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W pracy zbadano wptyw flawonoidow tarczycy bajkalskiej: bajkaleiny i wogo-
niny na liczebnos¢ populacji bocznej (SP) w komorkach raka piersi (MCF7/WT
i MCF7/DX ) i gruczolakoraka jelita grubego (LOVO/WT i LOVO/DX). Populacje
SP zidentyfikowano i poddano ilosciowej ocenie w cytometrii przeplywowej, w te-
Scie usuwania z komorek barwnika Hoechst 33342. Wykazano istotne statystycznie
obnizenie odsetka populacji SP w komorkach raka piersi. W gruczolakoraku jelita
zanotowano stabszy efekt w zakresie wyzszych stezen (25-75uM).

Hasta kluczowe: nowotworowe komoérki macierzyste, populacja boczna/SP, bajka-
leina, wogonina.
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Nowotworowe komorki macierzyste (NKM) stanowia niewielka populacjg nie-
zroznicowanych i samoodnawiajacych si¢ komorek, ktére odpowiedzialne sa za
Wwzrost nowotworu, jego rozprzestrzenianie si¢ oraz wznowe¢. Komorki te charak-
teryzuja si¢ wysoka ekspresja transporteréw btonowych typu ABC (ATP-Binding
Cassette Transporters), odpowiedzialnych za usuwanie ksenobiotykéow z komorki.
W chemioterapii nowotworow stanowia aktualnie jeden z najistotniejszych celow
terapeutycznych (1-3). NKM mozna zidentyfikowaé w cytometrii przeptywowej na
podstawie wyodrebniania tzw. populacji bocznej SP (ang. Side Population) (4).

Komoérki guza nowotworowego tworzace populacje SP wykazuja skrajnie niski
poziom fluorescencji barwnika Hoechst 33342, co zwiazane jest z jego aktywnym
usuwaniem przez transportery ABCBI (P-gp) i ABCG2. Populacja SP nie jest ho-
mogenna grupa komorek nowotworowych, ale uwaza sig, ze jest wzbogacona w no-
wotworowe komorki macierzyste (5, 6). Odsetek komorek wykazujacych fenotyp SP
r6zni si¢ w roznych typach nowotwordow i prawdopodobnie wiaze sig ze stopniem
zlosliwosci nowotwordw (7).

Bajkaleina i wogonina sa bioaktywnymi flawonoidami, izolowanymi z tarczycy
bajkalskiej (Scutelaria Baicalensis Georgi), rosliny wywodzacej si¢ z tradycyjnej
medycyny chinskiej. Flawonoidy te wykazuja szeroki zakres aktywnos$ci farmakolo-
gicznej, m.in. dzialanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwwolnorodnikowe
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oraz silne wlasciwosci przeciwnowotworowe (8). Mechanizm przeciwnowotworo-
wego dzialania bajkaleiny i wogoniny zwiazany jest z wplywem na zahamowanie
proliferacji komorek nowotworowych, na zatrzymanie cyklu komérkowego oraz na
indukcj¢ apoptozy (9, 10). Natomiast wptyw flawonoidéw tarczycy bajkalskiej na
komorki SP jest stabo poznany. W pojedynczych doniesieniach autorzy wykazali
zmniejszenie frakcji komorek SP po inkubacji z etanolowym ekstraktem tarczycy
bajkalskiej (11) i izolowana bajkaleina (12), w linii nowotworowej wywodzacej si¢
ze szpiczaka mnogiego (RPMI 8226). Celem prezentowanej pracy byto zbadanie
wplywu wybranych flawonoidéw na liczebno$¢ komoérek SP w hodowlach komérek
raka piersi i raka jelita grubego.

MATERIALY I METODY

Badania przeprowadzono na ludzkich liniach nowotworowych raka piersi (MCF7/
WT i MCF7/DX) i gruczolakoraka jelita grubego (LOVO/WT i LOVO/DX). Dla
kazdego typu nowotworu badania przeprowadzono na komoérkach cechujacych sig
przecigtna, standardowa wrazliwos$cia na cytostatyki (linie: MCF7/WT i LOVO/
WT) oraz na komoérkach wykazujacych cechy zwigkszonej opornosci na doksoru-
bicyng, standardowy cytostatyk (linie: MCF7/DX i LOVO/DX). Komoérki hodowano
w CO,-inkubatorze (temp. 37°C, 5% CO,, wilgotno$¢ 95%) w odpowiednich me-
diach hodowlanych: DMEM (Gibco. USA ) dla linii MCF7/WT i MCF7/DX oraz
DMEM-FI12 (Lonza, Belgia) dla linii LOVO/WT i LOVO/DX. Media hodowlane
byly wzbogacone w 10% surowicg bydleca ptodowa (FBS), 2mM L-glutaming i gen-
tamycyng (Lonza, Belgia). Flawonoidy tarczycy bajkalskiej: bajkaleing i wogoning
(Sigma, USA) rozpuszczano w czystym DMSO w stezeniu 50mM i przechowywano
w temperaturze —20°C.

W celu iloSciowej oceny populacji SP wykorzystano standardowa metode podana
w piSmiennictwie (5), z uzyciem fluorochromu Hoechst 33342 (Ho.33342), ktory
wiaze si¢ do DNA komorek i emituje fluorescencje w zakresie $wiatla czerwonego
i niebieskiego, odczytywana w cytometrze przeptywowym za pomoca dwdch de-
tektorow. Analiza uzyskanych wartosci fluorescencji pozwala wyodrebnic, wsrod
komoérek o wysokim stopniu wybarwienia, populacje wykazujaca bardzo niski po-
ziom fluorescencji — populacje SP.

Do hodowli komoérek linii nowotworowych (5x10° kom./ml) dodawano roztwory
badanych flawonoidow (1, 5, 10, 25, 50, 75 uM) przygotowane bezposrednio przed
dodaniem do hodowli z roztworu macierzystego bajkaleiny i wogoniny w DMSO.
Koncowe stezenie DMSO w hodowlach komoérkowych wynosito kazdorazowo 1%.
Jednoczesnie dodawano fluorochrom Ho. 33342 (5 pg/ml) i hodowle inkubowano
90 min w CO,-inkubatorze, wstrzasajac w odstepach 30-minutowych. Nastgpnie
komorki ptukano w plynie Hanksa (Hanks’ Balanced Salt Solution, HBSS), bar-
wiono jodkiem propidyny (2 pg/ml) i analizowano w cytometrze przeplywowym
CyFlow®Space (Partec-Sysmex). Emisja fluorescencji barwnika Ho. 33342 byta
mierzona za pomoca detektora FL6 (z filtrem optycznym 630 nm) i FL5 (z filtrem
optycznym 455 nm), a uzyskane wyniki pomiardéw byly przedstawiane na wykresach
dwuparametrowych (FL6 vs FL5) w programie FlowMax. Populacj¢ SP identyfiko-
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wano i zaznaczano na wykresie w postaci bramki nazwanej: SP. Martwe komorki,
wybarwione jodkiem propidyny, nie byty analizowane.

Zdolno$¢ komorek poddanych dziataniu bajkaleiny i wogoniny do redukc;ji soli
tetrazoliowych zbadano testem MTT wg standardowej procedury (13). W tej me-
todzie ilos¢ powstajacego formazanu, oceniana spektrofotometrycznie, jest miara
aktywno$ci oksydacyjnej mitochondriéw i jest proporcjonalna do liczby zywych,
proliferujacych komorek. Test przeprowadzono w 96-dotkowych ptytkach hodow-
lanych, nanoszac do kazdego dotka po 100 pl zawiesiny komérkowej (5x10° kom.
linii LOVO/WT i DX oraz 1x10° kom. linii MCF-7/WT i DX). Hodowle komérkowe
inkubowano przez 24 godz. z bajkaleina i wogoning w zakresie stezen 1-75 uM.
Nastegpnie usuwano medium hodowlane znad komorek, dodawano po 50 pl roztworu
MTT (1 mg/ml) i inkubowano 2 godz. Wytracone krysztaty formazanu rozpuszcza-
no w 100 pl izopropanolu (POCH, Polska). Absorbancje mierzono w spektrofotome-
trze Wallac Victor 2 (Perkin Elmer, USA), A=550nm.

Analizg statystyczna uzyskanych wynikéw przeprowadzono w programie Graph-
Pad PRISM® Version 6.05 Software Inc. (San Diego CA.) testem t-studenta.

WYNIKI

Zastosowane w pracy linie komorek nowotworowych roznity si¢ wrazliwo$cia na
standardowa terapig cytostatyczna; byly to zaréwno linie komoérek wykazujacych prze-
cigtna/standardowa wrazliwo$¢ na doksorubicyng (MCF7/WT 1 LOVO/WT) i linie
komorek o zwigkszonej opornosci na ten cytostatyk (MCF7/DX i LOVO/DX). Badania
wlasne pokazaty, ze linie te roznity si¢ odsetkiem populacji SP, ktory byt 1.7 razy wyz-
szy w linit MCF7/DX i 7 razy w linii LOVO/DX w poréwnaniu do ich odpowiednikow
— linii wrazliwych na cytostatyk i odsetek ten ulegat obnizeniu po inkubacji hodowli
z werapamilem (50 pM) — standardowym inhibitorem glikoproteiny P.

W prezentowanej pracy oba flawonoidy tarczycy bajkalskiej znaczaco zmniejsza-
ty liczebno$¢ SP w liniach komorek raka piersi. Przyktadowe histogramy, uzyskane
z analizy cytometrycznej, z zaznaczong populacja SP w prébie kontrolnej i w pro-
bach po inkubacji z r6znymi stezeniami bajkaleiny, pokazano na rycinie 1.

Wyniki hodowli komoérek nowotworowych z bajkaleina i hodowli z wogonina
przedstawiono w histogramach na rycinie 2.

Inkubacja hodowli komorek z bajkaleina prowadzita do istotnego statystycznie
obnizenia odsetka populacji SP 0 47-95% w komorkach MCF7/WT i MCF7/DX,
w zakresie stezen 10-75 uM (Rycina 2A). Wogonina rowniez indukowata obnize-
nie frakcji SP, nawet 0 94% w najwyzszym badanym stezeniu (75 pM), aczkolwiek
wykazywala stabsze dziatanie w poréwnaniu do bajkaleiny, szczegdlnie w zakresie
nizszych stezen (5—25 pM) (Rycina 2B). W pojedynczych doniesieniach pi§miennic-
twa na temat wptywu flawonoidow tarczycy bajkalskiej na odsetek komorek SP (11),
réwniez obserwowano, ze wogonina wywierata slabsze niz bajkaleina dziatanie na
populacjg SP w komérkach RPMI 8226. W komorkach raka jelita grubego (LOVO/
WT i LOVO/DX), oba flawonoidy wykazywaty znacznie stabsze dzialanie — bajka-
leina 1 wogonina indukowaty obnizenie odsetka SP jedynie w wyzszych stezeniach
(2575 uM). W tych stezeniach bajkaleina zmniejszata proporcje SP 0 22-31% w li-
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nii LOVO/WT i 0 8-21% w linii LOVO/DX, natomiast wogonina o 12-32% (LOVO/
WT) i 26-37% (LOVO/DX), chociaz w tych hodowlach nie wykazano istotno$ci

statystycznej wynikow.
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Ryc. 1. Przyktadowe histogramy przedstawiajace wptyw bajkaleiny na liczebno$¢ populacji bocznej
(SP) w linii MCF7/DX. Komorki populacji SP oznaczono bramka SP. Ho- Hoechst 33342

Fig.1. Representative histograms showing the effect of baicalein on Side Population (SP) quantity in
MCF7/DX cells. SP cells are shown in SP gate. Ho- Hoechst 33342

W tescie redukcji soli tetrazoliowych (MTT), bajkaleina hamuje proliferacjg ko-

morek linii ludzkiego szpiczaka mnogiego RPMI 8226 proporcjonalnie do badanych
stezen 1 w szerokim zakresie badanych stgzen (18.5-592 uM) (12). W badaniach
wlasnych oba flawonoidy tarczycy bajkalskiej wykazywatly istotne statystycznie
zahamowanie redukcji barwnika MTT w komorkach linii raka piersi, szczeg6lnie
w zakresie stezen: 25-75 uM. W najwyzszym badanym st¢zeniu redukcja MTT
zmniejszyta si¢ o okoto 50% zaré6wno w hodowlach inkubowanych z bajkaleinag
jak i w hodowlach z wogonina. W liniach raka jelita grubego efekty te byly stabiej
zaznaczone i wyniki nie byly istotne statystycznie.
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Ryc. 2. Wptyw bajkaleiny (A) i wogoniny (B) na odsetek populacji bocznej (SP) w liniach komérkowych
raka piersi (MCF-7/WT i MCF-7/DX) ($rednia£SD). Komorki byly inkubowane przez 90 minut w obec-
nosci réznych stezen bajkaleiny/wogoniny i Hoechst 33342. Oceniano procentowa zawartos¢ komorek
tworzacych populacjg SP. Istotno$¢ statystycznag wynikow oceniono testem t (*- p< 0.05; **- p<0.01;
**%. p<0.001). K = hodowla kontrolna

Figure 2: Effect of baicalein (A) and wogonin (B) on Side Population (SP) quantity in brest cancer cells
(MCF-7/WT and MCF7/DX) (mean+SD). Cells were incubated in the presence of different baicalein/
wogonin concentrations and Hoechst 33342. Percentage of SP cells was estimated. Statistical significance
was calculated with the t test (*- p< 0.05; **- p<0.01; ***- p<0.001). K = control cells

WNIOSKI

1. Flawonoidy tarczycy bajkalskiej, bajkaleina i wogonina hamuja proliferacj¢ komo-
rek badanych linii nowotworowych oraz zmniejszaja liczebno$¢ frakcji populacji
SP.

2. W raku piersi bajkaleina i wogonina moga poprawiaé¢ skutecznos$¢ terapii cyto-
statycznej i zapobiega¢ nawrotom choroby poprzez obnizanie odsetka komorek
populacji SP.

3. Wptyw badanych flawonoidéw na komorki raka jelita grubego byt stabszy i wy-
razniej zaznaczony jedynie w wyzszych st¢zeniach bajkaleiny i wogoniny.

H. Moreira, T. Ggbarowski, A. Szyjka, M. Flank, K. Gasiorowski

EFFECT OF BAICALEIN AND WOGONIN ON SIDE POPULATION QUANTITY
IN HUMAN BREAST AND COLON CANCERS

Summary

Baicalein and wogonin, the main bioactive flavonoids of skullcap (Scutelaria Baicalensis Georgi),
possess anticancer activities, including inhibition of cell proliferation, cell cycle arrest and induction of
apoptosis in cancer cells. Very little is known about their effect on side population (SP) cells, i.e. cancer
stem-like cells. Our results showed that baicalein and wogonin significantly inhibited SP in wild-type
(MCF7/WT) and doxorubicin-resistant (MCF7/DX) breast cancer cells, in a dose-dependent manner.
In the case of human colon cancer cells, we did not observe significant decrease in SP cells in the pre-
sence of tested flavonoids (neither in wild-type, LOVO/WT, nor in doxorubicin-resistant, LOVO/DX).
Baicalein and wogonin inhibited breast cancer cells proliferation in a dose dependent manner (the MTT
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reduction test) and only a weak effect was noted in colon cancer cells. The results suggest that baicalein
and wogonin could improve efficiency of the standard cytostatic therapy in breast cancers, whereas their
weak influence on colon cancer cells should be further evaluated.
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