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PRACA ORYGINALNA

Ocena sekrecji IL-6 przez komorki
nowotworowe jelita grubego traktowane
kwasem fitynowym

Evaluation of IL-6 secretion by colon cancer cells treated
with phytic acid

Beata Parfiniewicz, Ludmita Weglarz, Andrzej Hollek

STRESZCZENIE

WSTEP

Szereg danych wskazuje, ze interleukina-6 (IL-6) moze odgrywac poten-
cjalng role w patogenezie raka jelita grubego. W ciggu ostatnich lat szcze-
g6lna uwage naukowcoéw zwraca aktywno$¢ przeciwnowotworowa kwasu
fitynowego (IP6), ufosforylowanego weglowodanu, sktadnika diety boga-
tobtonnikowej. Pojawity sie sugestie, Ze moze on modulowac przebieg re-
akcji odpornosciowych i stanéow zapalnych miedzy innymi poprzez regu-
lacje syntezy cytokin takich jak IL-6. Celem pracy byta ocena wptywu IP6
na sekrecje IL-6 przez komorki nowotworowe jelita grubego linii Caco-2.

MATERIAL | METODY

Komorki linii Caco-2 eksponowano na dziatanie IP6 w stezeniach 1,0;
2,5; 5,0 mM przez 1; 6; 12 i 24 godziny. Oznaczenie stezenia IL-6 w ho-
dowlach przeprowadzono przy uzyciu testu ELISA, natomiast do oznacze-
nia stezenia biatka zastosowano metode Bradforda. Stezenie IL-6 wyrazo-
no w pg/mg biatka komorek.

WYNIKI

Stwierdzono, Ze transformowane komorki nabtonkowe jelita grubego li-
nii Caco-2 wykazujg konstytutywng sekrecje IL-6, utrzymujaca si¢ na sta-
tym poziomie w czasie trwania do§wiadczenia. IP6 posiada zdolnos¢ do
zmniejszania tej sekrecji w sposob zalezny od jego stezenia i czasu dziata-
nia na komoérki.

WNIOSKI

Wyniki badan sugeruja, ze IP6 obecny w $wietle jelita moze wywierac
efekty immunoregulatorowe zwigzane ze zmianami sekrecji IL-6 w ko-
morkach nabtonka jelitowego.
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ABSTRACT

BACKGROUND
Series of evidences have shown that interleukin-6 (IL-6) could play an important role in the
pathogenesis of colon cancer. Inositol hexaphosphate (IP6) is a naturally occurring polyphos-
phorylated carbohydrate, found in many plant sources and in certain high-fiber diets. Over the
past few years interest in IP6 has stemmed mostly from its potentially important antineoplastic
activity against various types of cancer, including colon cancer. Moreover, it was pointed out that
IP6 has ability to act on the host immune functions and inflammatory processes by controlling
the synthesis of cytokines such as IL-6. The aim of this study was to evaluate the influence of IP6
on IL-6 secretion by malignant epithelial colorectal Caco-2 cells.

MATERIAL AND METHODS
The Caco-2 cells were treated with IP6 at the concentrations of 1.0; 2.5; 5.0 mM for 1; 6; 12
and 24 hours. The level of IL-6 was measured by enzyme-linked immunosorbent assay. The
concentration of IL-6 was related to the amount of total cell protein which was estimated by the

Bradford method (pg/mg).

RESULTS

It was found that colorectal Caco-2 cells constitutively secreted IL-6 at the constant level during
24 hour culture. IP6 down-regulated IL-6 secretion in a dose and time dependent manner.

Conclusion old

The present findings demonstrate that IP6 in the lumen of the large intestine may play an im-
munoregulatory role by inducing changes in IL-6 secretion by epithelial colon cells.

KEY WORDS
IL-6, phytic acid, Caco-2 cells

WSTEP

Nowotwory ztosliwe, w tym rak jelita grubego,
stanowig istotny problem spoteczny ze wzgle-
du na stale rosnacg liczbe zachorowan i maty
odsetek trwatych wyleczen [1].

W etiopatogenezie raka jelita grubego uwzgled-
nia sie stany zapalne zwiazane z chroniczny-
mi zapaleniami btony Sluzowej jelita grubego,
co wskazuje na role nadreaktywnosci uktadu
immunologicznego w rozwoju procesu nowo-
tworowego, czemu towarzyszy zwiekszone wy-
twarzanie prozapalnych cytokin [2].
Interleukina-6 (IL-6) jest cytoking prozapal-
ng wykazujgcg réoznorodne dziatanie biolo-
giczne [3, 4]. Dotychczasowe badania wyka-
zaty, ze IL-6 moze by¢ wspotodpowiedzialna
za powstawanie i rozw6j wielu choréb takich

jak: szpiczak mnogi, biataczki szpikowe, rak
prostaty, rak pecherza moczowego, rak nerki,
rak jajnika, reumatoidalne zapalenie stawow,
osteoporoza, jak rowniez przewlekte choroby
zapalne jelit, tj. choroba Crohna i wrzodzieja-
ce zapalenie jelita grubego [5, 6, 7, 8].

W ostatnich latach wykazano, ze interleuki-
na-6 moze odgrywac potencjalna role w pato-
genezie raka jelita grubego. Jej stezenie w suro-
wicy chorych z nowotworem tej tkanki kore-
lowato dodatnio z rozmiarem guza, natomiast
dla komorek nowotworowych hodowanych
in vitro 1L-6 pelnita funkcje czynnika wzrostu
[9]. Stwierdzono, ze utatwia ona wzrost guza
poprzez hamowanie procesu apoptozy ko-
morek nowotworowych oraz indukuje angio-
geneze w obrebie guza. Wykazano jej udziat
w indukcji wzrostu nowotworu na drodze auto-
i parakrynnej [10]. Wyniki najnowszych ba-
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dan potwierdzajg znaczenie IL-6 jako czynni-
ka rokowniczego raka jelita grubego [11]. Esfa-
nok i wsp. [11] dowiedli, ze stadium zaawan-
sowania tego nowotworu korelowato nie tyl-
ko ze stezeniem IL-6 w surowicy chorych, ale
takze iloscia tej cytokiny w tkance nowotwo-
rowej jelita grubego.

Ciagle poszukuje sie nowych zwigzkéw moga-
cych znalez¢ zastosowanie w profilaktyce i le-
czeniu nowotwordéw, w tym nowotworow je-
lita grubego.

Kwas fitynowy (IP6) jest ufosforylowanym
weglowodanem wystepujacym powszechnie
w przyrodzie. Szczegblnie obficie wystepuje
w ro$linach straczkowych i oleistych oraz ziar-
nach zb6z i innych produktach o duzej za-
warto$ci wtékna pokarmowego. W znacznie
mniejszych iloSciach znajduje sie w organi-
zmach ssakow. Ze wzgledu na silng zdolnos¢
chelatacyjna, IP6 uwazany byl dawniej za
czynnik antyodzywczy wptywajacy na obnize-
nie biodostepnosci zawartych w diecie amino-
kwasow i pierwiastkow takich jak wapn, cynk
i zelazo [12]. Jednakze pdzZniejsze badania za-
przeczyly tym opiniom i ujawnily szereg ko-
rzystnych wptywow IP6 na organizm cztowie-
ka takich jak zapobieganie kamicy nerkowej,
agregacji ptytek krwi, obnizanie stezenia cho-
lesterolu i innych frakcji lipidowych w osoczu
krwi [13, 14].

W ostatnich latach szczegdlng uwage naukow-
cow zwrocita jego aktywnosé przeciwnowo-
tworowa. Skuteczno$¢ IP6 w zakresie dzia-
tania terapeutycznego jak i prewencyjnego
w odniesieniu do r6znych nowotworéw,
w tym raka jelita grubego byta obserwowana
w badaniach in vitro i in vivo [12, 13, 14]. Do-
tychczas nie wyjasniono jednak w petni me-
chanizmoéw takiego dziatania IP6. Sugeruje
sie, ze zwigzek ten moze oddziatywac na r6z-
ne typy komoérek wedtug odmiennych mecha-
nizmoéw. Wykazano, ze IP6 moze wptywaé na
cykl komoérkowy, ekspresje genow, angiogene-
z¢ i przerzutowanie nowotworéw, jak rowniez
na szlaki sygnalizacji wewnatrzkomorkowej
i hamowanie tworzenia wolnych rodnikow
tlenowych [15, 16, 17].

Badania doswiadczalne nad IP6 dostarczyly
rowniez dowodow, ze moze on modulowaé
przebieg reakcji odpornoSciowych i stanow
zapalnych, miedzy innymi poprzez regulacje
syntezy cytokin takich jak IL-6 [16, 18].
Celem pracy byta ocena wptywu kwasu fity-
nowego na sekrecje interleukiny-6 przez trans-

formowane komoérki nabtonkowe jelita grube-
go Caco-2 w zaleznosci od jego stezenia i cza-
su dziatania.

MATERIAE I METODY

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem
linii komorkowej Caco-2, wywodzacej sie
z gruczolakoraka jelita grubego (human co-
lon adenocarcinoma), ktéra zostala zakupiona
w German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, Dept. Human Animal Cell Cultures.
Do badan uzyto komoérek pochodzgcych z 43-
47 pasazu. Komoérki hodowano standardo-
wo w pozywce RPMI 1640 (Sigma, Germany)
z dodatkiem10% bydlecej surowicy ptodowej
FBS (GIBCO BRL, Germany) oraz antybioty-
kow tj. penicyliny (Sigma, Germany) i strepto-
mycyny (Sigma, Germany) w inkubatorze fir-
my Nuaire NU-4750 (USA), ktoéry zapewniat
warunki statej temperatury (37°C), statej wil-
gotnos$ci powietrza wynoszacej 95% i atmos-
fere powietrza wzbogacong w 5% CO,. Przed
wilasciwym doSwiadczeniem, komorki linii
Caco-2 hodowano w polistyrenowych naczy-
niach o powierzchni 25 cm? wyposazonych
w filtry bakteriologiczne (Nunc EasyFlasks™
Nunclon™A, Nalge Nunc International, Den-
mark), a ich pasazowanie odbywato si¢ z za-
stosowaniem 0,25% roztworu trypsyny (GIB-
CO BRL, Germany) z dodatkiem 1 mM EDTA
x 4Na (Life Technologies, Germany).

W celu traktowania komorek kwasem fityno-
wym, zastosowano jego so6l sodowg wyizolo-
wang z kukurydzy (phytic acid, sodium salt
from Corn, Sigma, Germany). Po rozpuszcze-
niu nawazki IP6 w wodzie apirogennej i de-
jonizowanej oraz ustabilizowaniu pH do 7,4,
roztwor przefiltrowano przez filtr bakteriolo-
giczny. Z roztworu wyjSciowego IP6 przygoto-
wano roztwory o koncowych stezeniach: 1,0
mM, 2,5 mM, 5,0 mM wykonujac odpowied-
nie rozcienczenia pozbawiong surowicy po-
zywka RPMI 1640 z antybiotykami.

W celu oceny sekrecji IL-6 przez komor-
ki Caco-2, komorki wysiewano na 24-dotko-
w3 plytke hodowlang (firmy Nunc, Denmark)
w liczbie 1x10° komorek/1,9 cm?, po uprzed-
nim ocenieniu ich zywotnosci z wykorzysta-
niem 0,4% biekitu trypanu (Sigma, Germa-
ny). Zywotnos¢ komorek wynosita 98%.
Przez pierwsze trzy doby komoérki hodowa-
no w pozywce RPMI 1640 z dodatkiem su-
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rowicy bydlecej, penicyliny i streptomycyny,
a nastepnie pozywke wymieniano na medium
o podobnym sktadzie lecz pozbawione suro-
wicy i prowadzono w nim hodowle przez na-
stepna dobe. W piatej dobie, do hodowli ko-
morek wprowadzano pozywke RPMI 1640
z antybiotykami i 10 mM buforem Hepes (Sig-
ma, Germany) oraz IP6 o stezeniach 1,0 mM,
2,5 mM i 5,0 mM. Kontrole stanowity komor-
ki nie traktowane IP6.

Materiat do analizy, tj. medium hodowlane
i lizaty komérkowe zbierano po 1, 6, 12 i 24
godzinach od momentu wprowadzenia do ho-
dowli roztworéw IP6. Stezenie IL-6 w medium
hodowlanym oznaczono immunoenzymatycz-
ng metoda ELISA za pomocg zestawu ,Quanti-
kine — Human IL-6 Immunoassay” (R&D Sys-
tems, Minneapolis, USA), a otrzymane wyni-
ki wyrazono w pg/ml w oparciu o krzywa ka-
libracyjna sporzadzong dla wzorca badanej cy-
tokiny dotaczonego do zestawu. Czutosc¢ testu
wynosita ponizej 0,7 pg/ml.

Lizaty komorek uzyskano po potraktowa-
niu komoérek przyczepionych do dna dotkow
0,2% roztworem SDS (dodecylosiarczan sodu,
POCH, Poland). Lizaty zamrazano w -70°C,
a nastgpnie oznaczano w nich stezenie biatka
komoérkowego zgodnie z protokotem zamiesz-
czonym w specyfikacji odczynnika Bradfor-
da ( Sigma, Germany) w modyfikacji dla pty-
tek 96-dotkowych. Pomiaru absorbancji doko-
nano przy dtugosci fali 595 nm stosujac czyt-

nik MRX Revelation (firma Dynex, USA, opro-
gramowanie DYNEX™ Software wersja 4.25).
Stezenia biatka w poszczegdélnych probkach
wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowe;j.
Stezenie IL-6 (pg/ml) odniesiono do catkowi-
tego biatka komorkowego (mg/ml), wyrazajac
wyniki w pg IL-6 na mg biatka komoérkowe-
go (pg/mg).

ANALIZA STATYSTYCZNA

Statystyczng ocene wynikoéw przeprowadzono
dla modelu z powtarzanymi wynikami (nieza-
lezne trzykrotne powtdrzenia) z wykorzysta-
niem $redniej arytmetycznej, odchylenia stan-
dardowego (SD) oraz jednoczynnikowej ana-
lizy wariancji (ANOVA). W przypadkach gdy
ANOVA data wynik statystycznie istotny, po-
rownan wielokrotnych dokonywano testem
Duncana. Testy wykonano na poziomie istot-
nosci a = 0,05 z uzyciem programu Statistica
7.0.

WYNIKI

Stezenie IL-6 w hodowlach komoérek Caco-2
suplementowanych IP6 w stezeniach 1,0; 2,5;
5,0 mM oraz w hodowlach kontrolnych nie
zawierajacych tego zwigzku oznaczono meto-
da ELISA.

Uzyskane wyniki zanalizowano statystycznie
biorgc pod uwage wptyw roznych stezen IP6
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Rycina 1. Sekrecja IL-6 przez komarki Caco-2 nie traktowane IP6 (kontrola) w roznych czasach prowadzenia hodowli.
Figure 1. IL-6 secretion by control (not treated with IP6) Caco-2 cells at various times of cells culturing.
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Rycina 2. Sekrecja IL-6 przez komérki Caco-2 w hodowli kontrolnej i w hodowlach traktowanych 1,0; 2,5; 5,0 mM IP6 przez 1 godzine.
Figure 2. IL-6 secretion by control and incubated with 1.0; 2.5; 5.0 mM IP6 Caco-2 cells for T hour.

jak rowniez wptyw czasu jego oddziatywania
na badane komorki. Badania ujawnity, ze ko-
lonocyty Caco-2 posiadajg zdolno$¢ konsty-
tutywnej syntezy i wydzielania IL-6. Analiza
statystyczna przeprowadzona testem ANOVA
wykazala, ze Srednie arytmetyczne stezen IL-6
w przeliczeniu na ilo$¢ biatka komérkowego
w hodowlach kontrolnych podczas kolejnych
godzin prowadzenia hodowli nie réznily sie
istotnie statystycznie (ryc. 1). Konstytutywna

sekrecja IL-6 ksztaltowata si¢ na poziomie 3,4-
7,9 pg/mg bialka. Stwierdzono natomiast, ze
wprowadzenie kwasu fitynowego do hodowli
komorkowych spowodowato zmiany w sekre-
¢ji IL-6 w poréwnaniu z hodowlg nie trakto-
wang tym zwigzkiem (ryc. 2-5).

IP6 w stezeniach 1,0; 2,5; 5,0 mM wywoty-
wat zmniejszanie sekrecji IL-6 przez komorki
Caco-2 (ryc. 2-5), jedynie 1-godzinne oddzia-
tywanie badanego czynnika w stezeniu 1mM
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Rycina 3. Sekrecja IL-6 przez komérki Caco-2 w hodowli kontrolnej i w hodowlach traktowanych 1,0; 2,5; 5,0 mM IP6 przez 6 godzin.
Figure 3. IL-6 secretion by control and incubated with 1.0; 2.5; 5.0 mM [P6 Caco-2 cells for 6 hours.
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Rycina 4. Sekrecja IL-6 przez komorki Caco-2 w hodowli kontrolnej i w hodowlach traktowanych 1,0; 2,5; 5,0 mM IP6 przez 12 godzin.
Figure 4. IL-6 secretion by control and incubated with 1.0; 2.5; 5.0 mM IP6 Caco-2 cells for 12 hours.

stymulowato ja (ryc.2). Wyzsze stezenia IP6
hamowaly wydzielanie IL-6, przy czym staty-
stycznie znamienne zmniejszenie sekrecji ob-
serwowano po dtuzszym czasie dziatania IP6,
tj. po 12 i 24 godzinach (12 h i 24 h) (ryc
4-5).

Nie wykazano proporcjonalnych zmian w se-
krecji IL-6 przez komorki Caco-2 zaleznych
od czasu dzialania IP6. Wydzielanie tej cyto-
kiny pod wptywem 2,5 i 5,0 mM IP6 zwigk-

szato si¢ w wyniku wydtuzenia czasu inkuba-
¢ji z 1 godziny do 6 godzin, po czym zmniej-
szato sie wyraznie w 12 i 24 godzinie trwania
hodowli (ryc. 2-5). Stezenie wydzielonej IL-6
po 24 godzinach bylo mniejsze niz po 1 go-
dzinie inkubacji komoérek z 1,0 i 5,0 mM IP6,
a w przypadku zastosowania 2,5 mM IP6 nie
wykazato istotnych statystycznie r6znic w sto-
sunku do ilosci IL-6 uwalnianej po 1 godzinie
inkubacji (ryc. 2-5).
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Rycina 5. Sekrecja IL-6 przez komérki Caco-2 w hodowli kontrolnej i w hodowlach traktowanych 1,0; 2,5; 5,0 mM IP6 przez 24 godziny.
Figure 5. IL-6 secretion by control and incubated with 1.0; 2.5; 5.0 mM IP6 Caco-2 cells for 24 hours
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DYSKUSJA

W przedstawionej pracy zbadano sekrecje IL-6
przez transformowane komoérki nabtonkowe
jelita grubego linii Caco-2, ktére hodowano
w obecnosci kwasu fitynowego (IP6).

Shirota i wsp. [19] badajac wycinki tkankowe
pochodzace z przewodu pokarmowego czto-
wieka wykazali, ze komérki nowotworowe
jelita grubego wydzielajg wieksze ilosci IL-6
w porOéwnaniu z prawidtowymi kolonocyta-
mi. Ponadto stwierdzili dwa razy wiekszg eks-
presje mRNA dla komérkowego receptora IL-6
w tkance nowotworowej w odniesieniu do
prawidtowego nabtonka jelita grubego.
Badania dotyczace wydzielania IL-6 przez ko-
morki nowotworowe jelita grubego byty row-
niez prowadzone z zastosowaniem réznych li-
nii komoérkowych. Brozek i wsp. [20] stoso-
wali jako model linie Caco-2/AQ, COGA-1A,
COGA-13 do badan ekspresji mRNA i ilosci
biatka IL-6 technikami odpowiednio RT-PCR
i ELISA. Wykazali oni, ze w liniach komérko-
wych ludzkiego raka jelita grubego pochodzg-
cych od guzéw o Srednim i wysokim stopniu
zréznicowania (Caco-1/AQ, COGA-1A) wyste-
puje niska ekspresja IL-6, a jej wydzielanie jest
tylko w niewielkim stopniu podatne na czyn-
niki stymulujace. Natomiast w komérkach wy-
wodzacych sie od niezréznicowanych guzow
(COGA-13), ekspresja IL-6 jest zdecydowanie
wieksza, a synteza tej cytokiny podlega efek-
tywnej stymulacji przez IL-1B. Uzywajac tych
samych metod, Legrand-Poels i wsp. [21] bada-
li poziom sekrecji IL-6 w transformowanych li-
niach komoérkowych Hela i HTM-29, stwier-
dzajac w pierwszej z nich duza produkcje IL-6
w odpowiedzi na stymulacje TNF-a i IL-1, na-
tomiast w drugiej — brak wydzielania IL-6.

W przedstawionej pracy jako modelu do-
Swiadczalnego uzyto komoérek linii Caco-2
pochodzacych od raka gruczotowego okrez-
nicy. W postaci zré6znicowanej Caco-2 wyka-
zuja morfologiczne i funkcjonalne podobien-
stwo do prawidlowych komérek nabtonko-
wych jelita, natomiast w postaci niezr6znico-
wanej stanowig model tkanki nowotworowej
jelita grubego i s3 wykorzystywane w bada-
niach aktywno$ci metabolicznej komoérek no-
wotworowych.

Jung i wsp.[22] oceniali zdolnos¢ kolonocytow
linii Caco-2, T-84 i SW620 do ekspresji cyto-
kin. Stwierdzili oni, ze badane linie komor-
kowe charakteryzuja si¢ ekspresja mRNA dla

IL-8 i TGF-B1, a nie wykazuja ekspresji wielu
innych cytokin, w tym IL-6. Autorzy sugeru-
ja, ze brak wydzielania IL-6 przez linie trans-
formowane moze wynika¢ z ich pochodzenia
od prekursoréw pozbawionych tej zdolnosci,
a wiec nie jest spowodowany transformacjg
nowotworowa. Z kolei wyniki badan prowa-
dzonych przez Weglarz i wsp.[23] wykazaly
zdolno$¢ komorek linii Caco-2 do konstytu-
tywnej syntezy IL-6, a takze IL-8. Jednak po-
ziom sekrecji IL-6 przez te komorki byt niski,
osiggat wartos¢ 8,81 + 0,32 pg/mg biatka ko-
morkowego.

W przedstawionej pracy réwniez stwierdzo-
no, ze komorki linii Caco-2 posiadaja zdol-
nos¢ syntezy IL-6, a poziom sekrecji tej cyto-
kiny jest niski. Jej stezenie w hodowlach kon-
trolnych osiaggato wartosci od 3,44 do 7,89 pg/
mg biatka komorek.

Naukowcy wcigz poszukuja nowych zwiaz-
kow mogacych znalez¢ zastosowanie w le-
czeniu i profilaktyce nowotwordéw jelita gru-
bego. Jednym z nich moze by¢ kwas fitynowy
(IP6). Zwigzek ten jest naturalnie wystepuja-
cym, ufosforylowanym weglowodanem, po-
chodng inozytolu. Wystepuje powszechnie
w roslinach straczkowych i oleistych, oraz ziar-
nach zb6z i innych produktach o duzej zawar-
tosci witokna pokarmowego W organizmach
ssakow jest zawarty w znacznie mniejszych
ilosciach. Stezenie IP6 w jelicie grubym czto-
wieka miesci si¢ w zakresie 0,57-4,0 uM na
1 gram tresci pokarmowej [13, 14, 15, 16].
Obecnie wigkszos¢ badan jest ukierunkowa-
nych na poznanie doktadnego mechanizmu
dziatania oraz mozliwosci wykorzystania kwa-
su fitynowego w leczeniu i prewencji nowo-
tworow. W doswiadczeniach prowadzonych
na modelu szczuré6w rasy F344 stwierdzono,
ze IP6 wptywa hamujaco na kancerogeneze
w jelicie grubym na etapie zar6wno preinicja-
¢ji jak i postinicjacji [12, 24].

Verghese i wsp. [25] stwierdzili, ze IP6 obniza
ekspresje antygenu jadrowego komoérek proli-
ferujacych oraz chroni przed rozwojem ognisk
dysplastycznych w kryptach jelitowych nor-
malizujac jednocze$nie parametry morfome-
tryczne tych ognisk u szczuréw z indukowa-
nym chemicznie nowotworem jelita grube-
go. Ponadto zaobserwowali oni zmiany za-
chodzace w komérkach Caco-2 pod wptywem
IP6 Swiadczace o jego zdolnosci do induko-
wania apoptozy, takie jak fragmentacja DNA
czy wzrost uwalniania dehydrogenazy mle-
czanowej. W przeprowadzonych uprzednio
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w naszym zespole badaniach, proapoptotycz-
ne dziatanie kwasu fitynowego na komorki
Caco-2 manifestowato sie indukcja apoptozy
wyrazong zwiekszeniem stosunku transkryp-
tow Bax/Bcl-2, uszkodzeniami degradacyjny-
mi DNA, a takze aktywacja kaspasy-3 [26].

W rozwazaniach na temat mechanizmoéow
przeciwnowotworowego dziatania IP6, wska-
zuje sie, iz poza bezposrednim wptywem na
komoérki nowotworowe, oddzialuje on na
funkcje immunologiczne organizmu. Stwier-
dzono bowiem, ze IP6 wzmaga aktywno$¢ ko-
moérek NK u szczuréw z indukowanym che-
micznie nowotworem jelita grubego u kto-
rych obserwowano odwrotng zalezno$¢ po-
miedzy aktywnosciag NK i rozmiarami guza
oraz zmniejszanie wielkosci guza wraz z to-
warzyszacym wzrostem aktywnosci NK [27].
W badaniach oddziatywania IP6 na neutrofi-
le zwigzek ten okazatl sie¢ modyfikowa¢ uwal-
nianie IL-8 [18]. Wyniki tych badan wykazaty,
ze IP6 w stezeniach 100 i 250 uM posiada sty-
mulujacy wptyw na wydzielanie IL-8 oraz na-
sila pobudzajace dziatanie LPS na jej uwalnia-
nie przez neutrofile. Nie stwierdzono jednak
jednoznacznego wptywu IP6 na sekrecje IL-6
przez te komorki.

Wyniki badan przedstawione w prezentowa-
nej pracy wskazuja, ze IP6 w stezeniach 1,0,
2,5 1 5,0 mM obniza poziom sekrecji IL-6
w komoérkach linii Caco-2 za wyjatkiem 1 mM
IP6 w czasie 1 godziny inkubacji. Efekt tego
dziatania jest zalezny od stezenia IP6 oraz cza-
su jego oddzialywania na komoérki. Najmniej-
sze ilosci IL-6 byly wydzielane przy zastoso-
waniu 5,0 mM IP6 oraz po 12 godzinach i 24
godzinach jego dziatania. Wspotdziatanie tych
dwoch czynnikéw nasilato hamujacy wpltyw
badanego zwigzku na wydzielanie IL-6 przez
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komorki linii Caco-2. Im wyzsze stezenie kwa-
su fitynowego zastosowano oraz dtuzszy czas
inkubacji komoérek z IP6, tym wiekszy byt ha-
mujacy efekt dziatania tego zwigzku na wy-
dzielanie IL-6. Jednak w niektoérych przypad-
kach analiza statystyczna wykazata brak r6z-
nic istotnych statystycznie miedzy iloscia IL-6
w hodowlach eksponowanych na okreslone
stezenia IP6 w r6znych czasach jego dziatania.
Najmniejsze stezenie IL-6 oznaczone w ho-
dowlach traktowanych IP6 wynosito 0,463 +
0,048 pg/mg w poréwnaniu do 7,893 + 3,210
pg/mg biatka komorek kontrolnych, co jedno-
znacznie moze wskazywac na wtasciwosci im-
munoregulatorowe IP6 w odniesieniu do ko-
morek nabtonka jelitowego.

Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja
wiec, ze IP6 obecny w Swietle jelita moze ak-
tywnie uczestniczy¢é w procesach zapalnych
poprzez zmniejszanie uwalniania prozapalnej
IL-6 przez komoérki nabtonkowe, stad ograni-
czanie lub zapobieganie inicjacji i/lub propa-
gacji przewlektych stanéw zapalnych na po-
wierzchni sluzéwki jelitowe;.

WNIOSKI

1) Kwas fitynowy wywotuje zmiany w kon-
stytutywnej sekrecji IL-6 przez komorki li-
nii Caco-2 zalezne od jego stezenia i cza-
su oddzialywania. Zmiany te objawiajg sie
zmniejszonym wydzielaniem IL-6 w obec-
nosSci badanego zwiazku o stezeniach 1,0
mM, 2,5 mM, 5,0 mM.

2) Wpyniki badan sugeruja, ze kwas fitynowy
moze modulowaé funkcje immunologicz-
ne komoérek nowotworowych jelita grube-
go poprzez oddziatywanie na sekrecje IL-6.
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