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and malondialdehyde (MDA) concentration in human 
malignant melanoma Me45 media cells
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S T R E S Z C Z E N I E

W S T Ę P 

Wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT) w komórkach nowotworo-
wych zwykle następuje podczas ekspozycji na leki cytostatyczne, takie jak: 
karboplatyna, etopozyd, doksorubicyna oraz holoksan. Prawidłowe i no-
wotworowe komórki mają różne systemy zmiataczy wolnych rodników, 
w tym: enzymy antyoksydacyjne, które chronią je przed generowanym 
przez cytostatyki stresem oksydacyjnym we wnętrzu komórek.

M AT E R I A Ł  I  M E T O DY

Hodowla ludzkich komórek czerniaka złośliwego linii Me45 była prowa-
dzona w standardowych warunkach. Kolonie komórek były traktowane 
karboplatyną w dwóch różnych stężeniach (C1) 10 μg/ml medium oraz 
(C2) 100 μg/ml medium. Grupę kontrolną stanowiły komórki niezawiera-
jące w medium hodowlanym leku cytostatycznego. Medium zbierano po 
24 godzinach od podania preparatu, wirowano i w supernatantach ozna-
czano aktywności badanych enzymów antyoksydacyjnych: peroksydazy 
glutationu (GSH-Px) i reduktazy glutationu (GR), oraz stężenie dialdehydu 
malonowego (MDA). 
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W Y N I K I

Po 24 godzinach w grupie komórek traktowanych karboplatyną (C1 oraz C2) aktywność per-
oksydazy glutationu (GSH-Px) w medium hodowlanym znacząco wzrosła zależnie od stężenia 
w porównaniu z grupą kontrolną (K); (12512 ± 12,1 IU/l, 99,1 ± 13,3 IU/l vs 91,6 ± 12,1 IU/l, od-
powiednio, p < 0,001; p < 0,05). Aktywność reduktazy glutationu (GR) była obniżona w grupie 
komórek traktowanych karboplatyną (C1) w odniesieniu do grupy kontrolnej (K); (8,49 ± 0,31 
IU/l vs 9,49 ± 0,49 IU/l; p < 0,001). Poziom MDA w medium komórkowym był niemal 2-krotnie 
niższy w grupie komórek traktowanych karboplatyną w stężeniu 10 μg/ml niż w komórkach 
grupy kontrolnej (K); 0,71 ± 0,7 μmol/ml vs 1,49 ± 0, 11 μmol/ml, p < 0,05).

W N I O S K I 

Karboplatyna w stężeniu 10 μg/ml zwiększa aktywność enzymu GSH-Px i zapobiega procesowi 
peroksydacji lipidów w mediach komórek czerniaka złośliwego linii Me45 in vitro.

S Ł O WA  K L U C Z O W E

karboplatyna, enzymy antyoksydacyjne, dialdehyd malonowy, peroksydacja lipidów

A B S T R AC T

I N T R O D U C T I O N

Reactive oxygen species (ROS) production in cancer cells usually occurs following anticancer 
drug exposure such as: etoposide, carboplatin compounds, doxorubicin and holoxan treatment. 
Normal and malignant cells contain a variety of free radical scavenging systems such as antioxi-
dant enzymes that protect them from the eff ects of drugs that generate oxidative stress inside the 
cells.  

M AT E R I A L S  A N D  M E T H O D S

The culture of human malignant melanoma Me45 cell line was performed in standard condi-
tions. The colonies were treated with two concentrations of carboplatin: (C1) 10 μg/ml and (C2) 
100 μg/ml of the culture medium. The control group were colonies without a cytostatic drug in 
the culture medium. The medium was collected at 24 hours from addition of the carboplatin 
preparation and used for determination of activity of the following antioxidative enzymes: glu-
tathione peroxidase (GSH-Px), glutathione reductase (GR), as well as the concentration of the 
malondialdehyde (MDA). 

R E S U LT S

After 24 hours in the carboplatin treated group (C1-C2) glutathione peroxidase (GSH-Px) me-
dia activity was signifi cantly increased in concentration dependent manner in comparison to 
the control group (K); (125.2 ± 12.1 IU/l, 99.1 ± 13.3 IU/l vs 91.6 ± 12.1 IU/l, respectively, p < 
0.001; p < 0.05). Gluthatione reductase (GR) activity was decreased in carboplatin treated groups 
(C1) with respect to control group (K); (8.49 ± 0.31 IU/l vs 9.49 ± 0.49 IU/l; p < 0.05). MDA 
media cells level was almost a 2-fold lower in carboplatin (C1) treated group compared with 
untreated control group (K); (0.71 ± 0.7 μmol/ml, 1.79 ± 0.15 μmol/ml vs 1.49 ± 0.11 μmol/ml, 
p < 0.05).

C O N C L U S I O N

Carboplatin at the concentration of 10 μg/ml leads to an increase antioxidative enzyme activity 
(GSH-Px) and prevent to lipid peroxidation in malignant melanoma Me45 media cells.
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W S T Ę P

Leki cytostatyczne, takie jak: karboplatyna, 
5-fl uorouracyl, doksorubicyna, etopozyd oraz 
holoksan, indukują powstawanie reaktywnych 
form tlenu (RFT) w komórkach nowotworo-
wych poddanych chemioterapii [1]. Karbopla-
tyna jest związkiem koordynacyjnym platyny 
o właściwościach przeciwnowotworowych, al-
kilującym DNA, hamującym podziały komór-
kowe poprzez wytwarzanie wiązań poprzecz-
nych w jądrowym DNA komórek. Lek ten jest 
powszechnie stosowany w terapii pierwszego 
rzutu w raku jajnika, macicy oraz płaskona-
błonkowego raka płuc lub w przypadku che-
mioterapii przerzutów odległych czerniaka 
złośliwego [2].
Źródłem RFT w komórkach są mitochondria, 
gdzie RFT powstają podczas procesu oddy-
chania komórkowego, zarówno w komór-
kach prawidłowych, jak i nowotworowych in 
vitro oraz in vivo. RFT ulegają detoksyfi kacji 
za pomocą systemu enzymów antyoksydacyj-
nych, takich jak: izoenzymy dysmutazy po-
nadtlenkowej SOD, peroksydazy glutationo-
wej (GSH-Px) czy katalazy (CAT). Reaktywne 
formy tlenu są wysoce toksyczne dla komó-
rek; przyczyniają się do utleniania zasad azo-
towych w DNA jądrowym i mitochondrial-
nym, mogą także oddziaływać chemicznie 
i inaktywować białka czy fosfolipidy komór-
kowe [3]. Zaburzenie równowagi między na-
sileniem procesów oksydacyjnych wiodących 
do powstawania RFT a przeciwdziałającym 
ich aktywności systemem antyoksydacyjnym 
komórek, z przewagą procesów utleniania, 
prowadzi do stresu oksydacyjnego. Obecność 
leków cytostatycznych w hodowli in vitro ko-
mórek nowotworowych powoduje wzrost stę-
żenia RFT w komórkach. Zależnie od użytych 
linii komórkowych, warunków doświadcze-
nia oraz zastosowanych stężeń leków cytosta-
tycznych, komórki nowotworowe wykazują 
różny potencjał adaptacyjny względem RFT 
w hodowli in vitro [4].  
Wskaźnikiem stresu oksydacyjnego jest wzrost 
lub obniżenie aktywności enzymatycznej ba-
riery antyoksydacyjnej izoenzymu dysmutazy 
ponadtlenkowej, MnSOD, CuZn/SOD, kata-

K E Y  W O R D S

carboplatin, antioxidant enzyme activities, malondialdehyde, lipid peroxidation

lazy (CAT) oraz peroksydazy glutationu (GSH-
-Px) [5,6,7,8,9].
Peroksydazy glutationu stanowią pierwszą 
i drugą linię obrony przed reaktywnymi for-
mami tlenu. Enzymy te wykazują zdolność 
redukcji nadtlenków nieorganicznych (H2O2) 
oraz organicznych (ROOH) z wytworzeniem 
kwasu selenowego jako produktu pośrednie-
go. Peroksydazy glutationowe, selenopeptyda-
zy, posiadają w centrum aktywnym selen pod 
postacią selenocysteiny, występują w kilku 
izoformach w różnych kompartmentach i ro-
dzajach komórek. 
Katalizują reakcję między nadtlenkiem wodo-
ru (H2O2) a glutationem. W wyniku redukcji 
H2O2 powstaje utleniona forma glutationu – 
disulfi d glutationu (GSSG), wykazujący działa-
nie toksyczne względem białek komórkowych. 
W odtworzeniu zredukowanego glutationu po-
maga enzym reduktaza glutationu (GR), przy 
współudziale NADPH+H+. Oba enzymy GSH-
-Px oraz GR wykazują działanie kompensacyj-
ne i stanowią układ enzymatyczny usuwający 
nadtlenek wodoru z komórek [10,11]. 
Peroksydacja lipidów jest procesem utleniania 
wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 
obecnych w lipidach komórkowych. Podle-
gają jej reszty wielonienasyconych kwasów 
tłuszczowych wchodzących w skład fosfolipi-
dów błon komórkowych. W wolnorodniko-
wym procesie peroksydacji kwasów tłuszczo-
wych powstaje dialdehyd malonowy MDA 
(malondialdehyde), związek bardzo reaktywny 
względem białek, mogący dezaktywować en-
zymy komórkowe. Wykazano, że reaguje także 
z zasadami azotowymi kwasów nukleinowych 
[12]. Zwiększenie stężenia MDA w komórkach 
lub mediach hodowlanych komórek in vitro 
doprowadza do uszkodzeń w obrębie lipidów, 
białek oraz kwasów nukleinowych komórek, 
obniżając żywotność komórek w hodowli 
[10]. 
Aktywność enzymów antyoksydacyjnych 
MnSOD, CuZnSOD CAT, GSH-Px w komórkach 
nowotworowych jest zmienna [7,8,9,13,14]. 
Komórki nowotworowe wskutek zwiększo-
nej aktywności enzymów antyoksydacyjnych 
mogą adaptować się do stresu oksydacyjnego 
in vitro oraz in vivo [3]. Wzrost aktywności 
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izoenzymów dysmutazy ponadtlenkowej, 
peroksydazy glutationu oraz katalazy w ko-
mórkach nowotworowych może indukować 
proces chemooporności komórek nowotwo-
rowych, warunkując powstawanie populacji 
komórek opornych na działanie użytego leku 
cytostatycznego [7,8,9,15].
Celem pracy jest określenie wpływu karbopla-
tyny w dwóch różnych stężeniach na aktyw-
ność enzymów antyoksydacyjnych (GSH-Px, 
GR) oraz stężenie MDA (marker procesu per-
oksydacji lipidów) w mediach hodowlanych 
komórek ludzkiego czerniaka złośliwego linii 
Me45 in vitro.

M A T E R I A Ł  I  M E T O DY

H O D O W L A  KO M Ó R KO WA

Komórki po odbankowaniu z ciekłego azotu 
zostały namnożone w butelkach hodowlanych 
o powierzchni wzrostowej 25 cm2 (T25), a na-
stępnie wybarwione 0,25% roztworem błęki-
tu trypanu i policzone metodą bezpośrednią 
w komorze Bürkera (1 mm2) w celu określe-
nia liczby komórek żywych i martwych. Pro-
cent martwych komórek wynosił mniej niż 5. 
Hodowlę komórek czerniaka złośliwego Me45 
prowadzono w standardowych warunkach w 
37°C oraz 5% nasyceniu CO2.. Komórki ho-
dowane były w medium DMEM (Dulbecco’s 
Modifi ed Eagle’s Medium) ze zwiększoną za-
wartością glukozy 4,5 g/l (z dodatkiem 15% 
płodowej surowicy bydlęcej (FBS GOLD) po-
chodzącej z fi rmy (Sigma-Aldrich, St Louis. 
Mo). Do medium hodowlanego z surowicą 
dodano antybiotyki: penicylinę (100 U/mL), 
streptomycynę (100 μg/ml) oraz amfotery-
cynę B (200 000 jednostek/l). Komórki czer-
niaka złośliwego linii Me45 umieszczono w 
butelkach hodowlanych (T25) fi rmy Sarsted 
w liczbie 1 x 106/25 cm2. Komórki ludzkiego 
czerniaka złośliwego były izolowane z ognisk 
przerzutowych (węzły chłonne) od 35-letniego 
pacjenta gliwickiego Centrum Onkologii przez 
p. doc. Marię Wideł z Zakładu Radiobiologii 
Doświadczalnej i Klinicznej Centrum Onkolo-
gii w Gliwicach.  
Komórki linii Me45 są komórkami adheren-
tnymi i w czasie wzrostu przylegają do dna 
butelki. Pasażu komórek w adherentach doko-
nywano przed uzyskaniem całkowitej mono-
warstwy na dnie butelki (80% konfl uencji), w 
czasie wykładniczej fazy wzrostu. Na począt-

ku sterylnymi pipetami usuwano pożywkę 
z naczynia hodowlanego. Następnie hodowle 
zalewano 1 ml roztworu trypsyny w celu od-
klejenia komórek od dna butelki hodowlanej 
i inkubowano w cieplarce ok. 3 min. Po inku-
bacji zalewano próbki 3 ml medium z surowicą 
w celu inaktywacji trypsyny. Następnie zawie-
sinę komórek w medium rozdzielano w zależ-
ności od potrzeb i przenoszono do nowych 
butelek hodowlanych, dodając odpowiednią 
ilość świeżego medium. 

P R Z E B I E G  D O Ś W I A D C Z E N I A   

Komórki czerniaka złośliwego linii Me45 uzy-
skujące 90% konfl uencji traktowano karbo-
platyną (Sigma-Aldrich, St Louis. Mo) w stęże-
niach 10 μg/ml oraz 100 μg/ml medium przez 
24 godziny (wykonano 6 powtórzeń). Grupę 
kontrolną stanowiły komórki niezawierające 
w medium hodowlanym karboplatyny (wy-
konano 6 powtórzeń). Medium hodowlane 
zbierano po 24 godzinach po podaniu leku cy-
tostatycznego, a następnie wirowano 327 g/5 
minut, po czym pobierano supernatant i przy-
stępowano do oznaczenia aktywności enzy-
mów antyoksydacyjnych oraz stężenia MDA. 

P O D Z I A Ł  N A  G RU P Y  B A D AW C Z E :

K – kontrola, komórki czerniaka złośliwego 
linii Me45 nietraktowane karboplatyną,

C1 – komórki czerniaka złośliwego linii Me45 
stymulowane karboplatyną w stężeniu 
10 μg/ml, 

C2 – komórki czerniaka złośliwego linii Me45 
stymulowane karboplatyną w stężeniu 
100 μg/ml.

P O  W I R O WA N I U  M E D I U M  H O D O W L A N E G O 
W  S U P E R N ATA N TAC H  O Z N AC Z O N O :

1) aktywność peroksydazy glutationu (GSH-
-Px),

2) aktywność reduktazy glutationu (GR), 
3) stężenie dialdehydu malonowego (MDA), 

jako markera peroksydacji lipidów.
Aktywność peroksydazy glutationu (GSH-
-Px) została oznaczona według metody Paglia 
i Valentine’a, zmodyfi kowanej w zabrzańskiej 
Katedrze i Zakładzie Biochemii Ogólnej SUM 
[16]. Zasadą metody jest reakcja zredukowa-
nego glutationu (GSH), w obecności peroksy-
dazy, z ponadtlenkiem t-butylu. Aktywność 
GSH-Px została wyrażona w jednostkach mię-
dzynarodowych l [IU/l]. Aktywność reduktazy 
glutationu (GR) została oznaczona według 
zmodyfi kowanej metody Elmanna i wsp. [17].
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Stężenie dialdehydu malonowego oznaczano 
według metody Ohkawy i wsp. [18], wyko-
rzystując reakcję z kwasem tiobarbiturowym, 
i wyrażono w μmolach MDA/ml medium ho-
dowlanego. Pomiarów dokonano przy długoś-
ci fali 515 nm (absorbancja) i 522 nm (emisja). 
Stężenie MDA odczytano z krzywej standar-
dowej, stosując jako standard 1,1,3,3 tetrae-
toksypropan, i wyrażano w jednostkach [μmol 
/ml]. 
Praca została wykonana w ramach badań sta-
tutowych umowa KNW-1-093/10 fi nansowa-
nych ze środków SUM.

A N A L I Z A  S TAT Y S T Y C Z N A 

Zgodność rozkładu zmiennych ciągłych z roz-
kładem normalnym Gaussa weryfi kowano 
testem zgodności Shapiro-Wilka. Analizę po-
równawczą dla zmiennych ciągłych realizowa-
no za pomocą testu parametrycznego t-Studen-
ta. Wyniki badań przedstawiono jako średnie 
arytmetyczne ± SEM (błąd standardowy). Za 
znamienne statystycznie przyjęto zmiany przy 
poziomie istotności p < 0,05 oraz p < 0,001. 

W Y N I K I

Karboplatyna w stężeniu 10 μg/ml (C1) oraz 
10-krotnie wyższym (C2) dodana do hodowli 
ludzkich komórek czerniaka złośliwego linii 
Me45, powoduje zależnie od stężenia, zwięk-
szenie aktywności peroksydazy glutationu 

Ryc. 1. Wpływ karboplatyny w stężeniu (C1-C2) na aktywność 
peroksydazy glutationu (GSH-Px) w medium hodowlanym 
komórek linii Me45 (po 24h) wyrażona w [IU/ml]. K – kontrola; 
C1 – karboplatyna (10 μg/ml); C2 – karboplatyna (100 μg/ml). 
Wartości średnie ± błąd standardowy (SEM); n = 6; test t-Stu-
denta: * p < 0,05 vs K, ** p < 0,001 vs K.

Fig. 1. Infl uence of diff erent concentration of carboplatin (C1-C2) 
on glutathione peroxidase activity (GSH-Px) in human malignant 
melanoma Me45 media cells (after 24 h) and expressed in [IU/
ml]. K – control group; C1 – Carboplatin (10 μg/ml); C2 – Carbo-
platin (100 μg/ml). Mean values ± standard error (SEM); n = 6; 
Student’s t-test: * p < 0.05 vs K, ** p < 0.001 vs K.

(GSH-Px) po 24 godzinach w mediach hodow-
lanych w porównaniu z grupą kontrolną, od-
powiednio: 125,2 ± 12,1 IU/l, 99,1 ± 13,3 vs 
91,6 ± 12,1; (p < 0,001, p < 0,05) (ryc. 1).
Zależnie od stężenia, karboplatyna wpływa 
także na aktywność enzymu reduktazy gluta-
tiomu GR – kofaktora reakcji katalizowanej 
przez GSH-Px. W stężeniu 10 μg/ml (C1) po 
24 godzinach hamuje aktywność enzymu GR 
w medium hodowlanym komórek linii Me45 
w porównaniu z aktywnością tego enzymu 
w grupie komórek nietraktowanych lekiem 
cytostatycznym, odpowiednio: 8,49 ± 0,31 
IU/l, vs 9,49 ± 0,49 IU/l, (p < 0,001) (ryc. 2). 
Wykazano brak znamienności statystycznej na 
poziomie  = 0,05 w aktywności GR w grupie 
komórek linii Me45 stymulowanych karbo-
platyną w stężeniu 100 μg/ml (C2) względem 
grupy kontrolnej. 

Ryc. 2. Wpływ karboplatyny w stężeniu (C1-C2) na aktywność 
reduktazy glutationu (GR) w medium hodowlanym komórek linii 
Me45 (po 24h) wyrażona w [IU/ml]. K – kontrola; C1 – karboplaty-
na (10 μg/ml); C2 – karboplatyna (100 μg/ml). Wartości średnie ± 
błąd standardowy (SEM); n = 6; test t-Studenta: * p<0,001 vs K, 
NS – brak istotności statystycznej na poziomie  = 0,05.

Fig. 2. Infl uence of diff erent concentration of carboplatin (C1-C2) 
on glutathione reductase activity (GSH-Px) in human malignant 
melanoma Me45 media cells (after 24 h) and expressed in [IU/
/ml]. K – control group; C1 – Carboplatin (10 μg/ml); C2 – Carbo-
platin (100 μg/ml). Mean values ± standard error (SEM); n = 6; 
Student’s t-test: * p < 0.001 vs K, NS – statistical insignifi cant at 
level  = 0.05.

W mediach hodowlanych komórek ludzkiego 
czerniaka złośliwego linii Me45 in vitro zaob-
serwowano 2-krotne obniżenie intensywno-
ści procesu peroksydacji lipidów pod wpły-
wem karboplatyny w stężeniu 10 μg/ml (C1) 
w porównaniu z grupą kontrolną: 0,71 ± 0,7 
μmol/ml, vs 1,49 ± 0,11 μmol/ml (p < 0,05). 
W stężeniu 10-krotnie wyższym (C2) karbo-
platyna powoduje zwiększenie stężenia MDA 
w mediach hodowlanych komórek linii Me45 

NS
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in vitro (ryc. 3), niemniej uzyskane wartości stę-
żeń MDA w tej grupie badawczej nie są istotne 
statystycznie na poziomie  = 0,05 względem 
grupy kontrolnej. 

Ryc. 3. Wpływ karboplatyny w stężeniu (C1-C2) na stężenie dialde-
hydu malonowego (MDA) w medium hodowlanym komórek linii 
Me45 (po 24 h) wyrażonego w [μmol MDA/ml]. K – kontrola; C1 – 
karboplatyna (10 μg/ml); C2 – karboplatyna (100 μg/ml). Wartości 
średnie ± błąd standardowy (SEM); n = 6; test t-Studenta: * p < 
0,05 vs K, ** p < 0,001 vs K, NS – brak istotności statystycznej na 
poziomie  = 0,05.

Fig. 3. Infl uence of diff erent concentration of carboplatin (C1-C2) 
on malondialdehyde (MDA) concentration in human malignant 
melanoma Me45 media cells (after 24 h) and expressed in [IU/
/ml]. K – control group; C1 – Carboplatin (10 μg/ml); C2 – Carbo-
platin (100 μg/ml). Mean values ± standard error (SEM); n = 6; 
Student’s t-test: * p < 0.05 vs K, ** p < 0.001 vs K, NS – statistical 
insignifi cant at level  = 0.05.

DY S K U S J A

Aktywność enzymów antyoksydacyjnych moż-
na badać w komórkach [7,8, 9,13,15,19] oraz 
mediach hodowlanych [20,21,22,23]. 
W pracy zbadano wpływ leku cytostatyczne-
go, karboplatyny, w dwóch różnych stężeniach 
na aktywność enzymu GSH-Px katalizującego 
reakcję dysmutacji nadtlenku wodoru (H2O2) 
z udziałem glutationu (GSH) do cząsteczki tle-
nu (O2) oraz wody (H2O). Peroksydaza gluta-
tionu jest enzymem występującym w różnych 
kompartmentach komórkowych oraz w prze-
strzeni pozakomórkowej, stąd można oznaczać 
jej aktywność także w mediach hodowlanych 
znad komórek, prowadzonych w warunkach 
in vitro [22,23]. Kofaktorem enzymatycznym 
GSH-Px jest enzym reduktaza glutationu (GR), 
który współdziała z GSH-Px w odtworzeniu 
zredukowanego glutationu [11].  
W pracy zaobserwowano wzrost aktywności 
enzymu GSH-Px w mediach hodowlanych 
komórek ludzkiego czerniaka złośliwego linii 
Me45 po stymulacji karboplatyną w obydwu 

stężeniach, przy czym wzrost aktywności tego 
enzymu był większy w grupie komórek stymu-
lowanych karboplatyną w stężeniu 10 μg/ml 
względem grupy komórek stymulowanych kar-
boplatyną w stężeniu 10-krotnie większym od 
wyjściowego. Badanie wpływu leków cytosta-
tycznych lub innych czynników generujących 
stres oksydacyjny na aktywność enzymów 
antyoksydacyjnych w mediach hodowlanych 
komórek nowotworowych było także przed-
miotem innych badań [20,21,22,23]. Polaniak 
i wsp. wykazali 1,5-krotny wzrost aktywności 
enzymu GSH-Px w mediach hodowlanych ko-
mórek raka płaskonabłonkowego linii AT478 
poddanych stymulacji polem elektromagne-
tycznym o niskiej częstotliwości (ELF-EMF), 
czynnikiem generującym RFT w hodowli. 
Efekt ten autorzy tłumaczą procesem adapta-
cji komórek nowotworowych linii AT478 do 
stresu oksydacyjnego powstającego pod wpły-
wem stymulacji pola elektromagnetycznego 
o niskiej częstotliwości [22]. 
Wpływ ekspozycji komórek AT478 na działa-
nie ELF-EMF w kombinacji z melatoniną był 
także przedmiotem badań Żwirskiej-Korczali 
i wsp., którzy wykazali zwiększenie aktywno-
ści enzymu GSH-Px w terapii kombinowanej 
z użyciem ELF-EMF oraz melatoniny w róż-
nych stężeniach w porównaniu z grupą ko-
mórek poddanych monoterapii oraz komórek 
grupy kontrolnej [20]. 
W niniejszej pracy uzyskanemu wzrostowi 
aktywności enzymu GSH-Px w mediach ho-
dowlanych komórek linii Me45 pod wpływem 
karboplatyny w stężeniu 10 μg/ml towarzy-
szył spadek stężenia MDA w medium ho-
dowlanym. Dialdehyd malonowy jest marke-
rem procesu peroksydacji lipidów błonowych 
i jest wydzielany do medium hodowlanego, 
a jego stężenie w medium może być skutecz-
nym markerem procesu peroksydacji lipidów 
komórkowych [12]. Zależność między aktyw-
nością GSH-Px a stężeniem końcowym MDA 
wynika z faktu, że peroksydaza glutationu 
redukuje nie tylko H2O2, ale także ROOH. 
Nadtlenek organiczny (ROOH) zostaje zredu-
kowany do odpowiedniego alkoholu (ROH), 
stąd wysoka aktywność enzymu GSH-Px jest 
czynnikiem hamującym proces peroksydacji 
lipidów błonowych w komórkach [11,12]. 
Niektóre badania dowodzą, iż leki cytostatycz-
ne, takie jak holoksan, zwiększają stres oksy-
dacyjny i intensyfi kują proces peroksydacji 
w mediach hodowlanych komórek raka pła-
skonabłonkowego linii AT478 in vitro. Pola-
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niak i wsp. wykazali 3,5-krotny wzrost stężenia 
MDA w medium hodowlanym komórek linii 
AT478 poddanych monoterapii holoksanem 
w stężeniu 40 μg/ml [21]. Linden i wsp. za-
obserwowali 4-krotny wzrost stężenia MDA 
oraz 2-krotne obniżenie aktywności GSH-Px 
w komórkach szczurzego glejaka linii C6 in 
vitro poddanych terapii z użyciem nadtlenków 
organicznych, wykazując 6-krotnie większy 
odsetek martwych komórek nowotworowych 
linii C6 w hodowli, poddanych terapii kombi-
nowanej z użyciem wodorotlenku tert-butylu 
oraz nadtlenku kumenu [24]. 
W poprzedniej pracy wykazaliśmy ponad 
-4,5-krotny wzrost aktywności GSH-Px po 
24-godzinnej stymulacji komórek czernia-
ka złośliwego linii Me45 etopozydem w stę-
żeniu 20 μg/ml w stosunku do aktywno-
ści tego enzymu w medium hodowlanym 
komórek grupy kontrolnej, odpowiednio: 
450,45 ± 34 [IU/l] vs 93,51 ± 8,96 [IU/l] [23]. 
W obecnej pracy z użyciem tej samej linii ko-
mórkowej oraz innego leku cytostatycznego 
– karboplatyny w stężeniu 10 μg/ml, stwier-
dzono wzrost aktywności enzymu GSH-Px 
o 37% w porównaniu z grupą kontrolną, od-
powiednio: 125,2 ± 12,1 IU/l vs 91,6 ± 12,1 
IU/l. W obydwu pracach wzrostowi aktywno-
ści GSH-Px towarzyszył spadek stężenia MDA 
w mediach hodowlanych komórek linii Me45. 
W obydwu przypadkach wykazano adaptację 
do stresu oksydacyjnego komórek czernia-
ka złośliwego linii Me45 w hodowli in vitro 
względem różnych leków cytostatycznych.  
Odpowiedź komórek nowotworowych na leki 
cytostatyczne zależy od użytego stężenia che-
mioterapeutyku oraz rodzaju linii komórko-
wej. Istnieją doniesienia o braku adaptacji ko-
mórek nerwiaka płodowego (neuroblastoma) 
in vitro względem czynników generujących 
stres oksydacyjny. W hodowli komórek nowo-
tworowych neuroblastoma pod wpływem trój-
tlenku arsenu oraz berberyny zaobserwowa-
no 2-krotny wzrost stężenia MDA w medium 
komórkowym, czemu towarzyszył spadek 
potencjału transbłonowego mitochondriów, 
obniżenie o 60% żywotności komórek w ho-
dowli oraz aktywację kaspazy-3 w komórkach 
neuroblastoma [25].       
Proces nabywania oporności lekowej komórek 
nowotworowych względem leków cytostatycz-
nych nie jest związany wyłącznie ze zwiększe-
niem ekspresji genów kodujących białka opor-
ności wielolekowej MDR (multidrug resistance) 
czy glikoproteiny-P, ale także może zależeć od 

statusu aktywności enzymów antyoksydacyj-
nych [1,3]. Wysoka aktywność GSH-Px w ko-
mórkach lub mediach hodowlanych przyczynia 
się do większej oporności komórek nowotwo-
rowych na leki cytostatyczne w terapii in vitro 
[7,8]. W pracach Dusre i wsp. [7] oraz Samuels 
i wsp. [8] wykazano wpływ aktywności enzy-
mu GSH-Px w komórkach nowotworowych 
na indukcję procesu chemooporności komó-
rek nowotworowych na leki cytostatyczne in 
vitro. Dusre i wsp. [7] zaobserwowali większą 
oporność komórek raka piersi linii MCF-7ADR 
względem mitomycyny C oraz adriamycy-
ny w warunkach in vitro, gdyż wykazują one 
14-krotnie większą aktywność enzymu GSH-
-Px w porównaniu z komórkami linii dzikiej. 
Stężenie mitomycyny C powodujące zahamo-
wanie wzrostu 50% komórek linii wieloleko-
opornej MCF-7ADR w hodowli (IC50) osiągało 
wartość 22,5 μmol względem stężenia 0,36 
μmol tego leku cytostatycznego w przypadku 
komórek raka piersi linii dzikiej [7]. 
Samuels i wsp. [8] wykazali różną cytotoksycz-
ność doksorubicyny względem różnych linii 
komórek nowotworowych wywodzących się 
z tkanki łącznej. Komórki nowotworowe li-
nii STSAR90 izolowane z ludzkich mięsaków 
były 6-krotnie mniej wrażliwe na apoptozę 
indukowaną przez doksorubicynę względem 
komórek nowotworowych linii STSAR11. 
Traktowanie obydwu linii komórkowych dok-
sorubicyną w stężeniu 100 μg/ml spowodowa-
ło różną odpowiedź komórek na lek: komórki 
linii STSAR90 wykazywały 6-krotnie wyższą 
aktywność enzymu GSH-Px oraz 2-krotnie 
wyższe stężenie glutationu w komórkach pod-
danych terapii doksorubicyną. 
Wyższa aktywność enzymu GSH-Px w komór-
kach nowotworowych linii STSAR90 skutko-
wała większą opornością na apoptozę i nekrozę 
indukowaną przez ten lek cytostatyczny wzglę-
dem komórek nowotworowych linii STSAR11. 
Większa aktywność enzymu GSH-Px skutkuje 
także obniżeniem stężenia wewnątrzkomórko-
wego H2O2, zmniejszając tym samym inten-
sywność tworzenia rodnika hydroksylowego 
(OH*-) w cyklu Fentona w hodowli komórek 
nowotworowych linii STSAR90 [8]. Leki cyto-
statyczne, takie jak: holoksan, doksorubicyna 
czy karboplatyna, działają prooksydacyjnie 
względem komórek nowotworowych, zwięk-
szając wewnątrzkomórkowe stężenie H2O2. 
Nadtlenek wodoru jest czynnikiem inicju-
jącym proces apoptozy komórek [6,13,26]. 
Podczas terapii z użyciem karboplatyny wzglę-
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dem komórek czerniaka złośliwego linii Me45 
zwiększa się aktywność GSH-Px w mediach 
hodowlanych, tym samym maleje stężenie 
H2O2 w hodowli, mogąc skutecznie ograniczać 
odsetek komórek uczestniczących w progra-
mowanej śmierci (apoptozie). 
Wysoka aktywność enzymu GSH-Px oraz ogra-
niczenie intensywności procesu peroksydacji 
lipidów w mediach komórek czerniaka złośli-
wego linii Me45 może stanowić mechanizm 
adaptacyjny komórek do stresu oksydacyjnego 
generowanego oddziaływaniem karboplaty-
ny. W niniejszej pracy wzrostowi aktywności 
GSH-Px oraz obniżeniu stężenia MDA w gru-
pie komórek stymulowanych karboplatyną 
w stężeniu 10 μg/ml towarzyszyło niewiel-
kie 10% obniżenie aktywności enzymu GR. 
Reduktaza glutationu współdziała z GSH-Px 
w odtworzeniu zredukowanego glutationu 
(GSH) z disulfi du glutationu (GSSG) oraz czą-
steczki wody przy współudziale NADPH H+. 
Tak niewielki procent zahamowania aktywno-
ści GR nie wpływa hamująco na enzym GSH-
Px, niewykluczone jest jednak zwiększenie stę-

żenia GSSG w hodowli, który może dezakty-
wować białka komórkowe wskutek utleniania 
grup tiolowych białek komórkowych [10]. 
Z obserwacji dostępnych w piśmiennictwie 
wynika, że wysoka aktywność enzymu GSH-
-Px w komórkach nowotworowych może być 
jednym z czynników warunkujących indukcję 
procesu oporności na leki cytostatyczne w ho-
dowli in vitro. Obecnie trwają próby poszuki-
wania skutecznych, szybkich i tanich bezpo-
średnich i pośrednich markerów służących do 
oceny wrażliwości komórek nowotworowych 
na leki cytostatyczne stosowane w terapii in 
vitro oraz in vivo [6,7,14,15].

W N I O S E K

Karboplatyna w stężeniu 10 μg/ml (C1) zwięk-
sza aktywność enzymu (GSH-Px) i zapobiega 
procesowi peroksydacji lipidów w mediach 
hodowlanych komórek czerniaka złośliwego 
linii Me45 in vitro, pomimo wpływu hamują-
cego na enzym reduktazę glutationu (GR). 
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