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Streszczenie

Kinetyna i N-6-benzyloadenina nalezg do grupy hormonéw roslinnych - cytokinin. W po-
przednich pracach wykazalismy ich pozytywny wplyw na podstawowe parametry stresu
oksydacyjnego, dlatego podj¢lismy prébe zbadania efektu, jaki wywierajg one na migracje
komorek i synteze kolagenu. Dziatanie fitohormondéw bylo badane w dwoch stezeniach: ki-
netyny - w stezeniach 10”110, a N-6-benzyloadeniny w stezeniach 10°i 10”M. Komérki
stanowiace kontrole byly inkubowane bez badanych zwiazkéw. Migracja komorek zostala
oszacowana przy wykorzystaniu testu Wound Healing Assay. Stezenie biatka catkowitego
oznaczono przy pomocy metody Lowryego, a zawartos¢ kolagenu w medium i komoérkach,
stosujagc metode Sirius Red. Wyniki wskazujg na stymulujacy wplyw badanych zwigzkow
na migracje komdrek oraz na biosyntez¢ kolagenu, jak réwniez na calkowitg zawartos¢
biatka. Wykazany przez nas pozytywny wplyw kinetyny i N-6-benzyloadeniny na metabo-
lizm fibroblastéw pozwala na wskazanie ich jako zwigzkéw o wlasciwosciach potencjalnie
terapeutycznych, zwlaszcza w kontekscie choréb skdry.

Summary
N-6-benzyladenine and kinetin belong to a group of plant hormones called cytokinins.
Our previous work showed their positive influence on oxidative stress parameters tested
in fibroblasts, thus we decided to examine their effect on cell migration and collagen syn-
thesis. The activity of phytohormones was tested in a final concentration range of 10~ to
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10°M for kinetin and 10 to 10”M for N6-benzyladenine. The control cells were incubated

without the test compound. Fibroblasts migration was assayed by using Wound Healing
Assay. The concentration of proteins was determined spectrophotometrically as per Lowry
et al (1951). Collagen content in cells and medium was determined spectrophotometri-
cally by observation that Sirius red in saturated picric acid selectively binds to fibrillar
collagens (types I to V). The results show stimulatory effect of tested compounds on cells

migration and collagen biosynthesis, as well as total protein content. Kinetin and N-6-ben-
zyladnine effectiveness demonstrated in this study in relation to the skin cells may indicate

their potential therapeutic relevance, especially regarding skin diseases.

Wstep
Cytokininy sg jedng z gtéwnych grup hormonéw roslinnych. Molekularny
mechanizm ich dzialania w tkankach ro$linnych zostal do$¢ szczegétowo
opisany, jednak niewiele jest danych literaturowych dokumentujacych ich
wplyw na metabolizm komorek zwierzecych i ludzkich [1]. W naszych po-
przednich pracach wykazalismy pozytywny wplyw wybranych zwigzkdéw
z grupy cytokinin - kinetyny (K) i N-6-benzyloadeniny (BA) na podstawo-
we parametry stresu oksydacyjnego [2]. Do grupy cytokinin nalezg réwniez
zwigzki pochodne kwasow tluszczowych. Przykladem takiego zwigzku jest
kwas traumatynowy bedacy pochodng traumatyny — hormonu przyrannego,
stymulujgcego zabliznianie si¢ ran w ro$linach. Nasze ostatnie badania po-
twierdzily rowniez pozytywny wplyw tego zwigzku na biosynteze kolagenu
iredukcje poziomu stresu oksydacyjnego w fibroblastach ludzkich [3]. Biorac
pod uwage uzyskane wyniki, zdecydowalismy si¢ na zbadanie wptywu K i BA
na migracje komorek oraz synteze kolagenu — podstawowego biatka budul-
cowego skory ludzkiej. Hodowla in vitro fibroblastéw skory ludzkiej jest do-
skonalym modelem badawczym pozwalajagcym na przeanalizowanie wplywu
biologicznie aktywnych substancji na podstawowe parametry biochemiczne
i zmiany morfologiczne zachodzace w skérze. Poniewaz wybrane cytokininy
nie byly dotad badane pod wzgledem ich potencjalnego dzialania terapeu-
tycznego na skore ludzka, celem naszych badan bylo oszacowanie ich wply-
wu na zmiany morfologiczne komorek, ich migracje i wybrane parametry
biochemiczne, takie jak zawartos$c¢ biatka catkowitego oraz kolagenu. Kolagen
jest podstawowym biatkowym skladnikiem skory [4]. Linie komérkowe na
ktérych przeprowadzono eksperyment pochodzily od dawcéw w wieku od
30 do 40 lat, dlatego tez mozemy sadzi¢, ze korzystny efekt wywierany przez
badane fitohormony jest zwigzany nie tylko z ich potencjalnym dzialaniem
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terapeutycznym, ale réwniez spowalniajagcym procesy starzenia si¢ skory po-
przez wspieranie najwazniejszego jej komponentu - kolagenu. Zostalo opi-
sanych wiele symptoméw endogennego starzenia sie¢, a spadek aktywnosci
biologicznej fibroblastéw jest jednym z nich. Biorac pod uwage fakt, ze sg
to komorki odpowiedzialne za synteze kolagenu, zmiany w ich aktywnosci
nie pozostaja bez znaczenia dla prawidlowego funkcjonowania tkanki tacz-
nej, w ktérej kolagen jest glownym biatkiem strukturalnym. Wiele substancji
aktywnych stosowanych w recepturach terapeutycznych i suplementach wy-
kazuje korzystny wplyw na procesy metaboliczne zachodzace w komorkach
skory. Przykladami takich zwigzkdw sg wybrane fitohormony, takie jak kine-
tyna i N-6-benzyloadenina.

Ponizsza praca dotyczy wplywu wybranych zwigzkoéw z grupy cytoki-
nin - kinetyny i N-6-benzyloadeniny na biosyntez¢ kolagenu, synteze bial-
ka oraz migracje komoérek w normalnych warunkach fizjologicznych, bez
zastosowania czynnikow stresowych. W naszych badaniach skupilismy si¢
na najbardziej odpowiednim modelu in vitro - fibroblastach, ktére stano-
wig zdecydowang wigkszo$¢ wsréd komoérek budujacych skore ludzka. Ba-
dane zwiazki analizowalismy w stezeniach ustalonych we wczesniejszych
eksperymentach [2]. W poprzednio ustalonym zakresie stezen dla kazdego
z analizowanych fitohormonéw zbadalismy ich wptyw na zawartos¢ biatka
catkowitego, kolagenu oraz na migracje komoérek badang testem Wound
Healing Assay.

Materiaty i metody

Zwiazki chemiczne

Wszystkie reagenty: kinetyna, N-6-benzyloadenina, PBS (phosphate-buffer
saline), DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium), FBS (Fetal Bovine Se-
rum) pochodzily z Sigma (St. Louis, MO, USA). Pozostale wykorzystane
w badaniach reagenty i rozpuszczalniki byly czystosci analitycznej. Plastik
stosowany do hodowli komoérek pochodzit z firmy Sarstedt.

Linia komdrkowa

Wplyw K i BA na wybrane parametry badany byl przy uzyciu normalnych
fibroblastow skéry ludzkiej w warunkach fizjologicznych, bez zastosowania
czynnikéw stresowych. Linia komoérkowa fibroblastow pochodzita z Ka-
tedry Biologii Komorki, Wydziatéw Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
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Uniwersytetu Jagiellonskiego (Krakow, Polska). Badania zostaly wykona-
ne w ramach pozwolenia nr R-1-002/42/2009 uzyskanego od Komisji Bio-
etycznej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku.

Linia komorkowa fibroblastéw byla hodowana w medium DMEM suple-
mentowanym 10% FBS w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO,. Fibro-
blasty wysiewane w gestosci 1x10° komdrek/ml byly inkubowane z i/lub bez
badanych zwigzkéw w plytkach 6-dotkowych w koncowej objetosci medium
— 2ml. Zawartos$¢ kolagenu w komoérkach i w medium oraz stgzenie biatka
catkowitego w komorkach byly analizowane w zakresie stezen kinetyny: 10~
i 10°M, oraz N-6-benzyloadeniny: 10°i 107M.

Badane fitohormony
K i BA byly przechowywane w zamrazarce (ponizej -4°C), chronione przed
swiatlem i dodawane do medium hodowlanego w takich ilosciach, ktére da-

waly konicowe zakresy stezen: 10°M do 10°M dla K'i 10°M do 10”M dla BA.
Komérki stanowigce kontrole byly inkubowane bez badanych fitohormondw.

Wound Healing Assay - test zranienia

Metoda ta stuzy do oceny aktywnosci substancji wptywajacych na ruchliwos¢
i proliferacje komorek in vitro [5]. Ma zastosowanie w badaniach nad gojeniem
si¢ ran i angiogeneza. Badano w ten sposob jak stymulacja okreslonymi cyto-
kininami wplywa na ruchliwos¢ komoérek. Do eksperymentu uzyto hodowli
na poziomie 1 do 4 pasazy. Komorki hodowano w plytkach hodowlanych az
do uzyskania jednolitej warstwy komdrek (pelnej konfluencji). Przygotowano
roztwory medium z FBS oraz roztwory cytokinin o okreslonych stezeniach.
Wszystkie roztwory powinny by¢ przefiltrowane, aby zachowac¢ sterylnos¢. Na
dnie naczyn hodowlanych markerem narysowano linie¢. Przy uzyciu sterylnych
koncowek pipety automatycznej w jednolitej warstwie komoérek wykonano
ryse, a odklejone komorki usuwano przez 2-krotne ptukanie plytek roztworem
PBS. Do tak przygotowanych hodowli dodawano medium i fitohormony w ste-
zeniu uznanym za najbardziej optymalne. Nastepnie wykonywano zdjecia po 6,
12 i 24 godzinach. Po kazdym wykonaniu zdje¢ i pomiaréw zmniejszajacej sie
rysy zmieniano medium z dodatkiem fitohormonoéw.

Oznaczenie zawartosci bialka calkowitego w komorkach

Biatko oznaczono metodg Lowryego [6]. Do 0,5 ml proby badanej oraz do
0,5 ml préby slepej (1M roztwdér NaOH) i do 0,5 ml roztworu wzorca — al-
buminy (0,15 mg/ml), dodano po 2,5 ml odczynnika miedziowego (sporzg-
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dzono bezposrednio przed wykonaniem oznaczen), tj.: zmieszano 2% roztwor
Na,CO, w 0,1 M NaOH z0,5% roztworem CuSO, x 5H,O w 1% cytrynianie sodu
w stosunku 50:1. Po 10 min. do mieszaniny dodano, stale mieszajac, 0,25 ml 1M
odczynnika Folina-Ciocalteu (przed uzyciem rozciericzono woda destylowang
w stosunku 1:1). Proby inkubowano przez 30 min. w temperaturze pokojowej,
a nastepnie odczytano warto$¢ absorbancji przy 750 nm wobec proby slepe;.

Oznaczenie zawartosci kolagenu w medium hodowlanym i w komdrkach

Metoda ta jest oparta na spektrofotometrycznej obserwacji wigzania si¢
barwnika Sirius red w nasyconym kwasie pikrynowym z kolagenem wid-
kienkowym (typ od I do V), zwlaszcza z jego fragmentem Gly-X-Y struktu-
ry helikalnej [7]. Metoda jest stosowana do pomiaréw zawartosci kolagenu
w medium hodowlanym oraz w komoérkach.

Przygotowano wzorcowe roztwory kolagenu poprzez rozpuszczenie
kolagenu w 0,5M kwasie octowym, tak aby uzyskac ilo$ci: Oug, 5ug, 10ug,
20ug, 30pg, 50ug . Do roztwordw wzorcowych, préby slepej i prob bada-
nych o objetosci 50-100p] dodano 1ml roztworu barwnika i mieszano deli-
katnie w temp. pokojowej przez 30 min. Wirowano prébki przy 10.000 obr/
min. przez 5 min, aby osadzi¢ kolagen. Ostroznie usuwano supernatant, aby
nie naruszy¢ osadu. Dodano 1ml 0,1MHCI do kazdej probowki, aby usu-
na¢ niezwigzany barwnik. Ponownie wirowano probki przy 10.000 obr/min
przez 5 min. Nastepnie dodawano 1ml 0,5M NaOH do kazdej probéwki
i vortexowano, aby uwolni¢ zwigzany barwnik. Odczytywano absorbancje
przy 540 nm. Zawarto$¢ kolagenu w prébach badanych odczytywano przy
uzyciu krzywej wzorcowej wprowadzonej do spektrofotometru.

Analiza statystyczna

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone zostaly w 9 powtérzeniach i wy-
niki poddane zostaly ocenie statystycznej metodg testu Tukeya i jednokie-
runkowej ANOVA w programie Statistica 12.5. Rdznice uznawano za istot-
ne statystycznie przy p<0,05.

Wyniki
Zawartos¢ bialka caltkowitego w komdrkach

W przypadku kinetyny wzrost zawartosci biatka byl obserwowany w dniu
pierwszym w stezeniu 10°M o 89,54% w stosunku do kontroli i w dniu dru-
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gim w stezeniu 10°M o 46,4% w stosunku do kontroli (Rys. 1A). BA zde-
cydowanie stabiej oddzialywala na badany parametr (Rys. 2A). Najwyzszy
wzrost zawartosci biatka obserwowano w ostatnim dniu dla stezenia 10°M
0 38,46% w stosunku do kontroli i dla stezenie 10”M o 84,73% w stosunku
do kontroli w pierwszym dniu. W przypadku zadnej z cytokinin nie zaob-
serwowano spadku poziomu bialka catkowitego ponizej poziomu kontroli.
Badane zwigzki dziataly na ten parametr stymulujaco, ale uzyskane wyniki
nie sg istotne statystycznie.

Zawartos¢ kolagenu w medium i w komdrkach

Kinetyna zdecydowanie bardziej stymuluje biosynteze kolagenu i wydziela-
nie go do medium hodowlanego. W stezeniu 10°M w dniu pierwszym eks-
perymentu obserwowano bardzo duzy wzrost zawartosci tego biatka, bo az
0321,12% w stosunku do kontroli, a w dniu czwartym o 345,18%. Natomiast
w stezeniu 10°M w dniu czwartym byl obserwowany najintensywniejszy
wzrost zawartosci tego podstawowego biatka strukturalnego. Wynosil on
131,32% w stosunku do hodowli kontrolnej (Rys. 1C, Rys. 1B). W przypad-
ku BA znacza stymulacje wzrostu zawartosci kolagenu w medium obser-
wowano w stezeniu 10°M. Natomiast w stezeniu 10’M obserwowany byt
spadek zawartosci kolagenu o okoto 10% w kazdym dniu eksperymentu
(Rys. 2C, Rys. 2B). Uzyskane wyniki zawartosci kolagenu w medium ho-
dowlanym pod wplywem wybranych cytokinin s istotne statystycznie.

W hodowli stymulowanej K najwyzsza zawarto$¢ kolagenu w komoérkach
byla obserwowana w dniu trzecim eksperymentu. W stezeniu 10°M wy-
nosita ona 157%, a w 10°M - 66,34% w stosunku do kontroli. W czwar-
tym dniu badania zaobserwowano spadek zawartosci biatka strukturalne-
go w obu badanych stezeniach. Wynosit on odpowiednio 12% dla st¢zenia
10°M i 4,73% dla stezenia 10°M w stosunku o hodowli kontrolnej. BA po-
wodowata znaczny wzrost zawartosci kolagenu w komorkach trzeciego
i ostatniego dnia eksperymentu. W hodowli stymulowanej BA w stezeniu
10”"M zaobserwowano spadek w zawartosci kolagenu w dniu czwartym
(0,44%). Wyniki obrazujace zmiany zawartosci kolagenu w komoérkach nie
sg istotne statystycznie.

Wplyw cytokinin na migracje fibroblastow

W przypadku stymulacji K w stezeniu 10°M obserwowano najszybsze prze-
mieszczanie si¢ komdrek. Najwolniej komoérki zasiedlaly miejsce ,,zranie-
nia’, gdy byly stymulowane BA w stezeniu 10”M (Rys.3).
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Ryc.1. Wplyw wybranych stezen K na: A) zawar- Ryc.2. Wplyw wybranych stezen BA na: A)
tos¢ biatka catkowitego w fibroblastach podczas zawarto$¢ biatka calkowitego w fibroblastach
5-dniowej inkubacji. Wyniki przedstawiono jako podczas 5-dniowej inkubacji. Wyniki przedst-
$rednia+SD, awiono jako $rednia+SD,
B) zawartos¢ kolagenu w medium hodowlanym B) zawarto$¢ kolagenu w medium hodowlanym
podczas 5-dniowej inkubacji. Wyniki przedstaw- podczas 5-dniowej inkubacji. Wyniki przedst-
iono jako $rednia +SD, rozne litery (a, b) wskazuja awiono jako $rednia +SD, rézne litery (a, b) ws-
na wartosci roznic istotne statystycznie (<0,05) kazujg na warto$ci réznic istotne statystycznie
oszacowane za pomocg testu Tukeya, C) zawar- (£0,05) oszacowane za pomocag testu Tukeya,
to$¢ kolagenu w komorkach podczas 5-dniowej C) zawartos¢ kolagenu w komorkach podczas
inkubacji. Wyniki przedstawiono jako $rednia +SD 5-dniowej inkubacji. Wyniki przedstawiono

jako $rednia £SD
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N-6-benzyloadenina 10'M
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Ryc. 3. Wpltyw K'i BA w dwdch wybranych stezeniach na migracje fibroblastéw analizowana
w tescie zranienia (Wound Healing Assay).

Dyskusja
Hormony pod wzgledem struktury chemicznej stanowig bardzo zrézni-
cowang grupe zwigzkéw organicznych odpowiedzialnych za prawidlowy
przebieg proceséow biochemiczno-fizjologicznych zachodzacych w ko-
morkach i tkankach. Jednak w pewnym wieku obserwowany jest spadek
produkcji hormonoéw przez organizm, zwlaszcza u kobiet. Moze on mie¢
znaczny wplyw na stan fizjologiczny skory i w pewnym stopniu na funk-
cjonowanie calego organizmu. Badania wykazaly, Ze efekt zewnetrznego
stosowania preparatow zawierajagcych w skladzie recepturowym hormony
nie ogranicza si¢ do miejsca aplikacji preparatu i moze powodowa¢ wy-
stepowanie wielu skutkow ubocznych w stosunku do calego organizmu [8,
9]. Dlatego w wielu krajach, w tym takze w Polsce, zabronione jest stoso-
wanie w preparatach bez recepty hormonow estrogennych pochodzenia
zwierzecego. Fitohormony, podobnie jak hormony ludzkie, sg zwigzkami
o duzej aktywnosci biologicznej majacymi charakter sygnatéw chemicz-
nych, produkowanymi przez okreslone tkanki i transportowanymi do ob-
szaréw, w ktorych inicjujg procesy wzrostowe i rozwojowe. Poniewaz nie-
ktére z nich s3 podobne pod wzgledem struktury chemicznej i dziatania
do hormondéw ludzkich, migdzy innymi estrogenéw, istnieje mozliwos¢
wykorzystania ich w medycynie. W odréznieniu od hormondéw czlowie-
ka ich odpowiedniki pochodzenia roslinnego cechuje szerokie spektrum
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dzialania. Ten sam zwigzek moze wplywac na rézne procesy metaboliczne.
Rodzaj i efekt dzialania danego hormonu w duzym stopniu zalezy od jego
stezenia, miejsca dzialania oraz wspdtdzialania z innymi fitohormonami
[10]. Fitohormony, poza oddzialywaniem na receptory swoiste dla hormo-
néw ludzkich, charakteryzuja sie bardzo silnymi wlasciwo$ciami antyok-
sydacyjnymi. Pelnig one rol¢ zmiataczy wolnych rodnikéw i hamujg mu-
tacje komdrkowe, dzialajac przeciwnowotworowo. Wszystkie stwierdzone
korzystne efekty dzialania fitohormonéw na organizm ludzki powoduja, ze
pojawia si¢ konieczno$¢ badania wptywu kolejnych grup tych zwigzkéw na
organizm ludzki. Takg grupg zwigzkow sg m.in. cytokininy, takie jak Ki BA.

Komorki stymulowane kinetyng nie podlegajg tak szybkim, jak komorki
kontrolne, zmianom morfologicznym zwigzanym ze starzeniem si¢. Nor-
malne fibroblasty skory ludzkiej pochodzace od dorostych dawcow hodo-
wane in vitro charakteryzujg si¢ wydluzonym, wrzecionowatym ksztattem.
Sa cienkie, dlugie i ukladajg si¢ rdwnolegle wzgledem siebie w regularng,
konfluentng warstwe. Z czasem komorki stajg sie heterogenne, duze, roz-
plaszczone, bezksztaltne, wypelnione rezydualnymi ciatkami lizosomalny-
mi i czgsto zawierajg wiecej niz jedno jadro. Zaobserwowano, co jest zgod-
ne z doniesieniami literaturowymi [11], ze komoérki poddane dzialaniu
kinetyny nie przechodzg opisanych zmian morfologicznych zwigzanych
ze starzeniem si¢ w takim zakresie jak komdrki w hodowli kontrolnej. Ba-
dania wlasne wykazaly, ze komoérki nawet w ostatnim dniu eksperymentu
utrzymujg charakterystyczny wrzecionowaty ksztalt, ukladajg sie réwno-
legle wzgledem siebie i tworzg jedng warstwe. Kinetyna rowniez wplywa
na szybko$¢ migracji fibroblastow, co wykazano w tescie Wound Assay. Po
utworzeniu w konfluentnej hodowli ,,zranienia’, komorki zasiedlaja miej-
sce, ktore ma obrazowac przerwang tkanke. Pod wptywem kinetyny w ste-
zeniu 10°M zaobserwowano, Ze po 24 godzinach ,,rana” jest prawie catkiem
pokryta komorkami. Kinetyna dziata bardziej stymulujgco na migracje ko-
morek niz N-6-benzyloadenina.

Badania wlasne wykazaly, ze kinetyna wplywa bardziej stymulujgco
od benzyloadeniny na wzrost ilosci komorek i zawartos$ci w nich biatek,
zwlaszcza w pierwszych dniach eksperymentu. Dane literaturowe réwniez
potwierdzaja wzrost zawartosci biatka w kulturach fibroblastéw traktowa-
nych kinetynag [11, 12]. Wplyw kinetyny na zawartos$¢ kolagenu w medium
hodowlanym i w komdrkach nie byt dotychczas badany i nie ma zadnych
danych literaturowych na ten temat. Badania wlasne wskazujg, ze hormon
ten wzmaga biosynteze tego biatka, zwiekszajac jego zawartos¢. Szczegdlnie
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intensywnie stymuluje ona biosynteze kolagenu w stezeniu 10°M, podwyz-
szajac jego zawarto$¢ zarowno w medium hodowlanym, jak i w komor-
kach. Obserwowano intensywny wzrost zawartosci kolagenu w pozywce
w pierwszych dwdch dniach eksperymentu. W dniu trzecim odnotowano
wzrost ilosci tego biatka w komérkach, po ktérym w 4 dniu nastapil spa-
dek nawet ponizej wartosci kontrolnej, ale w tym samym czasie pojawit sie
wzrost ilosci kolagenu w medium hodowlanym. Moze to sugerowac, ze po
zsyntetyzowaniu bialko to zostalo wydzielone do medium hodowlanego.
Czwartego dnia, gdy w komoérkach obserwowano spadek zawartos$ci kola-
genu, w medium nastepowal wzrost jego ilosci. Poniewaz dane literaturo-
we [12] wskazujg, ze kinetyna moze oddzialywac na poziomie transkrypcji,
translacji, post-translacyjnym i metabolicznym, to nie wiadomo, na ktérym
etapie moze stymulowac biosyntez¢ kolagenu. Wyniki badan wtasnych po-
twierdzajg, Ze kinetyna korzystnie oddzialuje na podstawowe skfadniki ma-
cierzy pozakomorkowej tworzace skore wlasciwa. Wedlug Kimura T. i wsp.
skora traktowana kinetyng wykazywala znacznie lepszag morfologiczng or-
ganizacje fibroblastow w poréwnaniu do kontroli [13]. Przed stymulacja
kinetyng w obrebie skéry wlasciwej widoczne byly zgrubienia wiékien ko-
lagenowych majace nieregularny uktad. Po 50 dniach dzialania kinetyny
wldkna kolagenowe odzyskiwaly wlasciwg grubos¢ i gestos¢ utkania oraz
sposob rozlozenia kolagenu w tkance tacznej. Poprawa jakosci sktadnikow
macierzy pozakomorkowej, takich jak widkna kolagenu i elastyny, byla ob-
serwowana przez caly czas dzialania kinetyny na skore. Doswiadczenia byty
prowadzone na bezwlosych psach meksykanskich [13].

Badania wlasne potwierdzily, ze benzyloadenina hamuje proliferacje
komorek. W stezeniach 10°M i 10”M dzialala stosunkowo najstabiej na
zahamowanie podzialéw w fibroblastach, dlatego tez te stezenia byly wyko-
rzystane do dalszych badan i sprawdzenia wplywu benzyloadeniny na inne
parametry biochemiczne, takie jak: zawarto$¢ biatka calkowitego i kolage-
nu, aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych, peroksydacja lipidow, zawar-
tos¢ glutationu i grup sulthydrylowych w komoérkach [2]. W fibroblastach
benzyloadenina wykorzystuje podobne mechanizmy hamowania prolifera-
cji, jak w komdrkach nowotworowych, tj. powoduje pojawienie si¢ silnego
i specyficznego hamowania waznych kinaz bialkowych CDK. Czynniki te
odgrywaja wazng role zardwno w fazie mitozy, jak i we wczesnych fazach
podzialu komdrki (interfazie) [14]. Pomimo, ze benzyloadenina hamuje
proliferacje komoérek i w hodowli obserwowano niewiele fibroblastow be-
dacych w fazie mitozy, to jednak pod wzgledem morfologicznym komorki
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stymulowane tym hormonem utrzymujg swoj wydiuzony ksztalt charakte-
rystyczny dla komorek we wczesnej fazie wzrostu. Jest to zgodne z danymi
Johnsona G.S. i wsp., ze N-6 pochodne adeniny wplywajg na ksztaltt komo-
rek, powodujac ich wydtuzanie si¢ [15]. Ponadto zwiazki, do ktérych zalicza
sie rowniez N-6-benzyloadening, powodujg znaczne spowolnienie w prze-
mieszczaniu si¢ komorek i zwigkszenie ich adhezji do podloza. Jest to zgod-
ne z wynikami badan wiasnych, ktére wskazuja, ze benzyloadenina w ste-
zeniu 107M najstabiej stymulowala migracje komdrek w tescie WOUND
ASSAY. Podobne efekty w ksztalcie, migracji i adhezji komorek obserwo-
wano podczas inkubacji komdrek z potencjalnymi inhibitorami fosfodie-
steraz, np.: 1-metylo-3-izobutyloksantyng, ktéra powodowata podniesienie
wewnatrzkomorkowego poziomu cAMP. Poniewaz poziom wewnagtrzko-
modrkowego cAMP nie byt dotad bezposrednio mierzony, nie wiadomo, czy
benzyloadenina zmienia ten parametr w komorce. Istnieje takze mozliwos¢,
ze benzyloadenina zwigksza poziom cAMP w bardzo wyspecjalizowanym,
malym obszarze komorki lub dziala zupetnie niezaleznie od cAMP. Benzy-
loadenina moze aktywowa¢ kinazy bialkowe lub razem z cAMP wplywac
na wewnatrzkomdrkowg dystrybucje jonéw Ca**, Na* i K* badz tez moze
bezposrednio oddzialywa¢ na mikrotubule i mikrofilamenty i zmieniac
ksztalt komorki. Wedlug danych literaturowych benzyloadenina i jej po-
chodne okazaly sie selektywnymi inhibitorami fosfodiesteraz (PDE). PDE
s3 rodzing enzymow powszechnie wystepujacych w tkankach ssakéw, ktore
poprzez hydrolize cAMP i cGMP posredniczg w transdukcji sygnaléw ko-
moérkowych. Inhibicja PDE przez benzyloadening moze by¢ wykorzystana
w potencjalnej terapii choréb zwigzanych ze stanami zapalnymi, poniewaz
enzymy te odgrywaja duza role w tworzeniu stanéw zapalnych. Hamujac
aktywnos$¢ PDE, benzyloadenina i jej pochodne hamujg réwniez synte-
ze czynnika martwicy nowotworéw TNF-a, ktory jest kluczowa cytoking
wplywajaca na rozwoj chordéb o charakterze zapalnym. Dane literaturowe
wskazuja, ze inhibitory PDE sg réwniez czynnikami anty-TNF-a. Sg one
stosowane w praktyce klinicznej w terapii wielu jednostek chorobowych,
w ktérych obserwowany jest stan zapalny, np.: astma, atopia skdrna, prze-
wlekla obturacyjna choroba ptuc, reumatoidalne zapalenie stawéw i choro-
by neurologiczne [16,17,18]. Benzyloadenina, ktéra najprawdopodobniej
réwniez dziala poprzez mechanizm hamowania fosfodiesteraz, wydaje si¢
spetnia¢ warunki, aby dziala¢ przeciwzapalnie i moze by¢ wykorzystana
w terapii choréb przebiegajacych ze stanem zapalnym.
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Stezenie cAMP w komorce zmienia si¢ bardzo szybko w odpowiedzi na
zewnatrzkomorkowe sygnaly, ktérymi moze by¢ zwigkszone stezenie ben-
zyloadeniny. Benzyloadenina i jej pochodne selektywnie hamujac aktyw-
nos$¢ PDE, zwlaszcza PDE4, moga powodowa¢ akumulacje cAMP w ko-
morce. cCAMP aktywuje kinaze bialkowa A zalezng od cyklicznego AMP,
ktéra katalizuje fosforylacje reszty seryny i treoniny w specyficznych biat-
kach wewnatrzkomoérkowych. Zmienia ich aktywnos¢ i moze nawet wply-
waé na zmiang ekspresji gendw. Bialka regulatorowe powstajace wskutek
zwiekszonej aktywnosci enzyméw aktywowanych przez kinazy biatkowe
moga wplywac na biosynteze biatka w komorece.

Najnowsze dane literaturowe jednak wskazuja, ze benzyloadenina akty-
wuje kinaze biatkowg A, ale na drodze mechanizmu niezaleznego od cAMP,
prawdopodobnie zwigzanego z innymi Sciezkami sygnalowymi komdrki,
np. zwigzanymi z TGF-f [19]. Jest to zgodne z wynikami badan wlasnych,
ktére wskazujg na aktywujacy wplyw benzyloadeniny na biosynteze bial-
ka, a nawet na biosynteze podstawowego biatka strukturalnego — kolagenu.
Nie obserwowano zadnych spadkéw zawarto$ci biatka ponizej poziomu
kontroli. Badana zawarto$¢ kolagenu wydzielanego przez komoérki do me-
dium hodowlanego wskazuje na silny efekty stymulujacy benzyloadeniny
w stezeniu 10°M, zwlaszcza w pierwszym i ostatnim dniu eksperymentu.
W dniu trzecim jest zauwazalny spadek, jednak ciagle zawarto$¢ badanego
bialka strukturalnego jest powyzej poziomu kontroli. W tym samym dniu
(trzecim) stwierdzono duzy wzrost zawartosci kolagenu w komorkach, na-
tomiast w pierwszym i czwartym dniu eksperymentu jego ilos¢ w komor-
kach byta duzo mniejsza niz dnia trzeciego. Stad mozna wnioskowac, ze
benzyloadenina aktywujac kinaze biatkowg A, intensywnie stymuluje bio-
synteze i wydzielanie kolagenu do medium hodowlanego juz w pierwszych
dwoch dniach hodowli, po czym zwigksza si¢ synteza tego biatka w komér-
kach (dnia trzeciego), a nastepnie zsyntetyzowany kolagen jest wydziela-
ny do medium w dniu czwartym i pigtym, powodujac bardzo duzy wzrost
jego zawarto$ci w pozywce, nawet do 265,7%. Natomiast benzyloadenina
w stezeniu 10”M powoduje nieznaczny spadek zawartosci kolagenu w me-
dium hodowlanym, ktéry utrzymuje si¢ przez caly czas trwania 5-dniowe-
go eksperymentu na poziomie okoto 10%. W fibroblastach pod wptywem
benzyloadeniny w stezeniu 10”M obserwowano wzrost zawartosci kolage-
nu w dniu pierwszym, trzecim i pigtym, a w dniu drugim i czwartym nie-
wielkie spadki zawartosci badanego biatka. Dane te wydajg sie¢ potwierdza¢
hipoteze Swaneya J.S. i wsp., ze wysoki poziom cAMP hamuje biosynteze
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kolagenu [20]. Moze to oznacza, ze aktywacja biosyntezy kolagenu przez
benzyloadenine zachodzi rzeczywiscie na drodze niezaleznej od poziomu
cAMP, uwarunkowanej tylko aktywacja kinazy biatkowej A, ktéra zachodzi
poprzez interakcje z TGF-P — czynnika stymulujacego biosynteze kolage-
nu. TGF-f aktywuje kinaze¢ bialkowg A poprzez regulacje kompleksu biatek
smad3/4 [21,22].

Badane fitohormony korzystnie wplywaja na metabolizm, migracje
i proliferacje komorek skory wlasciwej. Stymulujg biosynteze biatka calko-
witego, kolagenu i pozytywnie wplywaja na podstawowe parametry stre-
su oksydacyjnego oraz zdolnosci przemieszczania si¢ fibroblastow. Istnieja
przypuszczenia, ze kinetyna stosowana na skore prawdopodobnie usuwa
i niweluje uszkodzenia spowodowane nadmierng ekspozycjg na promie-
niowanie UV. Wldkna kolagenu i elastyny odzyskujg wlasciwa strukture,
a ponadto zmniejsza si¢ nadmierna pigmentacja skory. Poza tym kinety-
na zmniejsza TEWL i powoduje lepsze funkcjonowanie warstwy kolczystej
skory jako warstwy barierowej. Jest ona efektywna w niskich dawkach, co
potwierdzaja badania wlasne na fibroblastach, natomiast jej skutecznos¢
w duzym stopniu zalezy od czasu stosowania na skore. Wykazano takze, ze
zwigzek ten nie ma wilasciwosci alergizujacych i moze by¢ stosowany nawet
w przypadku wrazliwej skory [23, 24, 25, 26, 27]. Znane i potwierdzone jest
réwniez dzialanie kinetyny, a zwtaszcza jej form rybozydowych na komoérki
nowotworowe, w ktorych jest ona stymulatorem apoptozy. Nukleozydy i ry-
bonukleozydy kinetyny majg dzialanie stymulujace apoptoze komérek no-
wotworowych, jednoczes$nie nie uszkadzajg komorek zdrowych [28]. Stad
tez mozna wnioskowac, opierajac sie rowniez na wynikach badan wilasnych,
ze kinetyna moze mie¢ szerokie zastosowanie w terapii i profilaktyce wielu
jednostek chorobowych dotyczacych nie tylko skory.

Natomiast benzyloadenina, ktdrej pochodne posiadaja udowodnione
dziatanie antykancerogenne, moze znalez¢ zastosowanie jako substancja te-
rapeutyczna w stanach zapalnych, jak i w chorobach skory zwigzanych z za-
burzeniami jej pigmentacji. Istnieje pewna korelacja miedzy kancerogeneza
u ludzi oraz u roélin. Czynniki odgrywajace wazng role w regulacji réznico-
wania i rozwoju u roslin moga réwniez wplywac na réznicowanie ludzkich
komorek, zarowno zdrowych, jak i patologicznie zmienionych, poprzez
system transdukcji sygnatu i dlatego moga by¢ klinicznie uzyteczne w le-
czeniu roznych stanow chorobowych. Skutecznos$¢ ich dziatania wykazana
w niniejszej pracy, w odniesieniu do komorek skoéry, moze wskazywac na
ich potencjalne znaczenie terapeutyczne.
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