu komoérek prawidiowych biora
udzial kinazy zalezne od cyklin (CDK), cykliny oraz in-
hibitory kinaz zaleznych od cyklin. Tworzenie komplek-
sow cyklin i CDK sprzyja osiaganiu przez komorke ko-
lejnych faz cyklu, natomiast dziatanie inhibitoréw CDK
wiaze si¢ z jej zatrzymaniem w okreslonej fazie cyklu.
Badania z wykorzystaniem linii komérek nowotworowych
dowodza, ze SFN pelni rolg regulatora cyklu komdérkowe-
go. Wigkszos$¢ przeprowadzonych doswiadczer wskazuje,
ze dodanie SFN do hodowli komérek nowotworowych po-
woduje ich zatrzymywanie w fazie G2/M cyklu [25,42,43].
Przejscie przez punkt kontrolny G2/M wymaga aktyw-
nego kompleksu cykliny B i CDKI1. Fosforylacja CDK1
przez kinazy Weel i Mytl prowadzi do inaktywacji kom-
pleksu, podczas gdy dziatanie fosfatazy biatkowej Cdc25
przywraca aktywnos¢é kompleksu i stymuluje przejscie do
fazy M cyklu komérkowego. Fosfatazy Cdc25 podlegaja
regulacji kinaz Chk1 i Chk2, ktére z kolei poprzez fosfo-
rylacje¢ réznych izoform Cdc25 inaktywuja je, czego na-
stgpstwem jest nieaktywny kompleks B i CDK i blokowa-
nie cyklu komérkowego w fazie G2/M [29]. Udowodniono,
ze SFN zakldca zjawiska pozwalajace na wejscie komo-
rek nowotworowych PC-3 w faze M, istotnie ogranicza-
jac ich proliferacj¢. Komorki tej linii potraktowane SFN
w stezeniu 20 uM charakteryzowaly si¢ obnizonym pozio-
mem cykliny B1, Cdk25B i Cdk25C oraz wzmozong fos-
forylacja Cdk25C przez Chk2 w poréwnaniu do komoérek
hodowanych bez dodatku tego zwiazku [85]. Podobnych
wynikow dostarczyly badania na komérkach nowotworo-
wych jelita grubego HCT116, ktére wykazaty zaktécanie
cyklu komérkowego w fazie G2/M zalezne od Chk2 [85].
Blokowanie cyklu komérkowego w tej fazie dotyczyto

rowniez nowotworowych komérek gruczotu krokowego
linii LNCaP [37] i DU145 [13].

Zapobieganie przejsciu komoérek w fazg mitozy, cho¢ do-
minuje, nie jest jedynym przejawem aktywnosci SFN.
W kolejnych badaniach prowadzonych na nowotworowych
komorkach tego gruczotu DU145 i LNCaP [12,92] oraz je-
lita grubego HT29 [83] wykazano zdolnos¢ SFN w stgze-
niu 10 uM do blokowania cyklu komérkowego w fazie G1.

Wyniki badan wskazuja, ze jednym z mechanizméw wptywa-
jacych na zaktécanie cyklu komérek nowotworowych przez
SFN jest indukcja biatka p21. Zwigkszanie ekspresji biatka
p21 obserwowano w komdrkach nowotworowych jelita gru-
bego HT29 i Caco-2 [76] oraz stercza PC-3 i LNCaP [67].

Prace naukowe potwierdzaja, ze efekt apoptotyczny, badz
antyproliferacyjny uzyskany w wyniku zastosowania SFN
zalezy gtéwnie od uzytej dawki zwiazku oraz czasu eks-
pozycji na jego dziatanie. Jakubikova i wsp. zaobserwo-
wali r6znice w odpowiedzi komoérek Caco-2 na dziatanie
SFN wprowadzonego do hodowli w réznych ilosciach [43].
W nastepstwie inkubacji komorek tej linii z SEN w ste-
zeniu 20 uM zachodzito blokowanie cyklu komérkowe-
go w fazie G2/M, natomiast ekspozycja na SFN w steze-
niach powyzej 20 uM powodowata wyrazng akumulacje
komérek w fazie sub-G1. Ponadto wyniki badan wskazuja
na duze znaczenie czasu ekspozycji na efekt antyprolifera-
cyjny [43]. Krétkotrwata ekspozycja komoérek nowotwo-
rowych jelita grubego na SFN skutkowata odwracalnym
blokowaniem cyklu w fazie G2/M, natomiast osiagnigcie
trwalego zatrzymania cyklu, a w konsekwencji apoptozy
wymagato ponad 12-godzinnej inkubacji [70].

INDUKCIA APOPTOZY

W niektérych przypadkach rozwéj nowotworu wyni-
ka z matej podatnosci komérek zainicjowanych (np. po-
przez zadzialanie kancerogenu) na sygnaly uruchamiaja-
ce proces apoptozy. Na podstawie licznych badan in vitro
wykazano, ze SFN bierze udzial w aktywowaniu sygna-
16w prowadzacych do apoptozy w komérkach nowotwo-
rowych wielu typéw. Aktywnos¢ proapoptotyczna SFN
byta skierowana na komorki nowotworowe jelita grube-
go, stercza, piersi, watroby, trzustki, a nawet mézgu i ko-
morek bialaczkowych (tabela 1). Wigkszos¢ uzyskanych
rezultatow wskazuje na role SFN w inicjowaniu $mierci
komoérkowej przebiegajacej szlakiem bezposrednio zwia-
zanym z udzialem mitochondriéw. W jednym z przykta-
dowych eksperymentéw zwiazek stymulowat formowanie
ciatek apoptotycznych i akumulacje komoérek linii HepG2
i HeLa w fazie sub-G1 [72]. Jednoczesnie SFN powodo-
wal obnizenie stg¢zenia bialek antyapoptotycznych Blc-2
i Ble-XL, zwigkszenie ekspresji biatka proapoptotyczne-
go Bax, aktywacje kaspazy 3 oraz degradacj¢ polimerazy
poli(ADP-rybozy), a wigc oddziatywat na czynniki apop-
tozy zalezne od mitochondriéow. Choi i wsp. zaobserwo-
wali zaréwno aktywacj¢ Bax, jak i obnizenie aktywnosci
inhibitoréw apoptozy IAP (cIAP1, cIAP2 i XIAP) oraz in-
dukcje biatka Apaf-1 w komérkach nowotworowych ster-
cza hodowanych w obecnosci SEN [14].

Préby wyjasnienia szlakéw procesu apoptozy indukowanej
przez SFN okazaly si¢ jednak bardziej skomplikowane. Ten
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Tabela 1. Przyktadowe dziatania SFN na komdrki nowotworowe in vitro

Typ komoérek Dawka SFN . T PN
nowotworowych [uM] Mechanizm dziatania Pismiennictwo
Komdrki biataczki 10-30 T komorek w fazie G2/M (10-30 pM), indukgja apoptozy (30 uM): T p53 [25]

Jurkat T i Bax, { zawartosci DNA, zmiana przepuszczalnosci bony komérkowej
HL-60 1,5-12,5 roznicowanie komdrek biataczkowych do komérek makrofagowych [23]
i komérek linii granulocytarnych, indukcja apoptozy
Komarki raka jelita grubego 15 T Bax, T cyklin AiB1, 7T inhibitora kinaz p21; wzrost aktywnosci kinazy [27,28,73]
¢dc2; uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw; wstrzymanie cyklu w fazie
HT29 G2/M
25 zatrzymywanie cyklu w fazie G1, indukcja ekspresji p21", 1 ayklin D1, [83]
A i c-myc, aktywacja sciezki MAPK apoptozy, indukcja stresu oksydacyjnego
Caco-2 25,50, 100 blokowanie cyklu komérkowego w fazie G2/M (25, 50 uM), sub-G1 (100 [43]
uM), T fosforylacji ERK1/2 Akt, T poziomu mRNA MRP2, L. MMP
HCT 116 15 indukcja apoptozy, rozpad PARP, aktywacja kaspaz 719, T Bax: Bdl [71]
379.2 (p537) (w komérkach 40-16)
40-16 (p53+")
SW 620 20  MMP, wydzielenie cytochromu ¢, aktywacja kaspaz 9, 37; aktywacja [77]
kinazy ATM i Chk2, aktywacja JNK
Komarki raka piersi 15 blokowanie cyklu w fazie M, kondensacja chromatyny, fragmentacja DNA, [41]
mysie F3II T aktywnosci kinazy, Cdc2 | Bcl-2i PARP, T aktywnosci kaspazy 3
MCF-7 15 blokowanie cyklu komérkowego w fazie G1 (12 h) lub G2/M (>24 h), [40]
T cykliny B1, indukdja fosforylacji histonu H1
Komdrki raka watroby 2-30 T transkrypcji genéw MT-/i MT-Il i poziomu metalotionein (2—-20 uM), [100]
TNrR2 (20 uM), fragmentacja DNA (30 pM), aktywacja ERK, p38i JNK (20
HenG2 pM), indukcja apoptozy: aktywacja kaspazy 3 i rozktad PARP (100 uM),
P indukcja apoptozy zalezna od ROS, T Bax, - Bcl-2i Bdl-XL (100 M)
Hep3B 10 uwrazliwianie komdrek na apoptoze indukowang przez TRAIL, T poziomu [54]
mRNA i biatka DRS, T ROS
Huh-7 10 [54]
SNU-398 T ekspresji DRS
SNU-423
Komérki raka trzustki >10 inhibicja proliferacji (5 uM), naruszenie integralnosci btony komérkowej, [75]
aktywacja kaspazy 3i8, L MMP, {. poziomu wewnatrzkomérkowych
MIA PaCa-2 antyoksydantéw
Komorki raka stercza 40 generacja ROS, $MMP, fragmentacja DNA, kondensacja chromatyny, [86]
rozktad PARP, wydzielanie cytochromu ¢, Bcl-2 d, T Fas, rozpad Bid,
PC-3 T ekspresji BimEL i Bok, aktywacja kaspazy 8
20-40 zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G2/M, l cyklin B1, C(dc 25B1i 25C, [85]
T fosforylacji Cdc25C, aktywacja Chk2
20-30 L Bd-2, aktywacja AP-1, fosforylacja ERK1/2, INK1/2, Elk-1, c-Jun [97]
15 inhibicja HDAC, acetylacja histonéw H3 i H4, T ekspresji biatek 211 [67]
i Bax, ¥ Bdl-2, aktywacja kaspaz
DU145 40 fragmentacja DNA, wydzielanie cytochromu ¢, rozktad PARP, rozktad pre- [86]
kaspazy 8, zwigkszenie stresu oksydacyjnego
10 blokowane cyklu w fazie G2/M, indukcja apoptozy, rozktad PARP, generacja [13]
ROS, aktywacja JNK, aktywacja kaspaz
LNCaP 20-40 stabilizacja p53, T Apaf-1, aktywacja Bax, {. biatek z rodziny IAP, [14]

fragmentacja DNA, PARP, 4 Bd-2, I Bak
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Tabela 1 c.d. Przyktadowe dziatania SFN na komérki nowotworowe in vitro

Typ komorek Dawka SFN Mechanizm dziatania Pismiennictwo
nowotworowych [uM]
Komarki nowotworéw 20i40 indukcja apoptozy: kondensacja chromatyny, T wewnatrzkomdrkowych [48]
mozgu jonéw (a**, fragmentacja DNA, wydzielanie cytochromu ¢, aktywacja
kaspazy 3 (40 uM), indukgja rozktadu kaspaz 9 12 (40 M), wydzielanie
komorki glejaka AIF do cytosolu (40 uM), T wydzielania Smac/Diablo (40 uM), LIAP
T98G w cytoplazmie (40 pM), T Bax/Bcl-2, aktywacja kalpainy (40 pM),i NFkB
US7MG (40 M), T IBox (40 pM)
U251 25 inhibicja formowania kolonii i migracji komdrek, dziatanie [44]
antyproliferacyjne, J- PCNA i cykliny D1, T translokacji Bax, T wydzielania
cytochromu ¢, aktywacja kaspazy 3, 4 ekspresji fosfo-Akt
komérki rdzeniaka DAOY 10 fragmentacja DNA, kondensacja chromatyny, aktywacja kaspaz 3 i 9, rozktad [31]

PARP i wimentyny

sam zespot badawczy sugeruje, ze wytwarzanie reaktyw-
nych form tlenu (ROS) przez SFN stanowito podstawowy
mechanizm indukcji $mierci komdrek nowotworowych [84].
Stymulacja procesu odbywata si¢ poprzez uruchamianie
szlaku wewngetrznego, zapoczatkowanego zmianami struktu-
ralnymi w mitochondriach. Potwierdzeniem sa m.in. wyni-
ki badan in vitro z wykorzystaniem linii komérkowej PC-3
[86]. We wspomnianych doswiadczeniach wprowadzenie
SFN do hodowli komérek nowotworowych PC-3 powo-
dowato formowanie ROS, ktére inicjowaty zmiang poten-
cjatu btony mitochondrialnej, a nast¢pnie uwolnienie cy-
tochromu c z przestrzeni migdzybtonowej do cytoplazmy.
Jednak autorzy dowiedli, ze SFN bierze udziat réwniez
w uruchamianiu innych drég prowadzacych do apoptozy.
W komorkach eksponowanych na dziatanie SFN zaobser-
wowano takze zmiany stgzenia biatek Fas, uczestnicza-
cych w regulacji szlaku zwiazanego z blonowymi recepto-
rami $§mierci. W innych badaniach na tym samym modelu
SFN réwniez wptywatl na zewnetrzna Sciezkg apoptotycz-
na, zapoczatkowana aktywacja kinaz biatkowych MAPK
[97]. Uruchamianie tego szlaku prowadzito ostatecznie
do aktywacji AP-1, waznego transaktywatora genéw pro-
apoptotycznych.

Istotnych informacji dostarczyty badania na komérkach
ostrej biataczki T-komdrkowej Jurkat, wskazujace na réz-
nice w podatnosci na sygnaty apoptotyczne indukowa-
ne przez SFN w zaleznos$ci od fazy cyklu komérkowego.
Wykazano, ze komérki charakteryzowaty si¢ najwieksza
wrazliwoscia na indukcj¢ procesu w fazie G1, mniejsza
w fazie G2/M, a najmniejsza w fazie S [24].

INHIBICJA DEACETYLAZY HISTONOWE)

Innym celem aktywnosci antynowotworowej SFN jest de-
acetylaza histonowa (HDAC). Zwigkszona aktywnos¢ i eks-
presja HDAC jest kojarzona z wieloma nowotworami; skut-
kuje tlhumieniem transkrypcji i wptywa na rozregulowanie
mechanizmoéw kontrolujacych réznicowanie, cykl komor-
kowy i apoptoze. Co wigcej HDAC poprzez deacetylacje
gendéw supresorowych nowotworu, mig¢dzy innymi genu
p21, prowadzi do wyciszania ich transkrypcji lub catko-
witego wylaczania. Badania wskazuja, ze nadaktywnos¢
HDAC i hipoacetylacja moga si¢ przyczynia¢ do progresji
nowotwordw stercza i jelita grubego. Dowodéw dostarcza

praca Selingsona i wsp., w ktdrej wykazano korelacje mig-
dzy zmniejszeniem acetylacji histonéw a zwigkszeniem
czegstosci zachorowan i ryzyka nawrotéw raka stercza
[78]. Natomiast inni autorzy zaobserwowali, Ze wylacze-
nie HDAC2 stymuluje $mier¢ komérek nowotworowych
jelita grubego linii HT29 [104]. Badania in vitro wska-
zuja na obnizenie aktywnosci HDAC w nowotworowych
komorkach jelita grubego HCT 116 traktowanych SFN
w stgzeniach 3—15 uM [68]. Pézniejsze prace potwierdzaja
opisywana aktywnos¢ w stosunku do komdrek nowotwo-
rowych linii PC-3, LNCaP i BPH-1 pochodzacych z raka
stercza [67]. Inhibicji HDAC w tych komoérkach induko-
wanej SFN towarzyszyt ogélny wzrost acetylacji histonu
jadrowego H3 i H4 sprzg¢zony z miejscowa hiperacetyla-
cja w obregbie promotora p21.

Podobne osiagnigcia przyniosty do§wiadczenia na myszach
Apc™n. U zwierzat, ktérym podano jednorazowo 10 pmo-
Ii SEN lub 10 pumoli jego metabolitu NAC-SFN nastapi-
fa inhibicja aktywnosci HDAC w btonie Sluzowej jelita
grubego po 6 godzinach od rozpoczegcia eksperymentu
[66]. Zastosowanie dluzszej suplementacji SFN (~6 umo-
li/dzien przez 70 dni) zaowocowalo zmniejszeniem two-
rzenia spontanicznych polipéw jelitowych u myszy Apc™®.
Po zbadaniu chromatyny komorek jelita grubego i cienkie-
go okazalo sig, ze w wyniku spozywania SFN zachodzita
jednoczesnie acetylacja histonéw zwiazanych z regionem
promotorowym gendéw p2! i bax.

Pilotowe badania kliniczne przeprowadzone przez zespot
Myzak potwierdzity zalezno$¢ migdzy jednokrotnym spozy-
ciem kietkéw brokutowych (68 g), stanowiacych bogate Zré-
dto SFN, a poziomem aktywnosci HDAC w komoérkach krwi
obwodowej [69]. Wyniki opisywanych badari dostarczyty
pierwszych dowoddw, ze korzystne dziatanie widoczne jest
po 3—6 godzinach od zjedzenia kietkéw brokutowych (inhi-
bicja HDAC), a efekt hiperacetylacji utrzymuje si¢ przez 48
godzin. Co wazniejsze, osiagnigty poziom inhibicji HDAC
i hiperacetylacji histonéw w komoérkach krwi obwodowe;j
byt zblizony lub wigkszy niz uzyskiwany po zastosowaniu
preparatéw terapeutycznych, takich jak Vorinostat. Obecnie
SFN jako silny inhibitor HDAC moze by¢ uwazany za obie-
cujacy czynnik wspomagajacy chemioterapi¢ poprzez epi-
genetyczne mechanizmy. Jednak wyjasnienie doktadnego
mechanizmu inhibicji HDAC w réznych rodzajach komoérek
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oraz okreslenie skutkéw modulacji tego enzymu w komor-
kach prawidlowych wymaga dalszych badan.

AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA W FAZIE PROGRES)I
KANCEROGENEZY

INHIBICJA ANGIOGENEZY | PRZERZUTOWANIA

Angiogeneza, czyli proces tworzenia nowych naczyni krwio-
nosnych z juz istniejacych, jest niezbgdna w patogenezie
wielu choréb, w tym nowotworowych. Guzek nowotworo-
wy do wzrostu i rozwoju wymaga nienaruszonego systemu
naczyn krwionos$nych, zaopatrujacych go w tlen i sktad-
niki odzywcze. Aktywnos$¢ SFN polegajaca na hamowa-
niu naczyniotworzenia zaobserwowano w nielicznych do
tej pory do§wiadczeniach in vitro.

W badaniach na komoérkach srédbtonka zyly pgpowino-
wej HUVEC wykorzystywanych jako model opisywane-
go procesu wykazano, ze SFN uczestniczy w regulacji
réznych etapéw naczyniotworzenia. Aktywnos¢ substan-
cji w tym zakresie polegata na ograniczaniu formowania
naczyn oraz szybkosci namnazania komérek srédbtonka
[2]. Zmniejszanie aktywnosci proliferacyjnej komorek li-
nii HUVEC pod wptywem SFN nastgpowato w sposéb za-
lezny od dawki przez indukcje apoptozy.

Zapobieganie migracji i formowaniu naczyn na macierzy
btony podstawnej na skutek dziatania SFN zaobserwowa-
no réwniez w dos§wiadczeniach na ludzkich mikronaczy-
niowych komoérkach §rédbtonkowych HMEC-1 [7]. W ko-
morkach tej linii SFN obnizat ekspresje receptora czynnika
wzrostu §rédbtonka naczyniowego Flk-1/KDR.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze SFN zakléca podstawowe
etapy procesu unaczyniania, od sygnaléw proangiogennych
do migracji i formowania naczyn krwiono$nych przez ko-
morki Srédblonkowe.

Zdolnos¢ komérek nowotworowych do rozsiewu z pierwot-
nego ogniska do weztéw chtonnych oraz do najblizszych
i odlegtych tkanek i narzadéw jest nieodtaczna cecha no-
wotwordw ztosliwych. Inwazyjno$¢ nowotworu i przerzuto-
wanie stanowia gtéwna przyczyng niepowodzen w leczeniu
tych schorzen. Proces powstawania przerzutow jest kaska-
da wielu zjawisk. Rozsiew komérek rakowych zapoczatko-
wuje wniknigcie komérek uwolnionych z pierwotnego no-
wotworu do naczyn chtonnych lub krwionosnych. Krazace
komorki droga naczyn moga dotrzeé¢ do otaczajacych tka-
nek, gdzie osiedlaja si¢ i proliferuja, tworzac ogniska prze-
rzutowe. Wedréwka w krwiobiegu lub w uktadzie limfa-
tycznym i ,,ekstrawazacja” komodrek nowotworowych przez
Sciany naczyn wymaga aktywacji enzymow proteolitycz-
nych, zdolnych do degradacji macierzy pozakomérkowej,
otaczajacej warstwe Srédbtonka naczyi, czy tez budujaca
btong podstawna tkanki nabtonkowej réznych narzaddow.
Na tym etapie niezbgdna jest indukcja enzymdw proteoli-
tycznych, takich jak proteinazy systemu plazminy, prote-
inazy serynowe oraz metaloproteinazy macierzowe [94].

Dowiedziono, ze aktywnos$¢ SFN na tym etapie kance-
rogenezy polega gtéwnie na supresji wymienionych en-
zyméw. W badaniach Rose i wsp. analizowano wptyw
ekstraktu z brokuléw na aktywnos¢ metaloproteinazy 9,

gtéwnego enzymu w procesie przerzutowania. Warto do-
da¢, ze w tkankach nowotworowych stwierdzono relatyw-
nie duza ekspresje i aktywnos¢ tego enzymu [96]. W cyto-
wanej pracy wykazano, ze SEN, wystepujacy w ekstrakcie
z brokutéw w stosunkowo duzych ilosciach, hamowat ak-
tywnos¢ metaloproteinazy 9. Ponadto badany ekstrakt
zmniejszal zdolno$¢ komérek raka piersi MDA-MB-231
do przerzutowania. Kolejne badania in vitro nad wptywem
SFN na metaloproteinazy w komdrkach srédbtonka dostar-
czaja niejednoznacznych rezultatéw. Podczas gdy wyka-
zano supresje transkrypcji metaloproteinazy 2 macierzy
w komoérkach HMEC-1 [7], w komérkach HUVEC SEN nie
wplywal na zmiany w wytwarzaniu enzymow tej klasy [2].

Thejass 1 Kuttan wykazali, ze SFN hamuje rozwdj nowotworu
in vivo i zapobiega powstawaniu przerzutéw czerniaka B 16F-
10, ktérego komorki tworza kolonie guzkéw nowotworowych
w plucach [90]. W doswiadczeniach przeprowadzonych na
myszach C57BL/6 zaobserwowano przede wszystkim znacz-
ny spadek masy tkanki nowotworowej i redukcje¢ formowa-
nia guzkéw. Stwierdzono réwniez zmniejszenie zawartosci
hydroksyproliny w kolagenie, co w istotny sposéb ogranicza
proces widknienia ptuc. Zmiany w komoérkach B16F-10 in
vitro, indukowane za pomoca SFN, polegaty na zmniejsze-
niu inwazyjnosci komérek nowotworowych wobec macie-
rzy kolagenowej, w poréwnaniu z komérkami nietraktowa-
nymi izotiocyjanianem. Jednocze$nie zaobserwowano duza
cytotoksycznosé SFN wzgledem komérek nowotworowych
oraz wyrazny potencjat antyproliferacyjny zwiazku [90].

FARMAKOKINETYKA SFN A POTENCIAL PRZECIWNOWOTWOROWY

Badania Petriego i wsp. nad wchtanianiem i metaboli-
zmem SEN wskazuja na efektywna absorpcje SFN w jelicie
czczym in vivo (Peff=18,7i12,6><104‘ cm/s) [74]. Ze wzgle-
du na hydrofobowos¢ oraz niska mas¢ molowa SFN praw-
dopodobnie jego transport przez nabtonek jelitowy zacho-
dzi w wyniku dyfuzji biernej [95]. Autorzy wykazali, ze
SEN po absorpcji przez enterocyty ulega sprzegzeniu z glu-
tationem i w postaci skoniugowanej jest w znacznej cz¢sci
wydzielany z powrotem do $§wiatla jelit. Wczesniejsze ba-
dania in vitro sugeruja udziat P-glikoproteiny w wydziela-
niu koniugatu ‘SFN-GSH’ poza komérki [19,102].

Badania farmakokinetyki SFN na modelach zwierzgcych
iludziach wskazuja, ze stgzenie tego zwiazku we krwi osig-
ga wartosci rzedu kilku uM. Z badan nad dystrybucja izo-
tiocyjanianéw w ludzkim organizmie wynika, ze po godzi-
nie od spozycia kietkoéw brokutowych zawierajacych 200
umoli izotiocyjanianéw, stgzenie w 0soczu moze wynosié
0,943-2,27 uM. [99]. Hu i wsp. w pdZniejszych badaniach
z wykorzystaniem szczuréw, godzing po podaniu 50 umo-
li SEN uzyskali we krwi zwierzat stezenie ~20 uM, a okres
pottrwania zwiazku oszacowano na 2,2 godziny [38]. Po
zastosowaniu u myszy 3-tygodniowej diety zawierajacej 5
i 10 umoli SFN/dzieni, zwiazek utrzymywat si¢ we krwi i je-
licie na poziomie 0,124-0,254 umoli i 3—13 nmoli/g tkan-
ki. Poza tym u myszy Apc™" izotiocyjanian w wymienio-
nych dawkach zapobiegat powstawaniu gruczolakéw [39].
Badania na szczurach wykazaty gromadzenie si¢ metabo-
litéw SFN w gruczotach sutkowych zwierzat po spozyciu
150 pmoli tego zwiazku. Osiagnigty poziom pochodnych
SFN wystarczat do efektywnej modulacji ekspresji genéw
kodujacych enzymy II fazy. W grupie zwierzat, u ktérych
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zastosowano jednorazowa suplementacje¢ zaobserwowano
zwigkszong ekspresje gendw NQOI i HO-1 [18]. Pilotowe
badania Corblatta i wsp. pozwolity na oszacowanie biodo-
stepnosci SFN i dystrybucji w tkance piersiowej kobiet [18].
U o$miu pacjentek po spozyciu jednej porcji kietkéw bro-
kutowych zawierajacej 200 umoli pochodnej glukorafani-
ny uzyskano st¢zenia metabolitéw SFN w tkance piersio-
wej na poziomie 1,45+1,12 (lewa piers) i 2,0+1,95 (prawa
piers) nmoli/g tkanki. W badanych tkankach réwniez za-
obserwowano aktywno$¢ ochronng dostarczonych sktadni-
kéw polegajaca na regulowaniu genéw NQO! i HO-1 [18].
Uzyskane wyniki stanowia dobra podstawe do dalszych ba-
dan nad mozliwosciami zastosowania kietkéw brokutowych
w chemioprewencji nowotworu piersi.

WpLYW PODLOZA GENETYCZNEGO NA SKUTECZNOSC OCHRONNEGO
DZIALANIA 1ZOTIOCYJANIANOW

Do tej pory w badaniach klinicznych testowano wptyw die-
ty bogatej w izotiocyjaniany lub warzywa krzyzowe, a nie
suplementacji SFN lub jego prekursorem glukorafanina,
na ryzyko wystgpowania choréb nowotworowych. Wyniki
badan populacyjnych wskazuja, ze zdolnos¢ izotiocyjania-
néw do zapobiegania chorobom nowotworowym prawdo-
podobnie zalezy od uwarunkowarn genetycznych poszcze-
g6Inych osobnikéw. Biorac pod uwage to odkrycie préba
zastosowania SFN jako efektywnego srodka chemioprewen-
cyjnego moze nie przynies¢ oczekiwanych rezultatow dla
wszystkich. Decydujaca role w korzystnym oddziatywa-
niu izotiocyjanianéw odgrywa prawdopodobnie polimor-
fizm genéw izoenzymdw S-transferazy glutationu GSTM1
i GSTT1. GST jest zaangazowana w detoksyfikacje wielu
karcynogenéw chemicznych i odpowiada za metabolizm
spozywanych izotiocyjanianéw. Badania kohortowe wska-
zuja na ochronne dziatanie diety bogatej w warzywa krzy-
zowe przeciwko nowotworom ptuc, jelita grubego i pier-
si jedynie u pacjentéw pozbawionych GSTM1 i GSTT1
[57,80]. Ze wzgledu na to, ze GST uczestniczy w przemia-
nach metabolicznych SFN i przez to wplywa na jego wy-
dalanie, mniejsza aktywnos$¢ enzymu u 0s6b z polimorfi-
zmem genu GST moze skutkowaé wolniejsza eliminacja
i dluzsza ekspozycja komoérek nowotworowych na ten

PismiennicTwo

zwiazek dostarczony wraz z dieta. Seow i wsp. zaobserwo-
wali wigksze wydalanie izotiocyjaniandw poza organizm,
a tym samym krétszy czas oddziatywania na tkanki u oséb
z genem GSTT1 w poréwnaniu z badanymi pozbawiony-
mi tego genu [79]. P6Zniejsze wyniki badarn potwierdzity
korelacje miedzy duzym spozyciem warzyw krzyzowych
a obnizeniem ryzyka zachorowania na raka jelita grubego
u 0s6b pozbawionych GSTM1 i GSTT1 [81].

Z kolei Gasper 1 wsp. zaobserwowali odwrotne zaleznosci:
wigksze stezenie metabolitéw SFN w moczu i szybsza eli-
minacj¢ z organizmu zanotowano u 0s6b nieposiadajacych
genu GSTT! [30]. W innych badaniach wykazano wptyw
diety wzbogaconej w warzywa krzyzowe na obnizenie za-
padalnosci na raka stercza jedynie w grupie mezczyzn po-
siadajacych izoenzym GSTMI, bez potencjatu ochronne-
go w stosunku do pacjentéw pozbawionych GSTM1 [47].

Mimo niejednoznacznych wynikéw, wymagajacych pod-
jecia dalszych badan, wptyw polimorfizmu genéw GST
na biodostgpnos¢é SFN wydaje si¢ miec¢ istotne znaczenie
w ksztattowaniu indywidualnej odpowiedzi organizmu na
przeciwnowotworowe dziatanie tego zwiazku.

PobpsumowaNIE

Rezultaty dotychczasowych badan wskazuja na zlozone
mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania SFN, ofe-
rujace ochrong na réznych etapach procesu kancerogenezy.
Jednak szczegdlnego znaczenia nabiera mozliwos¢é wyko-
rzystania tego zwigzku w tzw. chemioprewencji pierwotnej,
ze wzgledu na dobrze udowodnione zdolnosci do indukowa-
nia enzyméw detoksykacyjnych i zapobiegania uszkodze-
niom DNA indukowanym chemicznie. Pozytywne wyniki
badan in vitro oraz badan na zwierzgtach potwierdzajace
te wtasciwosci SFN uzyskano przy stosunkowo niewiel-
kich dawkach tego zwiazku, osiagalnych w ludzkim orga-
nizmie. Dane wskazuja, ze zastosowanie SFN u 0s6b zdro-
wych oraz z grupy podwyzszonego ryzyka moze sig staé
racjonalng strategia postgpowania profilaktycznego, acz-
kolwiek wptyw podtoza genetycznego na jego biodostgp-
nos¢ wymaga dalszych badan.
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