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0l Streszczenie

Wprowadzeniei cel pracy. W ostatnich latach mikroalgi z ro-
dzaju Chlorella zyskuja na popularnosci ze wzgledu na szybki
przyrost biomasy, zdoInos¢ do wzrostu w ekstremalnych wa-
runkach oraz zréznicowany wachlarz substancji bioaktywnych.
Stanowia one cenne zrédto sktadnikéw odzywczych o wy-
sokiej biodostepnosci i zréznicowanym profilu biochemicz-
nym, co sprawia, ze sg szeroko wykorzystywane w przemysle
spozywczym. Dodatkowo réznorodnos¢ zawartych w nich
zwigzkéw bioaktywnych o udowodnionych wiasciwosciach
antyoksydacyjnych, immunomodulacyjnych, przeciwbakte-
ryjnych, przeciwwirusowych oraz przeciwnowotworowych
czy regeneracyjnych przykuwa uwage przemystu farmaceu-
tycznego i kosmetycznego.

Metody przegladu. W artykule przedstawiono aktualny stan
wiedzy na temat chemoprewencyjnych wtasciwosci prepara-
téw na bazie mikroalg z rodzaju Chlorella. Przeglad obejmuje
prace oryginalne, dostepne w bazach PubMed i Google Scho-
lar.

Opis stanu wiedzy. Mozliwos¢ wykorzystania preparatéw
na bazie Chlorella spp. w chemoprewencji nowotworéw byta
analizowana przede wszystkim w hodowlach komérkowych
oraz badaniach na zwierzetach. Wiekszos¢ prezentowanych
doniesien naukowych skupia sie na bezposrednim wptywie
wspomnianych preparatéw na zywotnos¢ i proliferacje komé-
rek nowotworowych oraz mozliwos¢ modulacji kluczowych
z punktu widzenia kancerogenezy proceséw biologicznych tj.
cykl komérkowy, apoptoza, stres oksydacyjny oraz przekazy-
wanie sygnatéw w szlakach zwigzanych z nowotworzeniem.
Omowiono réwniez role Chlorella spp. jako potencjalnego ad-
iuwanta w onkoterapii, a takze cytoprotektanta tagodzacego
niepozadane efekty chemioterapii.

Podsumowanie. Przedstawiony przeglad najwazniejszych
wynikéw badan in vitroiin vivo wskazuje na znaczny potencjat
chemoprewencyjny preparatéw z Chlorella spp.

Stowa kluczowe

modele in vitro, Chlorella, mikroalgi, chemoprewencja nowo-
tworéw, modele in vivo

0 Abstract

Introduction and Objective. In recent years, microalgae of
the Chlorella genus have been gaining popularity due to their
rapid biomass growth, ability to grow in extreme conditions,
and diverse range of bioactive substances. They constitute
a valuable source of nutrients with high bioavailability and
a diverse biochemical profile, due to which they are widely
used in the food industry. Furthermore, the variety of bioactive
compounds contained within them, with proven antioxidant,
immunomodulatory, antibacterial, antiviral, anticancer and
regenerative properties, is attracting the attention of the
pharmaceutical and cosmetics industries.

Review methods. This article presents the current state
of knowledge on the chemopreventive properties of
preparations based on microalgae of the Chlorella genus.
The review includes original articles available in the PubMed
and Google Scholar databases.

Brief description of the state of knowledge. The
possibility of using preparations based on Chlorella spp. in
cancer chemoprevention has been analysed primarily in cell
cultures and animal studies. Most of the presented studies
focus on the direct impact of these preparations on cancer
cell viability and proliferation, as well as the potential for
modulating biological processes crucial for carcinogenesis,
such as the cell cycle, apoptosis, oxidative stress, and
signalling in pathways associated with cancer. The role of
Chlorella spp. as a potential adjuvant in oncology therapy
and as a cytoprotectant mitigating the adverse effects of
chemotherapy is also discussed.

Summary. The presented review of the most important
in vitro and in vivo research findings indicates the significant
chemopreventive potential of preparations based on Chlorella

spp.
Key words
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Mikroalgi z rodzaju Chlorella zyskuja w ostatnich latach
na popularnosci ze wzgledu na ich zréznicowany wachlarz
substancji bioaktywnych, szybki przyrost biomasy oraz
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zdolno$¢ do wzrostu w ekstremalnych warunkach. Stano-
wig one cenne zrédlo sktadnikéw odzywcezych o wysokiej
biodostepnosci i zréznicowanym profilu biochemicznym,
co sprawia, ze sa szeroko wykorzystywane w przemysle
spozywczym. Dodatkowo réznorodnos¢ zawartych w nich
zwigzkow bioaktywnych o udowodnionych wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, immunomodulacyjnych, przeciwbakte-
ryjnych, przeciwwirusowych, jak réwniez regeneracyjnych
przykuwa uwage przemystu farmaceutycznego i kosme-
tycznego. Celem niniejszej publikacji byt przeglad wynikéw
badan nad mozliwoscig wykorzystania mikroalg z rodzaju
Chlorella, preparatéw na ich bazie oraz czystych substancji
z nich pozyskiwanych w chemoprewencji nowotworéw.

Mikroalgi z rodzaju Chlorella
Mikroalgiz rodzaju Chlorella naleza do jednokomérkowych
zielenic, charakteryzujacych si¢ kulistym ksztaltem i bra-
kiem wici. Ich nazwa powstala z polaczenia dwdch stow:
greckiego chloros - zielony oraz laciniskiego ella - maty. Ta
nazwa znakomicie oddaje ich niewielkie rozmiary (od 2 do
8 um) i najwyzszg w $wiecie roélin zawarto$¢ chlorofilu (do
4%). Chlorella spp. wystepuja zarowno w wodach stonych, jak
istodkich, jak réwniez na powierzchni wilgotnej ziemiikorze
drzew. W §rodowisku wodnym, jako mikroplankton, stano-
wia one pierwsze ogniwo tanicucha pokarmowego, a z uwagi
na duzg zawartos$¢ chlorofilu i szybkie tempo wzrostu sa jed-
nym z gtéwnych producentéw tlenu w tych ekosystemach [1].
Rodzaj Chlorella zostat odkryty w 1890 roku przez Bei-
jerincka, ktory opisal gatunek typowy Chlorella vulgaris.
Od tego czasu wyizolowano ponad sto gatunkéw z réznych
siedlisk i przypisano je do rodzaju Chlorella, gtéwnie na
podstawie podobienstw morfologicznych. Niestety wigkszo$¢
z nich zostala blednie zidentyfikowana i obecnie przenie-
siona zostata do innych rodzajow. Aktualnie uznaje sie,
ze Chlorella reprezentuje grupe morfologicznie podobnych
gatunkow o pochodzeniu polifiletycznym, a nie naturalny
rodzaj. Z uwagi na kilkukrotne zmiany w taksonomii tych
mikroalg podane w manuskrypcie nazwy gatunkowe nalezy
traktowac z rezerwa, gdyz odnoszg si¢ one do danych po-
dawanych przez hodowcéw i producentdw zywnosci, a nie
przez taksonomow [2].

Wiasciwosci odzywcze mikroalg Chrolla spp.

Ze wzgledu na bogactwo skladnikéw odzywcezych Chlorel-
la spp. uznawana jest obecnie za jeden z najbardziej obie-
cujacych surowcéw biologicznych w kontekscie produkcji
zywnosci funkcjonalnej i suplementéw diety. Zawartos¢
biatka w suchej masie Chlorella spp. siega 65%, co znacznie
przekracza zawarto$¢ tego makroskiadnika w miesie, jajkach
czy roélinach straczkowych [3]. Bialka te charakteryzuja sie
korzystnym skltadem aminokwaséw, gdyz zawieraja wszyst-
kie niezbedne dla prawidfowego funkcjonowania organizmu,
aminokwasy egzogenne. Poréwnywalna z biatkami pocho-
dzenia zwierzecego warto$¢ odzywcza biatka z Chlorella spp.
czyni te mikrologii doskonalym alternatywnym zrédtem
biatka w diecie roslinnej [4]. Komponenta biatkowa okazata
sie rowniez cennym no$nikiem przeciwnowotworowych
wiasciwosci Chlorella spp. [5-7]. Od 10 do 20% suchej masy
Chlorella spp. stanowig lipidy, ktére charakteryzuja sie ko-
rzystnym profilem kwaséw tluszczowych - zawieraja wy-
sokie stezenia nienasyconych kwasow tluszczowych, w tym
kwasu linolowego (C18:2, n-6), a-linolenowego (C18:3, n-3)
oraz oleinowego (C18:1, n-9). Taki sktad lipidowy korzystnie

wplywa na gospodarke lipidowa organizmu czlowieka,
dzialajac m.in. kardioprotekcyjnie [8], a — jak wykazaly
zaprezentowane ponizej badania — majg réwniez znaczny
potencjal przeciwnowotworowy [9]. Okoto 15-25% suchej
masy Chlorella spp. stanowia weglowodany, z czego istotna
czes$¢ to polisacharydy o wlasciwosciach prozdrowotnych.
Wykazano, ze polisacharydy $ciany komodrkowej Chlorella
spp., zawierajace m.in. glukozamine, ramnoze i galaktoze,
skutecznie mobilizujg uklad odpornosciowy do zwalczania
infekcji oraz eliminacji komérek nowotworowych [10, 11].
Natomiast B-1,3-glukan odpowiedzialny jest za usuwanie
wolnych rodnikéw, ktérych nadmiar moze prowadzi¢ do
transformacji nowotworowej, bedacej nastepstwem uszko-
dzen DNA [12]. Warto réwniez wspomnie¢ o zdolnosci po-
lisacharydéw Chlorella spp. do wigzania metali cigzkich
iw konsekwencji do detoksykacji organizmu [4, 13]. Nalezy
zaznaczy¢, ze Chlorella spp. jest réwniez bogatym zrodlem
witamin i sktadnikéw mineralnych. Zawiera ona znaczne
iloéci witamin z grupy B (w tym kobalaminy — witaminy
B1,, rzadko wystepujacej w produktach rodlinnych), a takze
witamin C, E i K. Wéréd sktadnikéw mineralnych szczegol-
nie istotne sg Zelazo, magnez, cynk i wapn, ktore odgrywaja
kluczowa role w metabolizmie komérkowym [3, 13, 14]. Sie-
gajace nawet do 4% suchej masy stezenie chlorofilu stanowi
dodatkowy element wyrdzniajacy Chlorella spp. sposrod
innych zielenic [15]. Chlorofil wraz z karotenoidami (takimi
jakluteina, B-karoten czy zeaksantyna) dzieki wlasciwosciom
antyoksydacyjnym chronig komorki przed uszkodzeniami
DNA i bedacymi ich nastepstwem procesami nowotworze-
nia oraz starzenia [14, 16, 17]. Niezwykle interesujacym,
gdyz spotykanym jedynie u Chlorella spp., sktadnikiem bio-
aktywnym jest czynnik wzrostu chlorelli (ang. Chlorella
Growth Factor, CGF). CGF stanowi unikatowg kompozycje
substancji obecnych wylacznie w jadrze komérkowym chlo-
relli. Gléwnymi skladnikami CGF sa kwasy nukleinowe
(RNA i DNA), wolne aminokwasy, peptydy, polisacharydy
w tym B-glukany, glikoproteiny, witaminy i mineraty [18].
Oprocz klasycznej funkcji czynnika wzrostu wspierajace-
go namnazanie komorek Chlorella spp. wykazano réwniez
jego immunomodulacyjne, hepatoprotekcyjne, hipotensyjne,
kardioprotekcyjne oraz regeneracyjne wilasciwosci [3, 13,
14, 19]. Ponadto w ostatnich latach pojawily sie réwniez
doniesienia o przeciwnowotworowym dziataniu CGF [20].

W obliczu medialnego szumu, jaki w ostatnich latach
generuja produkty na bazie Chlorella spp., warto podkresli¢,
ze w Azji te mikroalgi byly znane i stosowane od wiekow
jako rosliny lecznicze. Uzywano ich przede wszystkim jako
$rodka oczyszczajacego organizm z metali ciezkich i toksyn
oraz preparaty wzmacniajace organizm. Co ciekawe, dopiero
w XX wieku mikroalgi Chlorella spp. zaczely by¢ postrze-
gane jako zywnos¢. Po II wojnie $wiatowej badano je jako
potencjalne wysokobiatkowe rozwigzanie problemu gtodu na
$wiecie. Warto wspomnie¢, ze juz w latach 60 XX wieku byty
one hodowane na skale przemystowa. Do 1980 roku w Azji
istnialo 46 duzych fabryk produkujacych ponad 1 tys. kg
mikroalg miesi¢cznie (gtéwnie Chlorella vulgaris), a w 1996
roku w samej Japonii sprzedano ok. 2000 ton Chlorella spp.
[21]. Natomiast dane z 2024 roku méwia o globalnej rocznej
produkgji C. vulgaris na poziomie 6 200 ton i prognozuja
dalszy systematyczny wzrost tego rynku, gtéwnie dzieki
rozwojowi farmaceutykéw, nutriceutykow i kosmetykdw
na bazie C. vulgaris, C. pyrenoidosa, C. ellipsoide oraz C.
sorokiniana [22].



Medycyna Ogélna i Nauki o Zdrowiu

MONZ

Weronika Rzeska, Marta Kinga Lemieszek. Chemoprewencyjne wtasciwosci mikroalg z rodzaju Chlorella

METODY PRZEGLADU

Przegladu literatury dokonano przy uzyciu baz danych
PubMed i Google Scholar. W wyszukiwaniu uzyto terminéw:
»chlorella”, ,,cancer”, ,chemoprevention”, ,microalgae”, ,in
vitro models”, ,,in vivo models”, ,,supplementation”, ,fun-
ctional food” w réznych konfiguracjach. Wybrano prace
oryginalne dotyczace przeciwnowotworowych wiasciwosci
preparatow na bazie mikroalg z rodzaju Chlorella. Kryterium
wlaczenia byla dostepnos¢ petnego tekstu w jezyku angiel-
skim, zgodno$¢ celu badan z koncepcja manuskryptu oraz
klarowny opis wynikéw badania. Zaprezentowany w manu-
skrypcie przeglad literatury ma charakter narracyjny.

OPIS STANU WIEDZY

Nowotwory stanowia drugg po chorobach ukladu krazenia
najczestszg przyczyne zgondw na $wiecie [23]. Ograniczona
skuteczno$¢ oraz liczne dziatania niepozadane tradycyjnych
metod leczenia, takich jak chemioterapia czy radioterapia,
wskazujg na potrzebe poszukiwania alternatywnych strategii
walki z nowotworami. Obiecujacym podejéciem majacym na
celu zmniejszenie zachorowalnoéci i $miertelnosci poprzez
opdznienie i spowolnienie procesu nowotworzenia jest che-
moprewencja. Jest to strategia zapobiegania powstawaniu no-
wotwor6w poprzez przyjmowanie nietoksycznych substancji
syntetycznych lub naturalnych, ktére moga zatrzyma¢ lub
spowolni¢ przebieg procesu nowotworzenia, a nawet wplyna¢
naregresje juz powstatych zmian [24]. W przeciwienstwie do
chemioterapii, chemoprewencja ingeruje gtdwnie we wczesne
etapy procesu nowotworzenia — hamujac inicjacje, progresje
oraz rozprzestrzenianie si¢ nowotworu. Idealny $rodek che-
moprewencyjny charakteryzuje sie: 1) brakiem lub niska tok-
syczno$cia dla organizmu; 2) znaczacg aktywnoscia przeciw-
nowotworowy; 3) dziataniem przeciwzapalnym; 4) znanym
mechanizmem dziatania; 5) dostepnoscia; 6) mozliwoscia
podania doustnego; 6) niskimi kosztami produkeji [25].

Kryteria te niewatpliwie spelnia zywno$é¢ funkcjonalna, do
ktodrej zaliczane sg mikroalgi z rodzaju Chlorella ze wzgledu
na bogactwo sktadnikéw odzywczych oraz substancji bioak-
tywnych o szerokim spektrum aktywnosci prozdrowotnych
[26,27]. W ostatnich latach wykazano, ze ekstrakty i frakcje
izolowane z Chlorella spp. wykazuja wielokierunkowe dziala-
nie przeciwnowotworowe, obejmujace m.in. hamowanie pro-
liferacji komdrek nowotworowych, indukeje ich programo-
wanej $mierci oraz wzmacnianie naturalnych mechanizméw
odpornoséciowych organizmu do rozpoznawania i zwalczania
komorek nowotworowych [28]. Badania in vitro iin vivo wska-
zuja na zdolnosé¢ Chlorella spp. do modulacji ekspresji genow
zwiazanych z cyklem komoérkowym, angiogeneza i metastaza
[29]. Udowodniono réwniez, ze kilka substancji izolowanych
zmikroalg Chlorella spp. hamuje aktywno$ci polimeraz DNA,
zaburza ekspresje cyklin nadzorujgcych przebieg cyklu ko-
morkowego i/lub hamuje przekazywanie sygnaléw w szlakach
kontrolujacych podzialy, przezycie oraz rozprzestrzenianie
sie komoérek nowotworowych [7, 30].

W kolejnych podrozdziatach szczegétowo oméwiono naj-
wazniejsze wyniki badan in vitro i in vivo wskazujace na
chemoprewencyjne wlasciwosci ekstraktow z Chlorella spp.,
jak réwniez czystych substancji izolowanych z tych mikro-
alg. Jednocze$nie w tab. 1 przedstawiono podsumowanie
najwazniejszych wynikéw badan.

Preparaty na bazie komoérek Chlorella spp.

Miyazawa i wsp. ocenili zdolno$¢ autoklawowalnych komo-
rek C. pyrenoidosa (ACC - od ang. autoclaved Chlorella cells)
do zapobiegania indukcji oraz hamowania rozwoju trzech
wybranych typéw nowotworéw. Badania byty prowadzone
na myszach szczepu C57BL/6, C3H/He i DDD/1 z wykorzy-
staniem trzech linii komérek nowotworowych (EL-4 - mysie
komoérki biataczki, MM-2 — mysie komoérki raka sutka, mysie
komorki raka wysiekowego Ehrlicha). W modelu bialaczki
oceniano wplyw profilaktycznego podawania ACC przed
indukcja nowotworu u myszy C57BL/6. ACC w dawce 1x10°
komoérek/mysz byl podawany doustnie lub dootrzewnowo co
drugi dzien, od 7. do 2. dnia poprzedzajacych indukcje nowo-
tworu. Badany preparat podany doustnie lub dootrzewnowo
wydluzyl zycie myszy z 20 do ponad 60 dni po indukcji guza
odpowiednio u 73,0% oraz 66,7% zwierzat. U myszy C3H/
He z rakiem sutka zbadano profilaktyczne dzialanie poda-
wanego doustnie lub dootrzewnowo ACC w dawce 1x10°
komorek/mysz. Schemat podawania preparatu byl identyczny
jak w modelu biataczki. Niemniej jednak korzystny wplyw
ACC zaobserwowano jedynie po podaniu dootrzewnowym,
ktére to doprowadzilo do wydluzenia zycia zwierzat z 20 do
ponad 60 dni u 80% osobnikéw. W przypadku guza Ehrli-
cha wszczepianego myszom DDD/1 zbadano wptyw ACC
podawanego dootrzewnowo w dwoch schematach leczenia,
tzn. przed (4 dawki) jak i po (4 dawki) indukeji guza. ACC
w dawce 1x10® komoérek/mysz skutecznie hamowat wzrost
guza niezaleznie od momentu interwencji. Wspétczynnik
zahamowania wzrostu nowotworu wynosit 0,49 oraz 0,57
w odpowiedzi na ACC podany odpowiednio przed oraz po
wszczepieniu komorek nowotworowych [7].

Oceng przeciwnowotworowych wlasciwosci C. pyrenoido-
sa kontynuowal zesp6l Kubatka i wsp., ktory przeprowadzit
badania naludzkich komoérkach raka piersilinii MCF-7 oraz
w szczurzym modelu raka piersi indukowanym N-metylo-
-N-nitrozomocznikiem. Badania in vivo wykazaly, ze co-
dzienna suplementacja diety zwierzat wysuszong biomasg
C. pyrenoidosa w stezeniu 30 g/kg paszy przez 15 tygodni
(leczenie rozpoczeto na tydzien przed indukcja nowotworu)
zmniejszylo czesto$¢ wystepowania guza do 61% i wydtuzylo
okres utajenia guza do 12,5 dnia w poréwnaniu ze zwierze-
tami na standardowej diecie. Analiza immunohistochemicz-
na komoérek nowotworowych pobranych od szczuréw po
leczeniu C. pyrenoidosa wykazata wzrost o 73,5% poziomu
kaspazy-7 o istotnym znaczeniu w procesie apoptozy [31].
W réwnoleglym badaniu in vitro wykazano, ze C. pyrenoido-
saw szerokim zakresie stezen (od 19,5 ug/ml do 1,25 mg/ml)
po 48-godz. inkubacji z komdrkami raka piersi linii MCE-7
hamowaly ich podziaty, a po 72-godz. istotnie zmniejszaty
ich zywotno$¢. Antyproliferacyjne dziatanie C. pyrenoidosa
potwierdzono w analizie cytometrycznej, ktéra wykazata za-
trzymanie cyklu komdrkowego w fazie GO/G1 oraz ujawnita
indukcje apoptozy i nekrozy w odpowiedzi komérek MCF-7
na 48- i 72-godz. ekspozycje na badany preparat w stezeniu
156 pg/ml. W tych samych warunkach eksperymentu zaob-
serwowano rowniez spadek potencjalu wewnetrznej blony
mitochondrialnej oraz wzrost wytwarzania reaktywnych
form tlenu w komérkach MCF-7 po 24, 48 i 72 godzinach
inkubacji z C. pyrenoidosa [31].

Wykazano réwniez przeciwnowotworowe wla$ciwosci
preparatéow uzyskanych przez odwirowanie biomasy C.
vulgaris w modelu raka watroby wywotanego dieta ubo-
ga w choline oraz 0,1% etioning podawana z woda pitna.
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Tabela 1. Podsumowanie wynikéw badan in vitro oraz in vivo dotyczacych chemoprewencyjnych wiasciwosci preparatéw na bazie mikroalg z rodzaju
Chlorella (wyniki badan przedstawiono w kolejnosci ich omawianie w manuskrypcie)

Lp. Gatunek Substancja badana  Podawanie Model Efekt interwencji Zrédto
1. Preparaty na bazie catych komérek
1.1 Chlorella ACC - komorki C. ACC w dawce 1x106 kom./mysz Model biataczki indu- Zwiekszenie dhugosci zycia z 20 do ponad 60 dni [7]
pyrenoi- pyrenoidosa po (biataczka) i 1 x108 kom./myszy kowanej podaniem my-  po indukgji biataczki odpowiednio u 73,0% i 66,7%
dosa autoklawowaniu (rak sutka) podawany doustnie ido-  szom C57BL/6 komérek  myszy po doustnym i dootrzewnowym podaniu
(120°C, 3 min.) otrzewnowo co drugi dzier, od 7. linii EL-4 ACC
do 2. dnia poprzedzajacych indukcje
nowotworu Model raka sutka Zwigkszenie dtugosci zycia z 20 do ponad 60 dni
indukowanego poda- po indukgji raka sutka u 80,0% myszy po dootrze-
ACC w dawce 1x108 kom./mysz niem myszom C3H/He ~ wnowym podaniu ACC.
podawane dootrzewnowo co drugi  komérek linii MM-2 Zahamowanie wzrostu nowotworu odpowied-
dzien, od 7. do 2. dnia poprzedza- nio 049% i 57% po podaniu ACC przed oraz po
jacych wszczepienie guza Erlicha Guz Erlicha wszczepio-  wszczepieniu guza Ehrlicha
lub co drugi dzier w 4 dawkach po  ny podskérnie myszom
indukcji nowotworu DDD/1
1.2 Chlorella Wysuszone komérki  Codzienna suplementacja diety Model raka piersiindu-  Zmniejszenie czestos¢ wystepowania guzéw do [31]
pyrenoi- C. pyrenoidosa C. pyrenoidosa w dawce 3%/paszy kowanego N-metylo- 61% i wydtuzenie okres utajenia guza do 12,5 dnia
dosa przez 15 tygodni (terapia zostata roz-  -N-nitrozomocznikiem
poczeta na tydzien przed indukcja u szczuréw Sprague- Efekt proapoptotyczny — wzrost o 73,5% poziomu
nowotworu) -Dawley kaspazy 7 w odpowiedzi na leczenie C. pyrenoidosa
13 Chlorella Wysuszone komérki  Inkubacja komérek (24-godz., Ludzkie komorki raka Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji [31]
pyrenoi- C. pyrenoidosa 48-godz. i 72-godz.) z preparatem piersi linii MCF-7 komérek raka piersi poprzez zmniejszenie ich
dosa w stezeniach: 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; aktywnosci metabolicznej (ekstrakt w stezeniach
250; 500 i 1000 pg/ml od 19,5 pg/ml do 1,25 mg/ml) oraz obnizenie
syntezy DNA (ekstrakt w stezeniach od 4,9 pg/ml
do 1,25 mg/ml)
Zalezny od czasu inkubacji wzrost liczby
komérek apoptotycznych i nekrotycznych oraz
z zatrzymanym cyklem komérkowym w fazie GO/
G1 w hodowli MCF-7 w odpowiedzi na ekstrakt
w stezeniu 156 ug/ml
Zalezne od czasu inkubacji zmniejszenie poten-
cjatéw bton mitochondrialnych w komérkach raka
piersi w odpowiedzi na ekstrakt w stezeniu 156
pg/ml
Zalezne od czasu inkubacji nasilenie stresu ok-
sydacyjnego w hodowli MCF-7 w odpowiedzi na
ekstrakt w stezeniu 156 pug/mil
14 Chlorella Granulatz C. Codzienna suplementacja diety C. Model raka watro- Przywracanie rbwnowagi oksydacyjnej zaburzonej  [34]
vulgaris vulgaris vulgaris w dawkach: 50, 150 i 300 by indukowanego rozwojem nowotworu. Zalezne od dawki oraz
mg/kg m. c. przez 4, 812 tygodni u szczuréw Wistar dieta ~ okresu suplementacji C. vulgaris zmniejszenie
uboga w choline oraz aktywnosci endogennych enzymoéw antyok-
podawang z wodg pitng  sydacyjnych SOD i katalazy oraz zmniejszenie
0,1% etionia peroksydacji lipidéw poprzez obnizenie poziomu
malondialdehydu
1.5 Chlorella Granulatz C. Codzienna suplementacja diety C. Model raka watroby Zalezna od dawki oraz czasu suplementacji C. [33]
vulgaris vulgaris vulgaris w dawkach: 50, 150 i 300 indukowanego u szczu-  vulgaris regresja guza. Suplementacja diety C.
mg/kg m. c. przez 4, 8 12 tygodni row Wistar dietg uboga  vulgaris w dawce 300 mg/kg m.c. spowodowata
w choling oraz 0,1% zmniejszenie rozmiaréw guza o 20%, 67% i 83%
etionine podawang odpowiednio po 4, 8 12 tygodniach terapii
zwoda pitna
Zalezne od dawki oraz od czasu podawania pre-
paratéw zahamowanie proliferacji oraz indukcja
apoptozy zmienionych nowotworowo komoérek
watroby
1.6 Chlorella Granulatz C. Codzienna suplementacja diety C. Model raka watro- Niezalezna od dawki oraz okresu suplementacji [32]
vulgaris vulgaris vulgaris w dawkach: 50, 150 i 300 by indukowanego C. vulgaris

mg/kg m. c. przez 4, 8 12 tygodni

u szczuréw Wistar dieta
uboga w cholineg oraz
podawang z wodg pitna
0,1% etionig

supresja markeréw nowotworowych watroby:
AFP, TGF(3, M2-PK i OV-6

Niezalezna od dawki oraz okresu suplementacji
C. vulgaris redukcja podwyzszonego chorobg
stezenia TGF3 w surowicy
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2. Ekstrakty wodne
2.1 Chlorella CGF-prf - ekstraho-  CGF-prf w stezeniu 1 mg/mysz poda- Model biataczki indu- Zwigkszenie dtugosci zycia z 20 do ponad 60 dni [7]
pyrenoi- wana goragcawodg  wany doustnie i dootrzewnowo co kowanej podaniem my-  po indukgji biataczki odpowiednio u 73,0% i 66,7%
dosa bogata w biatka drugi dzien, od 7. do 2. dnia poprze-  szom C57BL/6 komérek myszy po doustnym i dootrzewnowym podaniu
frakcja z C. pyreno-  dzajacych indukcje nowotworu linii EL-4 CGF-prf
idosa
Model raka sutka Zwigkszenie dtugosci zycia z 20 do ponad 60 dni
indukowanego poda- po indukgji raka sutka odpowiednio u 80 % i 70%
niem myszom C3H/He  myszy po doustnym i dootrzewnowym podaniu
komérek linii MM-2 CGF-prf
2.2 Chlorella Wodny ekstraktz C.  Inkubacja komorek (24-godz., Ludzkie komorki raka Ekstrakt w catym zakresie analizowanych stezen [35]
pyrenoi- pyrenoidosa 48-godz. i 96-godz.) z ekstraktem jelita grubego linii nie byt cytotoksyczny dla komorek prawidtowych
dosa [42,3% weglo- w stezeniach: 10; 25; 50; 100; 250; HT-29 nabtonka jelita grubego i nie zaburzat ich aktyw-
wodany; 26,9% 500i 1000 pg/ml nosci metabolicznej
biatka; 24,4% kwasy Ludzkie komorki
nukleinowe] nabtonka jelita linii Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji
CCD841 CoN komérek raka okreznicy poprzez zmniejszenie ich
Prawdopodobna aktywnosci metabolicznej (IC50: 25 pg/ml) oraz
substancja czynna 2.3obnizenie syntezy DNA (IC50: 767 pug/ml)
CGF
23 Chlorella Wodny ekstraktzC.  Inkubacja komérek (24-godz., Ludzkie komérki raka Ekstrakt w catym zakresie analizowanych stezen [36]
pyrenoi- pyrenoidosa 48-godz. i 96-godz.) z ekstraktem piersi linii T47D nie wptywat na zywotnos¢ i proliferacje ludzkich
dosa [42,3% weglo- w stezeniach: 2.5; 5; 10; 25; 50; 100; fibroblastéw skoéry
wodany; 26,9% 250; 500 1000 pg/ml Ludzkie komérki fibro-
biatka; 24,4% kwasy blastéw skéry HSF Zalezna od dawki cytotoksycznos¢ (IC50: 1484
nukleinowe] ug/ml)
Prawdopodobna Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji
substancja czynna komarek raka piersi poprzez zmniejszenie ich
CGF aktywnosci metabolicznej (IC50: 319 pg/ml) oraz
obnizenie syntezy DNA (IC50: 1175 pg/ml)
24 Chlorella Wodny ekstrakt z C.  Inkubacja komorek (24-godz., Ludzkie komorki raka Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji [371
pyrenoi- pyrenoidosa 48-godz., 96-godz.) z ekstraktem trzonu macicy linii KLE ~ komérek raka endometrium poprzez obnizenie ich
dosa w stezeniach: 50; 100; 250; 500 i HEC-1-B aktywnosci metabolicznej (IC50 EDC: 388,6 ug/ml;
[42,3% weglo- i 1000 pg/ml 1C50 HEC-1-B: 95,3 pg/ml; IC50 KLE: 150,2 pg/ml)
wodany; 26,9% Komérki wyprowadzo-
biatka; 24,4% kwasy ne od pacjentki z rakiem Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji komo-
nukleinowe] endometrium EDC rek raka endometrium poprzez inhibicje syntezy
DNA (IC50 EDC: 2013,0 ug/ml; IC50 HEC-1-B: 619,7
Prawdopodobna pg/ml; IC50 KLE: 305,7 pg/ml)
substancja czynna
CGF Zalezne od dawki zmniejszenie inwazyjnosci
komorek raka endometrium. 1 mg/ml ekstraktu
zahamowato migracje komérek EDC, HEC-1-B i KLE
odpowiednio 0 20,8%, 40,0% i 43,6%
Wzrastajacy wraz ze stopniem zréznicowania no-
wotworu efekt cytotoksyczny. 1 mg/ml ekstraktu
zwiekszato uwalnianie LDH (marker uszkodzenia
bton komérkowych) w komérkach EDC, HEC-1-B
i KLE odpowiednio 0 45%, 12% i 40%
Zalezna od dawki indukcja apoptozy w komorkach
raka endometrium. 1 mg/ml ekstraktu zwigksza-
to fragmentacje DNA o 75% w komérkach KLE
i HEC-1-B oraz 0 32% w hodowli wyprowadzonej
od pacjentki (EDC)
2.5 Chlorella Wodny ekstrakt C. Ekstrakt w dawkach 50, 100 i 200 Myszy BALB/czguzem  Zwiekszenie dtugosci zyciaz 17 do 43, 42 i 45 dni [38]
vulgaris vulgaris mg/kg/mysz Ehrlicha myszy z guzem Ehricha leczonych ekstraktem

podawany doustnie przez 5 kolej-

[44,3% biatka; 39,5% nych dni

weglowodany;
15,4% kwasy nukle-
inowe]

Sugerowana sub-
stancja czynna CGF

w dawkach 50, 100 i 200 mg/kg/mysz

Utrzymanie fizjologicznego poziomu progeni-
torowych makrofagow i granulocytéw w trakcie
rozwoju nowotworu
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2.6 Chlorella Wodny ekstrakt zC.  24-godz. inkubacji komorek z eks- Ludzkie komorki raka Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji ana- [39]
vulgaris vulgaris izolowane  traktem w stezeniach od 100 ug/ml  watroby linii HepG2 lizowanych komérek przez CVL (IC50 HepG2: 1,6
goragcawoda zmi-  do 4 mg/ml mg/ml; IC50: WRL68: 1,7 mg/ml)
kroalg z japoniskiej Ludzkie prawidtowe Stymulacja proliferacji prawidtowych i nowotwo-
hodowli (CVJ) oraz komérki watroby linii rowych komérek raka watroby przez CV)J
wyhodowanych WRL68
lokalnie — w Malezji Indukcja apoptozy w komérkach raka watroby
(CVL) HepG2.
CVL w stezeniu 2 mg/ml oraz CVJ w stezeniu 3 mg/
ml powodowaty wzrost uszkodzerr DNA w komor-
kach HepG2 odpowiednio o0 80% i 58%
2.7 Chlorella Wodny ekstrakt zC.  24-godz. inkubacji komorek z eks- Ludzkie komorki raka Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji [40]
vulgaris vulgaris izolowa- traktem w stezeniach od 100 pg/ml  watroby linii HepG2 analizowanych
ny goraca woda do 4 mg/ml komorek (IC50 HepG2: 1,6 mg/ml; IC50 WRL68:
z mikroalg wyho- Ludzkie prawidtowe 1,7 mg/ml)
dowalnych lokalnie komérki watroby linii
- w Malezji (CVL) WRL68 Selektywna indukcja programowanej $mierci
komérek w analizowanych hodowlach.
2 mg/ml ekstraktu indukowato apoptoze w ko-
morkach linii HepG2, a w wyzszych dawkach (3 i 4
mg/ml) réwniez w komdrkach prawidtowych linii
WRL68.
2 mg/ml ekstraktu indukowato apoptoze u 70%
komorek HepG2 i 15% komdrek WRL68
2 mg/ml ekstraktu powodowato wzrost uszkodzen
DNA w komorkach HepG2 i WRL68 do 80% i 50%.
2 mg/ml ekstraktu zwigkszato poziom proapopto-
tycznych biatek p53 i Bax oraz aktywnos¢ kaspa-
zy-3, jednoczes$nie obnizajac poziom antyapopto-
tycznego biatka Bcl2 w komérkach HepG2
2.8 Chlorella Wodny ekstraktzC. 72 godz. inkubacja komoérek z eks- Ludzkie komérki raka 100 pg/ml ekstraktu zmniejszato zywotnosé¢ komo-  [41]
vulgaris vulgaris traktem w stezeniu 100 pg/ml watroby linii HepG2 rek HepG2 i EACC i odpowiednio 0 45% i 65%
Mysie komorki izolo- Redukcja stresu oksydacyjnego (analizy bioche-
wane z guza Ehricha miczne bez komponenty komérkowej); 100 ug/ml
- EACC (ang. Ehrlich ekstraktu ujawnito zdolnos¢ do usuwania wolnych
ascites carcinoma) rodnikéw ABTS i DPPH odpowiednio na poziomie
65% i70%
29 Chlorella Wodny ekstrakt 24 godz. inkubacja komorek z eks- Ludzkie komérki nie- Zalezny od dawki spadek zywotnosci analizo- [43]
sorokiniana z C. sorokiniana traktem w stezeniach: 15.625,12.5;  drobnokomérkowego  wanych komorek raka ptuca. 5-krotnie wyzsza
(ekstrakcja goracag 50; 100; 250; 500 i 1000 ng/ml raka ptuca linii A549 wrazliwo$¢ komoérek CL1-5 niz komdrek A549 na
woda) iCL1-5 dziatanie ekstraktu
Zalezne od dawki zahamowanie cyklu komorko-
wego w fazie sub-G1 w hodowlach komérek raka
ptuca
Zalezna od dawki indukcja programowanej $mier-
ci komoérek w hodowlach A549 i CL1-5 poprzez
zwiekszenie aktywacji kaspazy 3 i 9, nasilenie
degradacji PARP (polimerazy poli-ADP-rybozy),
obnizenie poziomu proapoptotycznego biatka
Bax, obnizenie poziomu biatek antyapoptotycz-
nych (Bcl-2, Bcl-xl) oraz regulujacych aktywnosc
kaspaz biatek z rodziny IAP (surwiwina i XIAP)
210  Chlorella Wodny ekstrakt Ekstrakt w dawce 50 mg/kg m.c. Model raka ptuca indu- ~ Zahamowanie wzrostu guza - redukcja objetosci [43]
sorokiniana  C. sorokiniana podawany doustnie przez 11 kowanego podaniem guza z 750 ml do 250 ml
(ekstrakcja goraca kolejnych dni od 10. dnia po indukcji myszom BALB/c
woda) nowotworu komérek linii CL1-5
2.11 Chlorella Wodny ekstraktzC. 7 dniowa inkubacja komérek szpiku  Prawidtowe komorki Zalezna od dawki ochrona komorek mieloidalnych [42]
sorokiniana  sorokiniana (CSE) z ekstraktem w stezeniach: 10, 100 szpiku izolowane z kosci  przed mielotoksycznym dziataniem cis-platyny.

i500 pg /mlw obecnosci cis-platyny
w stezeniu 4 uM

7 dniowa inkubacja komérek PBMC
z ekstraktem w stezeniach: 25, 50
i100 pg /mlw obecnosci cis-platyny
w stezeniu 4 uM

udowej myszy szczepu
BALB/c

Jednojadrowe komorki
krwi obwodowej
(PBMC) pozyskane od
myszy BALB/c

500 pg/ml ekstraktu przywrécito do poziomu
kontroli zdolnos¢ komérek szpiku do tworzenia
kolonii obnizona 4-krotnie przez cis-platyne.

100 pg/ml ekstraktu niwelowato antyprolifera-
cyjne dziatanie cis-platyny wzgledem komérek
PBMC, powodujgc wzrost ich podziatéw powyzej
poziomu obserwowanego w kontroli




Medycyna Ogélna i Nauki o Zdrowiu MONZ
Weronika Rzeska, Marta Kinga Lemieszek. Chemoprewencyjne wtasciwosci mikroalg z rodzaju Chlorella
Lp. Gatunek Substancja badana  Podawanie Model Efekt interwencji Zrédto
212 Chlorella Wodny ekstrakt z C.  Inkubacja (24-godz., 48-godz., Modele komérek mielo-  Zalezna od dawki ochrona modelowych komérek [42]
sorokiniana sorokiniana (CSE) 72 godz.) komoérek z ekstraktem idalnych: mieloidalnych przed toksycznym dziataniem
w stezeniach: 6,25; 12.5; 50; 100 ug/  HL-60 - ludzkie komérki  cis-platyny.
ml w obecnosci cis-platyny w steze-  biataczki promielocy- taczne podanie 100 pg/ml ekstraktu z cis-patyna
niach 2 pM (THP-1) i 4 uM (HL-60) towej zmniejszyto liczbe komérek apoptotycznych
w hodowli HL-60 z 45,2% do 19,7%; a w hodowli
THP-1 - ludzkie komérki  THP-1z11,9% do 8,6%
ostrej biataczki mono-
cytowej Ochrona modelowych komérek promielocyto-
wych HL-60 przed indukowanymi cis-platyng
zaburzeniami funkcjonowania mitochondriéw.
100 pg/ml ekstraktu: przywracato mase mito-
chondriéw zmieszong przez ekspozycje na cis-Pt;
hamowato podwyzszona cytostatykiem aktywnos¢
kaspazy 3; ostabiato indukowane cytostatykiem
uwalnianie cytochromu c poprzez przywracanie
fizjologicznego poziomu enzymdéw COX4 i TOM20
213 Chlorella Wodny ekstraktzC.  CSF w dawce 9,6 ml/kg/dzier poda-  Prawidtowe komérki Ochrona komérek mieloidalnych przed mielotok- [42]
sorokiniana  sorokiniana (CSE) wany doustnie przez 7 kolejnych dni  szpiku izolowane z kosci  sycznym dziataniem cis-platyny.
myszom wystawionym na dziatanie  udowej myszy szczepu  CSE w dawce 9,6 ml/kg/dzier przeciwdziatat
cis-platyny w dawce 5 mg/kg/dzien  BALB/c wystawionych redukc;ji liczby komorek szpiku kostnego (hipoko-
podawanej dootrzewnowo w na dziatanie CSE i cis- morkowosc¢) indukowanej cis-platyng
w 1., 3, 5.i7.dniu eksperymentu -platyny
3. Ekstrakty na bazie rozpuszczalnikéw organicznych
31 Chlorella Wodno-etanolowy  Inkubacja (24-godz., 48 godz.) Ludzkie komérki nie- Zalezne od dawki zmniejszenie zywotnosci ko- [44]
vulgaris ekstrakt z C. vulgaris  komorek z ekstraktem w stezeniach: ~ drobnokomdrkowego ~ morek raka ptuca. 200 pg/ml ekstraktu hamowato
otrzymany metoda 20, 100 200 pg/ml raka ptuc linii A549, wzrost komdrek H1437 o ok. 20%, a komoérek A549
ekstrakgji nadkry- H1299, H1437 iH1299 o ok. 35%
tycznym dwutlen-
kiem wegla Odwrotnie proporcjonalne do czasu inkubacji
zahamowanie zdolnosci komérek raka ptuca do
migracji. 200 pg/ml ekstraktu zmniejszyto migracje
komérek o ok. 40% (H1299 i H1437), 45% (A549)
po 24-godz. inkubacji oraz 0 35% (H1299 i H1437)
i30% (A549) po 48-godz. inkubacji
3.2 Chlorella Ekstrakt z C. pyre- 48-godz. inkubacja komoérek z eks- Ludzkie komérki raka Zalezny od dawki spadek zywotnosci komérek [45]
pyrenoi- noidosa pozyskany  traktem w stezeniach 6,25;12,5;25;  szyjki macicy linii HeLa  raka szyjki macicy (IC50: 570 pg/ml)
dosa z zastosowaniem 50; 100; 200; 400 i 800 pg/ml
mieszaniny
dichlorometanu
i metanolu w pro-
porgji 2:1
33 Chlorella Ekstrakt z C. pyre- 12 dni ekspozycji CAM na ekstrakt Model btony-kosmoéw-  Efekt antyangiogenny. Ekstrakt w stezeniach 25, [45]
pyrenoi- noidosa pozyskany  w stezeniach 25, 50 i 100 pg/jajko kowo-omoczniowej 501 100 pg/jajko hamowat indukowany VEGF
dosa z zastosowaniem podawany razem z VEGF (50 pg/ (CAM) zarodkéw wzrost naczyn krwionosnych w obrebie btony
mieszaniny jajko) kurzych in ovo kosméwkowo-omoczniowej (CAM) odpowiednio
dichlorometanu 2221% do 210%, 158% i 126% kontroli.
i metanolu w pro-
porgji 2:1
34 Chlorella Ekstrakt metanolo-  Inkubacji (24-godz., 48-godz.) komé- Mysie komorki chtonia-  Zalezne od dawki zmniejszenie zywotnosci komo- [27]
sorokiniana wy z C. sorokiniana  rek z ekstraktem w stezeniach: 7,8; ka linii L5178Y-R rek chtoniaka (IC50: 460 pg/ml)

15,6; 31,2; 62,5; 125; 250 i 500 pg/ml

Prawidtowe limfocyty
izolowane z grasicy
myszy szczepu BALB/c

Indukcja apoptozy oraz nekrozy odpowiednio
u 66% i 9% komorek chtoniaka w odpowiedzi na
ekstrakt w stezeniu 500 pug/ml

Indukcja programowanej $mierci komérek w ho-
dowli L5178Y-R na drodze zaleznej od kaspazy
3i7

Uszkodzenie btony komérkowej limfocytow
grasicy jedynie przez ekstrakt w najwyzszym z ba-
danych stezen (26% efekt cytotoksyczny)
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4. 1zolowane substancje
4.1 Chlorella Ekstrakt biatkowy z  24-godz. inkubacji komoérek z eks- Ludzkie komérki raka Zalezny od dawki spadek zywotnosci analizo- [5]
minutis- C. minutissima traktem w stezeniach: 5; 10; 15; 20; watroby HepG2 wanych komérek nowotworowych. 45 pg/ml
sima (podgrzana do 60°C  25; 30; 35; 45 ug/ml ekstraktu zmniejszyto zywotnos¢ komoérek raka
biomasa po alkaliza- Ludzkie komorki raka piersi MDA-MB231 oraz raka watroby HepG2
¢ji 0,1 N NaOH) piersi linii MDA-MB231 o ponad 20%
Zalezne od dawki obnizenie poziomu oraz
aktywnosci metaloproteinaz w analizowanych
komérkach nowotworowych. 25 pg/ml ekstraktu
zmniejszyto poziom MMP1 w komorkach raka
piersi oraz poziom MMP2 i MMP9 w komorkach
raka watroby odpowiednio o 15%, 55% i 30%. 25
pg/ml ekstraktu zmniejszyto aktywno$¢ MMP2
i MMP9 w komérkach raka watroby odpowiednio
040% i 48%
Zalezne od dawki wyciszenie ekspresji genéw ko-
dujacych enzymy odpowiedzialne za przebudowe
macierzy zewnatrzkomaérkowej. 25 pg/ml ekstrak-
tu zmniejszyto poziom mRNA MMPT w komérkach
raka piersi oraz MMP2 i MMP9 w komérkach
raka watroby odpowiednio o 76%, 80% i 73%.
Ekstrakt nie wptywat na poziom mRNA TIMP1,
TIMP2, TIMP3, TIMP4 w komorkach raka piersi oraz
TIMP1, TIMP2 i TIMP4 w komérkach raka watroby.
25 pg/ml ekstraktu nasilito 0 2,44 razy ekspresje
TIMP3 w komorkach raka watroby
4.2 Chlorella. EPS-CV - egzo- 24-godz. inkubacja komoérek zEPS-  Ludzkie komorki raka Zalezny od dawki spadek zywotnosci komorek [10]
vulgaris polisacharyd z C. -CV w stezeniach 0,15;0,3i0,6 mg/ jelita grubego linii raka okreznicy linii HCT8 (IC50: 3,14 mg/ml)
vulgaris ml HCT8
Redukcja stresu oksydacyjnego (analizy bioche-
[10 rodzajéw mono- miczne bez komponenty komdérkowej); usuwanie
sacharydéw z domi- rodnikéw DPPH (ED50: 1,86 mg/ml) oraz rodnikéw
nujacym udziatem hydroksylowych (0,5 mg/ml)
galaktozy (45,43%),
glukozaminy
(28,00%) i mannozy
(10,60%)]
43 Chlorella EPS-CZ - egzo- 24-godz. inkubacja komérek z EPS- Ludzkie komorki raka Zalezny od dawki spadek zywotnosci komorek [10]
zofingiensis  polisacharyd z C. -CZ w stezeniach: 0,15;0,310,6 mg/ jelita grubego linii raka okreznicy linii HCT8 (IC50: 1,70 mg/ml)
zofingiensis ml HCT8
Redukcja stresu oksydacyjnego (analizy bioche-
[11 rodzajow miczne bez komponenty komérkowej); usuwanie
monosacharydow rodnikéw DPPH (ED50: 1,57 mg/ml) oraz rodnikéw
z dominujacym hydroksylowych (1,13 mg/ml)
udziatem mannozy
(43,44%), galaktozy
(30,08%) i glukozy
(17,42%)]
4.4 Chlorella EPS-CP egzopo- 24-godz. inkubacja komoérek zEPS-  Ludzkie komorki raka Zalezny od dawki spadek zywotnosci komdrek [111
pyrenoi- lisacharyd z C. -CP w stezeniach: 0,15;0,310,6;0,75  jelita grubego linii raka okreznicy.
dosa pyrenoidosa i1,5mg/ml HCT8iHCT116 0,6 mg/ml EPS-CP zmniejszato zywotnos¢ komodrek

[10 rodzajow
monosacharydéw
z dominujacym
udziatem galaktozy
(37,12%), arabinozy
(18,96%) i glukoza-
miny (13,53%)]

HCT8 i HCT116 odpowiednio 0 36% i 17%

Zalezne od dawki zahamowanie tworzenia kolonii
przez komorki raka okreznicy. 1,5 mg/ml EPS-CP
ograniczyto powstawanie kolonii w hodowlach ko-
morek HCT8 i HCT116 odpowiednio 0 12% i 21%

Redukcja stresu oksydacyjnego (analizy bioche-
miczne bez komponenty komérkowej); usuwanie
rodnikéw DPPH (ED50: 2,14 mg/ml) oraz rodnikéw
hydroksylowych (0,75 mg/ml)
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4.5 Chlorella CGF z C. vulgaris 24-godz. inkubacja komoérek z CGF Ludzkie komérki nie- 250 pg/ml CGF zmniejszyto zywotnos¢ komorek [20]
vulgaris w stezeniach 50, 100, 150,200,250  drobnokomoérkowego  linii A549 i NCI-H460 odpowiednio o 50% i 40%,
300 pg/ml raka ptuca linii A549 jednoczesnie stymulujac wzrost fibroblastéw
i NCI-H460 o ponad 20%
Ludzkie fibroblasty Zalezny od dawki efekt genotoksyczny oraz pro-
apoptotyczny w hodowlach komérek raka ptuca
4.6 Chlorella Peptydy powstate 72-godz. inkubacja komorek z frakcjg  Ludzkie komorki raka Brak wptywu na ludzkie komérki raka okreznicy [6]
vulgaris z hydrolizy pepsyng peptydowa w stezeniach: 7,6; 76 jelita grubego linii linii C2BBel, raka watroby linii HepG2 i raka szyjki
poprodukcyjnych i 1560 ng/ml C2BBel macicy linii HeLa. Brak wptywu na prawidtowe
odpadéw biatko- embrionalne komérki fibroblastow ptuc linii WI-38
wych z hodowli C. Ludzkie komorki raka
vulgaris (APWP) szyjki macicy liniiHeLa  Dziatanie antyproliferacyjne wzgledem komoérek
raka zotadka linii AGS (IC50: 70,7 pug/ml).
Ludzkie komérki raka 36 pg/ml APWP zaburzato przebieg cyklu komoér-
watroby linii HepG2 kowego w hodowli AGS, zwiekszajac o 8% pule
komorek w fazie S/G2-M
Ludzkie komorki raka
zotadka linii AGS Redukcja stresu oksydacyjnego (analizy bioche-
miczne bez komponenty komoérkowej); APWP
Ludzkie embrionalne chronit przed utlenianiem lipidy oraz LDL odpo-
komorki fibroblastéw wiednio o 26 razy i 6,5-raza skuteczniej niz Troloks
ptuca linii WI-38
4.7 Chlorella Peptyd VE- 72-godz. inkubacji komérek Ludzkie komorki raka Zalezne od dawki hamowanie proliferacji komoérek — [6]
vulgaris CYGPNRPQF z peptydem w stezeniach 9,93; 19,86  zotadka linii AGS raka zotadka linii AGS (IC50: 256,4 uM)
MW 1309 Da 199,31 uM
Mysie makrofagi linii Hamowanie uwalnianie NO przez makrofagi
RAW264.7 stymulowane LPS (IC50: 42,4 uM)
4.8 Chlorella Likopen (cisitrans  Inkubacja komoérek (24-godz., Ludzkie komorki raka Zalezny od dawki spadek zywotnosci komarek [16]
marina 60:40) izolowany 48-godzi 8 dni) z likopenem w steze- prostaty linii PC-3 raka prostaty. Likopen w stezeniu 50 pM zmniej-
z C. marina niach 20 50 pM i DU-145 szyt zywotno$¢ komorek PC-3 i DU-145 odpowied-
nio 0 61% i 68%
Zalezne od dawki zahamowanie proliferacji
komérek raka prostaty. Likopen w stezeniu 50
UM zahamowat podziaty komérek PC-3 i DU-145
odpowiednio 0 49% i 57%
Zalezne od dawki zahamowanie tworzenia kolonii
przez komorki raka prostaty. Likopen w stezeniu
50 uM ograniczyt zdolno$¢ komoérek PC-3 i DU-145
do tworzenia kolonii odpowiednio 0 68% i 70%
Zalezna od dawki indukcja programowanej $mier-
ci w komdrkach raka prostaty. Likopen w stezeniu
50 uM indukowat apoptoze u 84% komorek PC-3
Zalezna od dawki fragmentacja DNA w komérkach
raka prostaty. Likopen w stezeniu 50 uM powo-
dowat 60-krotny wzrost dtugosci ogona komety
(marker genotoksycznosci) w komoérkach PC-3
Zalezne od dawki zatrzymanie cyklu komdrkowe-
go w komédrkach raka prostaty. Likopen w stezeniu
50 uM powodowat wzrost liczby komérek PC-3
w fazie GO/G1 z 23,97% (kontrola) do 70,76%
49 Chlorella Czesciowo oczysz-  72-godz. inkubacja komorek Ludzkie komorki raka Zalezne od dawki hamowanie proliferacji komorek — [17]
ellipsoidea  czony ekstraktzC.  z ekstraktem w stezeniach od 5 do jelita grubego linii raka okreznicy (IC50: 40,73 pg/ml)
ellipsoidea zawiera- 100 ug/ml HCT116
jacy gtéwnie karote- Indukcja apoptozy
noidy (wiolaksanty-
ne, anteraksantyne
i zeaksantyne)
4.10  Chlorella Czesciowo oczysz-  72-godz. inkubacja komoérek Ludzkie komérki raka Zalezne od dawki hamowanie proliferacji komorek — [17]
vulgaris czony ekstraktzC.  z ekstraktem w stezeniach od 5 do jelita grubego linii raka okreznicy (IC50: 40,31 ug/ml)

vulagris zawierajacy
gtéwnie karotenoi-
dy (luteina)

100 pg/ml

HCT116

Indukcja apoptozy




MONZ

Medycyna Ogdlna i Nauki o Zdrowiu

Weronika Rzeska, Marta Kinga Lemieszek. Chemoprewencyjne wtasciwosci mikroalg z rodzaju Chlorella

Lp. Gatunek Substancja badana  Podawanie Model Efekt interwencji Zrédto
5. Modyfikacje
5.1 Chlorella Chlorella AuNRs Iniekcja zelu Model hipoksycznego Znaczna regresja nowotworu dzieki poprawie [46]
vulgaris BSA-Gel - C. vul- do guza potaczona z naswietlaniem  guza piersi indukowa- penetracji tlenu i doksorubicyny do wnetrza guza
garis w pofaczeniu  laserem o dtugosci fali 660 i 808 nm  nego podaniem my-
znanopretami ztota oraz podawaniem doksorubicyny szom BALB/c komorek
w zelu na bazie linii 4T1
BSA-PEG
5.2 Chlorella Olej z C. protohe- 48-godz. inkubacji komoérek z Ludzkie komérki raka Zwiekszenie selektywnosci przeciwnowotworowe-  [9]
protoheco-  coides X SAE w stezeniach: 25,50 100 jelita grubego linii go dziatania oleju z C. protohecoides poprzez jego
ides w skfadzie kwas ug/ml HCT116 enkapsulacje
palmitynowy (C16: K PCH i PNA w stezeniach: 17,5; 35
0), kwas oleinowy i70 pg/ml Ludzkie komérki glejaka Zalezne od dawki zmniejszenie zywotnosci
(C18: 1), kwas K NPAL w stezeniach: 12,5; 25 wielopostaciowego linii  analizowanych komérek nowotworowych i pra-
linolowy (C18:2), i50 pg/ml A172 widtowych.

kwas eikozatrieno-
wy (C20: 3) i kwas
eikozapentaenowy
(EPA) (C20:5)

Ludzkie komorki $rod-
btonka zyly pepowino-
wej linii HUVEC

50 pg/ml NPAL zmniejszyt zywotnos¢ komorek
glejaka A172, raka okreznicy HCT116 oraz $réd-
btonka zyty pepowinowej HUVEC odpowiednio
090%, 80% i 50%

SAE - czysty olej
z mikroalgi bez
enkapsulacji

Nanoczasteczki
oleju z mikroalgi

w kapsutkach na ba-
zie chitosanu (PCH)
lub soli sodowej
kwasu alginowego
(PNA) wytwo-
rzonych metoda
elektrorozpylania

Nanoczasteczki
oleju z mikroalgi
w kapsutkach na
bazie soli sodowej
kwasu alginowego
wytworzone me-
toda mikroemulsji
(NPAL)

70 pg/ml PCH zmniejszyt zywotnos¢ komorek
A172,HCT116 i HUVEC odpowiednio o 98%, 85%
i55%.

70 pg/ml PNA zmniejszyt zywotnos$¢ komoérek
A172,HCT116 i HUVEC odpowiednio 0 95%, 85%
i30%

Zrédto: [5-7,9-11, 16, 17, 20, 27, 31-46].

W trzech niezaleznych badaniach analizowano wptyw 4- 8-
i 12-tygodniowej suplementacji C. vulgaris w dawkach: 50,
150 i 300 mg/kg na procesy promujace rozwoj raka watroby
[32-34]. Wykonane przez Sulaiman i wsp. oznaczenia endo-
gennych enzymoéw antyoksydacyjnych wykazaty zdolnoé¢ C.
vulgaris do przywracania réwnowagi oksydacyjnej zaburzo-
nej rozwojem nowotworu poprzez hamowanie aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy we wszystkich
analizowanych punktach czasowych oraz badanych ste-
zeniach. Badacze zaobserwowali réwniez spadek poziomu
malondialdehydu (MDA - marker peroksydacji lipidéw) po
4, 8112 tygodniach suplementacji szczurdéw z rakiem watroby
preparatem C. vulgaris w stezeniach 1501300 mg/kg oraz po
8 i 12 tygodniach stosowania C. vulgaris w stezeniu 50 mg/
kg. Przeprowadzone badania wykazaly zdolnoé¢ C. vulgaris
do ochrony komdrek watroby przed kancerogennym dziata-
niem etioniny poprzez kompensacje wzmozonej aktywnosci
endogennych enzyméw antyoksydacyjnych i zmniejszanie
peroksydacji lipidow [34]. Mukti i wsp. wykazali, ze suple-
mentacja diety C. vulgaris hamowata rozwdj raka watroby
w sposob zalezny od dawki oraz czasu leczenia. Korzystny
wplyw preparatu w stezeniu 300 mg/kg byt obserwowa-
ny juz po 4 tygodniach leczenia (zmniejszenie rozmiardéw
guza o 19%), a najwyzsza skutecznos¢ odnotowano po 12
tygodniach terapii (zmniejszenie rozmiaréw guza o 83%).

W przypadku nizszych dawek istotne zahamowanie rozwoju
raka watroby zaobserwowano dopiero w 8 tygodniu leczenia
(zmniejszenie rozmiaréw guza odpowiednio o 17% i 50%).
Przeciwnowotworowe wlasciwo$ci C. vulgaris powigzano
z zahamowaniem proliferacji komoérek nowotworowych oraz
indukcja apoptozy, a obserwowany efekt nasilal si¢ wraz ze
wzrostem stezenia preparatu oraz okresem jego podawania
[33]. Ariffin i wsp. wykazali, ze codzienna suplementacja
diety szczuréw z rakiem watroby granulatem z C. vulgaris
hamowala rozwdj guza poprzez zmniejszanie w surowicy
stezenia czynnika TGF (transformujacego czynnika wzro-
stu B, regulujacego wzrost, przezycie oraz migracje komorek
nowotworowych). Ograniczenie nadprodukcji TGFP zaob-
serwowano po 4, 8 i 12 tygodniach codziennej suplementacji
diety C. vulgaris w dawkach 50, 150 i 300 mg/kg. Niemniej
jednak przywrocenie fizjologicznego poziomu TGFp odno-
towano jedynie po 4, 8112 tygodniach podawania preparatu
w dawce 300 mg/kg oraz po 8112 tygodniach podawania pre-
paratu w dawce 150 mg/kg. Analiza immunohistochemiczna
potwierdzita zmniejszenie liczby komérek nowotworowych
w odpowiedzi na suplementacje C. vulgaris, czego oznaka byt
spadek poziomu markeréw charakterystycznych dla raka
watroby, tj. AFP (alfa-fetoproteiny), izoenzymu M2-PK (ki-
nazy pirogronianowej) oraz antygenu OV-6 specyficznego
dla komdrek owalnych. Korzystny wplyw suplementacji diety
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C. vulgaris byl obserwowany juz od 4. tygodnia od podania
preparatu we wszystkich analizowanych dawkach. Niemniej
jednak zmniejszenie poziomu markeréw raka watroby do
poziomu obserwowanego u zdrowych myszy odnotowano
dopiero po 12 tygodniach codziennego podawania mikroalgi
w analizowanych dawkach [32].

Wodne ekstrakty z mikroalg z rodzaju Chlorella
Zespot Miyazawa i wsp. nie poprzestal na analizie przeciw-
nowotworowych wiasciwosci autoklawowalnych komorek
C. pyrenoidosa i badania objety rowniez ocene wplywu eks-
trahowanych goraca wodg frakeji z C. pyrenoidosa (CGF) na
indukcje bialaczki oraz raka sutka u myszy C57BL/6 i C3H/
He. W badaniach uzyto dwoch frakeji - bogatej w biatko
CGF-prf oraz pozbawianej tego makroskiadnika CGF-pff.
Obie frakcje w dawkach 1 mg/mysz byly podawane doust-
nie lub dootrzewnowo co dwa dni, od 7 do 2 dnia przed
podaniem mysich komorek biataczki EL-4 lub raka sutka
MM-2. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze CGF-prf po-
dany doustnie wydtuzal zycie zwierzat z 20 do ponad 60 dni
u 73% myszy z biataczka oraz u 80% myszy z rakiem sutka.
W przypadku podania dootrzewnowego CGF-prf pozwalat
osiggnac ten sam efekt u 67% myszy z bialaczka i 70% myszy
z rakiem sutka. Analizowany réwnolegle w tych samych
modelach badawczych i schematach leczenia CGF-pff nie
wykazywat dziatania ochronnego. Wyniki te wskazuja, ze
komponent biatkowy C. pyrenoidosa moze by¢ kluczowy dla
aktywnosci przeciwnowotworowej [7].

Wodne ekstrakty z C. pyrenoidosa znalazly si¢ réwniez
w kregu naszych zainteresowan naukowych w kontekscie
mozliwo$ci ich wykorzystania w chemoprewencji dwdch
najpopularniejszych typéw nowotwordw, tj. raka okreznicy
[35] oraz raka piersi [36]. Przeciwnowotworowe wlasciwosci
ekstraktu w szerokim zakresie stezen (od 2,5 do 1000 pg/ml)
analizowano réwnolegle w ludzkich komoérkach nowotwo-
rowych (komorki raka okreznicy linii HT-29 i raka piersi
linii T47D) oraz prawidlowych (komoérki nabtonka jelita
linii CCD841 CoN i fibroblasty skory HSF). Przeprowadzone
badania wykazaly wysoka selektywno$¢ dzialania badanego
preparatu, ktéry w calym zakresie analizowanych stezen
nie wptywal na komoérki prawidtowe - nie zaburzat ich
aktywnosci metabolicznej ani nie powodowat uszkodzenia
ich bton komérkowych. Jednoczes$nie w sposéb zalezny od
dawki ekstrakt hamowal proliferacje komorek raka piersi
iraka okreznicy. Komoérki HT-29 byly bardziej wrazliwe na
dziatanie ekstraktu niz komoérki T47D. Ekstrakt w stezeniu
1000 pg/ml zmniejszat aktywno$¢ metaboliczng komorek
HT-29 0 81,7%, natomiast komérek T47D 0 56,0%, przy czym
zahamowanie syntezy DNA bylo na podobnym poziomie
w obu badanych liniach (spadek o 47,8% w komoérkach HT-
2910 47,6% w komorkach T47D). Ponadto przeprowadzona
w komorkach raka piersi ocena cytotoksycznosci ekstraktu
wykazala wzrost uszkodzen btony komérkowej o 43,5% po
ekspozycji komoérek na preparat w stezeniu 1000 pg/ml.
Warto wspomnie¢, ze ocena potencjatu chemoprewencyj-
nego wodnego ekstraktu z C. pyrenoidosa w modelu raka
okreznicy obejmowata réwniez poréwnanie jego aktywnosci
z cytostatykami: 5-fluorouracylem i cis-platyna w stezeniach
10 uM. Analiza metabolizmu komérek HT-29 w odpowiedzi
na badany ekstrakt wykazata, ze w calym zakresie analizo-
wanych stezenn hamowat on podzialy komérek skuteczniej
niz cytostatyki. Zahamowanie syntezy DNA przez badany
ekstrakt w stezeniach od 100 do 1000 pg/ml bylo silniejsze

niz odpowiedz na cis-platyne, ale stabsze niz efekt dziatania
5-fluorouracylu [35, 36]. Najnowsze badania naszego zespolu
réwniez dotyczyly wodnego ekstraktu z C. pyrenoidosa — tym
razem w konteksécie mozliwosci jego wykorzystania w che-
moprewencji/leczeniu raka endometrium. Wykazalismy, ze
ekstrakt w calym zakresie analizowanych stezen (od 50 do
1000 pg/ml) istotnie zmniejszal proliferacje ludzkich komo-
rek raka trzonu macicy linii KLE i HEC-1-B oraz komoérek
wyprowadzonych z raka endometrium EDC. Antyprolifera-
cyjne dziatanie ekstraktu potwierdzono w dwdch niezalez-
nych oznaczeniach, tj. w testach MTT i BrdU. Wyznaczone
na podstawie wynikéw testu MTT, po 96 godz. inkubacji
komorek z preparatem warto$ci IC50 wynosity odpowiednio
388,6 pg/ml (EDC), 95,2 ug/ml (HEC-1-B) i 150,2 pg/ml
(KLE). IC50 wyliczone na podstawie wynikéw testu BrdU,
po 48 godz. inkubacji komérek z ekstraktem, wynosity:
2013 pg/ml (EDC), 619,7 ug/ml (HEC-1-B) i 305,7 pg/ml
(KLE). Przeprowadzone badania ujawnity réwniez zdolno$¢é
ekstraktu do redukcji inwazyjno$ci komorek nowotworo-
wych. Ekstrakt istotnie ograniczal migracje komoérek raka
endometrium, a obserwowany efekt wzrastal wraz z jego
stezeniem. 1 mg/ml ekstraktu powodowal zahamowanie mi-
gracji komoérek EDC, HEC-1-B i KLE odpowiednio 0 20,8%,
40,0%, 43,6%. Proba wyjasnienia molekularnego mechani-
zmu przeciwnowotworowego dzialania wodnego ekstraktu
z C. pyrenoidosa wykazala, ze w szerokim zakresie stezen (od
100 do 1000 pg/ml) indukowat on apoptoze¢ w komérkach
raka trzonu macicy. Ekstrakt w stezeniu 1 mg/ml powodo-
wal nasilenie fragmentacji DNA o 75% w liniach komercyj-
nych oraz o 32% w hodowli wyprowadzonej od pacjentki.
Co ciekawe, cytotoksyczne dzialanie preparatu bylo $cisle
zwigzane ze stopniem zlosliwo$ci nowotworu. W szerokim
zakresie stezent od 50 do 1000 ug/ml ekstrakt uszkadzat blony
najbardziej zréznicowanych komdrek EDC, podczas gdy
w hodowlach komérek linii KLE i HEC-1-B cytotoksyczne
dzialanie preparatu odnotowano jedynie po podaniu go
w najwyzszych stezeniach, odpowiednio 500 i 1000 pg/ml
oraz 1000 pg/ml [37].

Wodne ekstrakty z jednego z najpopularniejszych re-
prezentantéw mikroalg z rodzaju Chlorella, tj. C. vulgaris,
réwniez byly chetnie badane pod katem wtasciwosci che-
moprewencyjnych. Justo i wsp. analizowali wplyw wodnego
ekstraktu z C. vulgaris na odpowiedZ immunologiczng i roz-
woj guza Ehrlicha u myszy BALB/C. Ekstrakty z C. vulgaris
w dawkach 50, 100 lub 200 mg/kg byly podawane doustnie
przez piec kolejnych dni, liczac od doby po dootrzewnowej
iniekcji komoérek Ehrlicha, ktora spowodowata mielosu-
presje oraz nadprodukcje progenitorowych granulocytéw
i makrofagdéw w §ledzionie. Ekstrakt z C. vulgaris przywra-
cal zaburzona réwnowage immunologiczng, zwickszajac
do poziomu kontroli ilo§¢ progenitorowych granulocytéow
i makrofagdéw w szpiku. Korzystny wptyw ekstraktu nie byt
zalezny od jego dawki. W przypadku $ledziony podwyzszona
rozwijajacym sie nowotworem ilo$¢ progenitorowych gra-
nulocytéw i makrofagdw nie ulegta zmianie w odpowiedzi
na badana terapie. Co istotne, wykazano korzystny wplyw
ekstraktu na diugos¢ zycia myszy z guzem Ehrlicha, ktére bez
leczenia umieraly po 17 dniach od wszczepienia guza, nato-
miast dzigki terapii C. vulgaris w dawkach 50, 1001 200 mg/
kg przezywaty odpowiednio do 43, 42 i 45 dni. Ochronne
dziatanie ekstraktu badacze wigzali z jego zdolnoscig do
stymulacji produkcji oraz dojrzewania komdrek immuno-
kompetentnych [38].
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Zespol Saad i wsp. rowniez skupit si¢ na C. vulgaris.
W swoich badaniach poréwnali oni wpltyw dwoch wod-
nych ekstraktow na bazie C. vulgaris pochodzacej z Ma-
lezji (CVL) oraz z Japonii (CV]) na ludzkie komorki raka
watroby (HepG2) oraz prawidlowe komdrki watroby linii
WRL68. Ekstrakt na bazie malezyjskiej mikroalgi istotnie
zmniejszal podzialy zaréwno komoérek nowotworowych
(IC50: 1,6 mg/ml), jak i prawidlowych (IC50: 1,7 mg/ml),
przy czym poréwnanie wartosci IC50 wskazuje na niewiel-
ka selektywnos¢ jego dziatania. W przypadku ekstraktu
z japonskiej mikroalgi badany preparat w szerokim zakre-
sie stezen (od 100 do 2000 ug/ml) stymulowal proliferacje
zaréwno komorek HepG2, jak i WRL68. Dalsze badania
potwierdzity zdolno$¢ obu ekstraktéow do indukeji progra-
mowanej $mierci komorek, wskazujac jednak na wyzszy
potencjal proapoptotyczny preparatu na bazie malezyjskiej
C. vulgaris. Poziom uszkodzen DNA w komoérkach linii
HepG2 w odpowiedzi na oba ekstrakty w stezeniu 2 mg/ml
wynioést 80% w przypadku CVL i 58% po podaniu CV]. Na
podstawie uzyskanych wynikéw Saad i wsp. wysuneli wnio-
sek, ze lokalne hodowle mikroalgi C. vulgaris sg lepszym
zrédlem preparatéw o wladciwosciach przeciwnowotworo-
wych w kontekscie terapii raka watroby [39]. Badania Saad
i wsp. nad wodnym ekstraktem z C. vulgaris otrzymanym
przy uzyciu goracej wody z mikroalgi hodowanej lokalnie
(Malezja) kontynuowal zesp6t Yusof i wsp. Prowadzone przez
nich badania w prawidlowych i nowotworowych komérkach
watroby linii WRL68 i HepG2 wykazaty antyproliferacyjne
dziatanie ekstraktu, ktory powodowal zahamowanie syntezy
DNA o0 50% odpowiednio w stezeniach 1,7 i 1,6 mg/ml. Se-
lektywnos¢ ekstraktu potwierdzila analiza mikroskopowa
komorek po 24-godz. inkubacji z CVL. Ekstrakt w stezeniu
2 mg/ml indukowat apoptoze w komoérkach linii HepG2,
a w wyzszych dawkach (3 i 4 mg/ml) réwniez w prawid-
towych komdrkach WRL68. Ocena apoptozy za pomoca
testu TUNEL wykazata, ze badany ekstrakt dawal wyzszy
wskaznik apoptozy (70%) w komdrkach HepG2 w poréw-
naniu z prawidlowymi komérkami watroby WRL68 (15%).
Kolejnych dowodéw na selektywnos¢ dziatania CVL dostar-
czyly wyniki testu kometkowego. Ekstrakt w stezeniu 2 mg/
ml powodowat uszkodzenia DNA u 80% komoérek HepG2
i 50% komorek WRL68. Wykryte przeciwnowotworowe
wlasciwosci ekstraktu powigzano z jego zdolno$cig (CVL
w stezeniu 2 mg/ml) do zwigkszenia poziomu proapopto-
tycznych biatek p53 i Bax oraz aktywacji kaspazy-3, przy
jednoczesnej supresji antyapoptotycznego biatka Bcl2 [40].
Shanab i wsp. rowniez wykazali znaczna cytotoksycznosé¢
wodnego ekstraktu z C. vulgaris wobec ludzkich komédrek
raka watroby linii HepG2 oraz mysich komorek izolowa-
nych z guza Ehrlicha linii EACC. Ich badania wykazaly, ze
72-godz. inkubacja komoérek nowotworowych z ekstraktem
w stezeniu 100 pug/ml powoduje spadek zywotnoéci komorek
EACC o blisko 65%, a komoérek HepG2 o ok. 45%. Jednoczes-
nie w dwoch niezaleznych oznaczeniach (test DPPH i ABTS)
badacze potwierdzili znaczny potencjal antyoksydacyjny
ekstraktu, wiazac go z obecnymi w preparacie zwigzkami
fenolowymi (2,9%) [41].

Ulubionym przedmiotem badan tajwanskich badaczy
okazaly si¢ wodne ekstrakty z C. sorokiniana [42, 43]. Lin
i wsp. badali wptyw 24-godz. ekspozycji ludzkich komérek
niedrobnokomoérkowego raka ptuca linii A549 i CL1-5 na
wodny ekstrakt z C. sorokiniana w stezeniach od 15,625 do
1000 ng/ml. Naukowcy zaobserwowali zalezny od dawki

spadek zywotno$ci komérek A549 (od 125 ng/ml) i CL1-5 (od
50 ng/ml) oraz wskazujace na apoptoze zahamowanie cyklu
komorkowego w fazie sub-Gl1 po podaniu ekstraktéw w ste-
zeniach 1251250 ng/ml. Analiza Western Blot wykazata, ze
ekspozycja komorek A549 i CL1-5 na ekstrakt w stezeniach
1251250 ng/ml zwieksza aktywacje kaspazy 319 oraz degra-
dacje PARP (polimerazy poli-ADP-rybozy) z pomini¢ciem
aktywacji kaspazy 8. Poniewaz kolejne analizy ujawnily, ze
uzycie inhibitora kaspazy 3 (ZDEVD) i inhibitora kaspazy 9
(Z-LEHD) zapobiega indukcji programowanej §mierci w ana-
lizowanych komoérkach raka ptuca w odpowiedzi na ekstrakt
z C. sorokiniana, autorzy zalozyli, ze wykryte proapototyczne
wlasciwosci preparatu sa zalezne od mitochondriéw. W ko-
lejnych do$wiadczeniach potwierdzili te hipoteze. Wykazali,
ze ekstrakt w stezeniach 125 i 250 ng/ml obnizal poziom
antyapoptotycznych bialek Bcl-2, Bcl-xl oraz regulujacych
aktywnos¢ kaspaz biatek z rodziny IAP (inhibitory bialek
apoptotycznych), tj. surwiwiny i XIAP. Jednocze$nie odnoto-
wali wzrost poziomu proapoptotycznego biatka Bax. Ponadto
odkryli, ze ekstrakt powodowal zmniejszenie potencjalu
blony mitochondrialnej komdrek raka ptuca, prowadzac
do uwolnienia znacznych ilosci cytochromu ¢ - kluczowe-
go induktora apoptozy [43]. Obiecujace wyniki analiz in
vitro zachecily zespot Lin i wsp. do kontynuacji badan na
mysim modelu raka ptuca. Naukowcy podawali doustnie
ekstrakt w dawce 50 mg/kg myszom BALB/c z wszczepio-
nymi podskdrnie komérkamilinii CL1-5 przez 11 kolejnych
dni, rozpoczynajac od 10. dnia po indukcji nowotworu.
Przeprowadzone badania wykazaly istotne zahamowanie
wzrostu guza juz po 5 dniach terapii, a w kolejnych dniach
obserwowano dalszg regresje nowotworu. W 11. dniu le-
czenia wzrost guza zostal zahamowany o blisko 60%, czego
oznaka bylo zmniejszenie jego objetosci z 750 ml (kontrola)
do 250 ml [43].

Kilka lat pdzniej kolejny zespot tajwanskich naukowcow
podjat sie oceny mozliwo$ci wykorzystania wodnego eks-
traktu z C. sorokiniana (CSE) jako mieloprotektanta w terapii
z uzyciem cis-platyny (cis-Pt). W pierwszym etapie badan
okreslono cytotoksycznos¢ ekstraktu oraz cis-Pt wzgledem
ludzkich komoérek biataczki promielocytowej linii HL-60
oraz ludzkich komoérek ostrej biataczki monocytowej li-
nii THP-1 wykorzystywanych jako model prawidlowych
komoérek immunokompetentnych. Po 72-godz. inkubacji
komérek z CSE zaobserwowano, ze ekstrakt w calym za-
kresie analizowanych stezen (od 6,25 do 100 ug/ml) nie byt
cytotoksyczny wzgledem komoérek HL-60 i THP-1. Natomiast
cis-Pt w stezeniach 4 pM i 2 uM istotnie zmniejszala zywot-
no$¢ odpowiednio komérek HL-60 i THP-1. Dalsze badania
wykazaly, ze CSE w stezeniach 25, 501 100 ug/ml skutecznie
niwelowat toksyczny wplyw cis-Pt na zywotno$¢ komdrek
HL-60 i THP-1, przede wszystkim dzieki przeciwdzialaniu
programowanej $mierci komorek. Laczne podanie cytosta-
tyku (4 uM w komérkach HL-60 i 2 pM w komoérkach THP-
1) i badanego ekstraktu w stezeniu 100 pg/ml zmniejszyto
ilos¢ komoérek apoptotycznych w hodowli HL-60 z 45,2%
do 19,7% a w hodowli THP-1 z 119,% do 8,6% [42]. Bada-
nia kontynuowane na komoérkach HL-60 ujawnily, ze CSE
w stezeniu 100 ug/ml chronit je przed apoptozg indukowang
cis-Pt poprzez hamowanie aktywacji kaspazy-3 na drodze
zaleznej od mitochondriéw, co zwigzane bylo z ostabieniem
wywolanego cytostatykiem uwalniania cytochromu c oraz
zwiekszeniem obnizonego przez cis-Pt poziomu kluczowych
biatek mitochondrialnych tj. COXIV (oksydazy cytochromu
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¢, podjednostka 4) i TOM20 (translokazy zewnetrznej blony
mitochondrialnej 20). Opisany protekcyjny efekt CSE od-
notowano po 48-godz. inkubacji komérek HL-60, niemniej
jednakjuz po 24-godz. zaobserwowano przywrdcenie masy
mitochondriéw, ktora byta znacznie obnizona po ekspozycji
na cis-Pt [42]. Na kolejnym etapie badan zesp6t Lin i wsp. oce-
nit wplyw 7-dniowej inkubacji prawidlowych komoérek szpi-
ku oraz jednojadrowych komoérek krwi obwodowej (PBMC)
pozyskanych od myszy BALB/c z wodnym ekstraktem z C.
sorokiniana (CSE). Ich badania wykazaly istotny wzrost
liczby kolonii makrofagéw i granulocytéw w odpowiedzi
na ekstrakt w stezeniach 10, 100 1 500 pg /ml oraz nasilenie
proliferacji PBMC po inkubacji z CSE w stezeniach 25, 50
i 100 ug/ml. Dodatkowo faczne podanie ekstraktu z cis-Pt
w stezeniu 4 pM wykazalo, ze CSE w sposéb zalezny od
dawki nasilal proliferacje PBMC zahamowang ekspozycja
na cytostatyk. Warto podkresli¢, ze badany ekstrakt, uzyty
samodzielnie, jak i w polgczeniu z cis-Pt, powodowal wzrost
proliferacji PBMC znacznie powyzej poziomu obserwowa-
nego w kontroli, co moze sugerowa¢ jego immunostymu-
lacyjne wlasciwoséci. Ostatni etap badan koncentrowal si¢
na prawidtowych komoérkach szpiku izolowanych z kosci
udowej myszy szczepu BALB/c wystawionych uprzednio na
dziatanie cis-Pt i CSE. Cytostatyk byl podawany myszom
dootrzewnowo w dawce 5 mg/kg/dzien w 1., 3., 5.1 7. dniu
eksperymentu, a CSE w stezeniu 9,6 ml/kg/dzien byt podawa-
ny doustnie przez 7 kolejnych dni. W 8. dniu eksperymentu
myszy zostaly u$miercone celem izolacji komoérek szpiku.
Przeprowadzone badanie wykazalo, ze ekstrakt tagodzit
hipokomérkowo$¢ wywotana cisPt. Uzyskane wyniki suge-
ruja, ze wodny ekstrakt z C. sorokiniana moze chroni¢ szpik
kostny przed toksycznym dzialaniem cis-Pt, co ma istotne
znaczenie w kontekécie konwencjonalnych chemioterapii
opartych na cytostatykach [42].

Ekstrakty na bazie rozpuszczalnikéw organicznych

z Chlorella spp.

Kolejna grupe badan stanowily analizy chemoprewencyj-
nych wlasciwosci ekstraktéw z trzech najpopularniejszych
gatunkow Chlorella spp. (C. vulgaris, C. pyrenoidosa i C.
sorokiniana), uzyskane z wykorzystaniem rozpuszczalnikow
organicznych.

Celem zwiekszenia puli antyoksydantéw Wang i wsp. przy-
gotowali wodno-etanolowy ekstrakt z C. vulgaris, wykorzy-
stujac w tym celu unikatowa metode ekstrakcji nadkrytycz-
nym dwutlenkiem wegla (SC-CO2). Otrzymany w ten sposob
preparat zawieral znaczne ilo$ci polifenoli (13,40 mg/g liofi-
lizatu), w tymflawonoidéw (3,16 mg/g liofilizatu). Zwigksze-
nie puli antyoksydantéw miato doprowadzi¢ do powstania
skutecznego preparatu do walki z niedrobnokomérkowym
rakiem pluca. Eksperymenty przeprowadzone na ludzkich
komérkach raka ptuca linii A549, H1299, H1437 wykazaty,
ze badany ekstrakt w calym zakresie analizowanych ste-
zen (od 20 do 200 pug/ml) zmniejszal zywotnoé¢é komorek
nowotworowych. W najwyzszym stezeniu powodowal za-
hamowanie wzrostu komoérek H1437 o ok. 20%, a komdrek
A5491HI1299 o ok. 35%. Ponadto ekstrakt w stezeniach 100
i 200 pg/ml istotnie zmniejszal inwazyjno$¢ komorek raka
pluca, a obserwowany efekt byt odwrotnie proporcjonalny
do czasu inkubacji. Po 24 godz. inkubacji komorek z eks-
traktem zaobserwowano zahamowanie ich migracji o ok.
40% (H1299 i H1437) i 45% (A549), a po 48 godz. o ok. 35%
(H1299 i H1437) i 30% (A549) [44].

Kyadari i wsp. analizowali potencjal przeciwnowotworo-
wy preparatu z C. pyrenoidosa ekstrahowanego mieszaning
dichlorometanu i metanolu w proporcji 2:1. Na pierwszym
etapie zbadali wplyw ekstraktu na zywotnosc¢ ludzkich ko-
morek raka szyjki macicy linii HeLa po 48 godz. inkubacji
z ekstraktem. Badany preparat w calym zakresie analizo-
wanych stezen (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 i 800 pg/ml)
zmniejszal zywotno$¢ komoérek HeLa, a obserwowany efekt
byl zalezny od dawki (IC50: 570 pg/ml). Na drugim etapie
przeanalizowali wplyw ekstraktu na proces angiogenezy
indukowanej VEGF (czynnikiem wzrostu §rédblonka naczy-
niowego) w blonie kosmdéwkowo-omoczniowej (CAM) u kur-
czat in ovo. Po 12 dniach ekspozycji CAM na ekstrakt z C.
pyrenoidosa w dawkach 25, 50 i 100 pg/jajko zaobserwowali
zmniejszenie tworzenia naczyn krwionosnych indukowa-
nych VEGF (50 pg/jajko) z 221% odpowiednio do 210%, 158%
i 126% kontroli. Wykryty antyangiogenny wplyw ekstraktu
na proces tworzenia nowych naczyn krwionoénych ma klu-
czowe znaczenie w ograniczeniu wzrostu i rozprzestrzeniania
sie nowotwordw, w tym powstawania przerzutoéw, czyniac te
wlasciwos$¢ pozgdang cechg chemoprotektanta [45].

Reyna-Martinez i wsp. badali przeciwnowotworowe wias-
ciwosci metanolowego ekstraktu z C. sorokiniana w mysim
modelu chloniaka. Ekstrakt w szerokim zakresie stezen (od
7,8 do 250 ug/ml) nie byt cytotoksyczny wzgledem prawid-
fowych limfocytéw izolowanych z grasicy myszy BALB/c,
ale w najwyzszym z badanych stezen (500 pg/ml) zmniej-
szyl zywotno$¢ limfocytow o 26%. Réwnolegle badania na
mysich komérkach chloniaka linii L5178Y-R wykazaly efekt
cytotoksyczny na poziomie 17% i 61% po 48-godz. inkubacji
z ekstraktem w stezeniach 2501 500 pg/ml (IC50: 460 pg/ml).
Dalsze analizy wykazaly, ze ekstrakt w stezeniu 500 pug/ml
powodowat fragmentacje DNA w komdrkach L5178Y-R juz
po 24-godz. inkubacji, a obserwowane zmiany byly poréw-
nywalne z wynikami uzyskanymi z komérek inkubowanych
zaktynomycyna D (20 ug/ml). Barwienie oranzem akrydyny
i bromkiem etydyny komérek L5178Y-R po 24-godz. inku-
bacji z ekstraktem w stezeniu 500 pug/ml ujawnito, ze 66%
komorek weszto na droge programowanej $mierci, a 9% na
$ciezke nekrozy. Wykryte proapoptotyczne wlasciwosci eks-
traktu powigzano z jego zdolnoscig do stymulacji aktywnosci
kaspazy 317 [27].

Substancje izolowane z Chlorella spp.

Badania Kunte i Desai skupily sie na ocenie wptywu ekstrak-
tu biatkowego z Chlorella minutissima na zywotno$¢ oraz
zdolno$ci do przerzutowania ludzkich komdrek raka piersi
i watroby linii MDA-MB231 i HepG2. Wszystkie badania
wykonano po 24-godz. inkubacji komoérek z ekstraktem.
Pozyskane z C. minutissima peptydy jedynie w najwyzszych
zanalizowanych stezen, tj. 30, 35,40 i 45 pg/ml, zmniejszaty
zywotnos$¢ komorek HepG2 i MDA-MB231, powodujac zaha-
mowanie ich wzrostu o ponad 20% przy stezeniu 45 pg/ml.
Na kolejnym etapie badan autorzy oceniali wptyw ekstraktu
w stezeniach niepowodujacych istotnego spadku zywotnosci
komorek raka piersi i watroby na biatka kluczowe z punk-
tu widzenia zdolnosci nowotworéw do przerzutowania, tj.
MMP (metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej)
oraz TIMP (tkankowe inhibitory metaloproteinaz macie-
rzy zewnatrzkomorkowej). Ekstrakt w stezeniach od 15 do
25 pg/ml obnizal poziom i aktywnos¢ MMP1 w komoérkach
MDA-MB231 oraz MMP2 i MMP9 w komoérkach HepG2,
a obserwowany efekt byl zalezny od dawki. Przy 25 ug/ml
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ekstraktu poziomy MMP1, MMP2 i MMP9 spadty o ok. 85%,
45% 1 70%. Aktywnos¢ MMP2 i MMP9 zmniejszyla si¢ za$
odpowiednio do 60% i 52% (brak danych dla MMP1). Wyniki
Western Blot znalazty odzwierciedlenie w analizie ekspresji
gendw kodujacych badane MMP. Ekstrakt w stezeniach 20
i 25 ug/ml zmniejszyt poziom mRNA metaloproteinaz do
26% 1 24% (MMPI), 29% i 20% (MMP2) oraz 49% i 27%
(MMP9). Analiza ekspresji TIMP1/2/3/4 po inkubacji ko-
morek raka piersi i watroby z ekstraktem w stezeniach 20
i 25 ug/ml wykazala istotne statystycznie zmiany jedynie
w przypadku TIMP3 w komérkach HepG2. Poziom mRNA
dla wskazanego bialka wzrdst o 68% i 144% po podaniu
ekstraktu we wskazanych stezeniach. Szczegdlne nadzieje
autorzy pokiadali w mozliwo$ci wykorzystania biatkowego
ekstraktu z C. minutissima w terapii raka watroby dzieki
wykrytemu bezposredniemu dziataniu cytotoksycznemu,
jak réwniez zdolnosci do nasilania ekspresji TIMP3 przy
jednoczesnym hamowaniu aktywnosci MMP-2 1 -9 [5].

Zuwagina przedmiot analizy niezwykle interesujgce byty
dwa niezalezne badania przeprowadzone przez zesp6! Zhang
i wsp., ktérzy analizowali chemoprewencyjne wlasciwosci
egzopolisacharydéw izolowanych z C. zofingiensis (EPS-CZ),
C. vulgaris (EPS-CV) [10] i C. pyrenoidosa (EPS-CP) [11]
wzgledem ludzkich komérek raka okreznicy linii HCT8 [10,
11] 1 HCT116 [11]. Preparaty w sposdb zalezny od dawki ha-
mowaly Zywotno$¢ komorek raka jelita grubego. Zywotnosé
komoérek HCTS8 po 24-godz. ekspozycji na EPS-CZ, EPS-CV
i EPS-CP w stezeniu 0,6 mg/ml zmniejszyta si¢ odpowiednio
do 71,7%, 82,0% i 64,1%. W tych samych warunkach eks-
perymentu zywotno$¢ komérek HCT116 w odpowiedzi na
EPS-CP wyniosta 82,8%. W przypadku preparatu na bazie C.
pyrenoidosa oceng jego potencjatu chemoprewencyjnego roz-
szerzono o analize wplywu na tworzenie kolonii. Po 24-godz.
inkubacji komoérek z EPS-CP w stezeniach 0,75 i 1,5 mg/ml
zaobserwowano zahamowanie tego procesu odpowiednio
05%111,5% w hodowli HCT8 oraz o 14,5% i 21% w hodowli
HCT116. Wykryte przeciwnowotworowe wtasciwo$ci anali-
zowanych EPS badacze powigzali z istotnymi w kontekscie
prewencji nowotworéw wlasciwoéciami antyoksydacyjnymi
badanych preparatéw. Wyznaczone na podstawie wynikow
testow biochemicznych (bez komponenty komérkowej) war-
tosci ED50 dla usuwania wolnych rodnikéw hydroksylowych
oraz DPPH wyniosty odpowiednio: 1,13 mg/mli 1,57 mg/ml
(EPS-CZ), 0,5 mg/ml i 1,86 mg/ml (EPS-CV), 0,75 mg/ml
12,14 mg/ml (EPS-CP). Warto podkresli¢, ze badania Zhang
i wsp. nalezg do nielicznych, w ktérych szczegétowo okre-
$lono skifad preparatow. EPS-CZ zawierat 11 rodzajow cu-
kréw i pochodnych, przy czym dominujaca cze¢$¢ stanowity
mannoza (43,44%), galaktoza (30,08%) i glukoza (17,42%).
EPS-CV skladat si¢ gtéwnie z galaktozy (45,43%), gluko-
zaminy (28,00%) i mannozy (10,60%). Natomiast EPS-CP
sktadat sie z 10 rodzajéw monosacharydéw, przede wszyst-
kim z galaktozy (37,12%), arabinozy (18,96%) i glukozaminy
(13,53%) [10, 11].

Kolejne badania koncentrowaty si¢ na CGF (czynnik wzro-
stu chlorelli). Zhang i wsp. zbadali wplyw CGEF z C. vulgaris
na zywotnos¢ ludzkich komoérek niedrobnokomdrkowego
raka ptuca linii A549 i NCI-H460. Przeprowadzone analizy
wykazaty, ze CGF w stezeniach od 100 do 250 ug/ml istotnie
zmniejszal zywotno$¢ badanych komérek nowotworowych,
jednocze$nie stymulujgc wzrost ludzkich fibroblastéw. Zy-
wotno$¢ komorek linii A549 obnizyta si¢ o ok. 50%, a ko-
morek NCI-H460 o ok. 40% po 24-godz. inkubacji z CGF

w stezeniu 250 pg/ml. W tych samych warunkach zywotnos¢
fibroblastéw wzrosta o ponad 20%. Kolejne do$wiadczenia
wykazaly proapoptotyczne i genotoksyczne wlasciwosci CGF
w stezeniach 100, 200 i 300 pg/ml, co zdaniem autoréw
przemawia za uzyciem tego preparatu w terapii niedrob-
nokomorkowego raka ptuca [20]. W kontek$cie CGF warto
wspomnie¢, ze ponad 70 lat od jego odkrycia przez japon-
skiego naukowca dr. Fujimaki, jego sktad nie zostat dokfadnie
zdefiniowany. Brak standardu kompozycji chemicznej CGF
wynika z faktu, ze skiad ten jest uzalezniony od gatunku
chlorelli, warunkéw hodowli i procesu ekstrakeji [18]. Jednak
gtéwnym kryterium wydaje si¢ obecno$¢ mieszaniny kwasow
nukleinowych, bialek, polisacharydéw i innych zwiazkéw
o niskiej masie czgsteczkowej, ekstrahowanych z komérek
chlorelli woda. W tym kontekscie opisane powyzej chemo-
prewencyjne wlasciwosci wodnych ekstraktow z Chlorella
spp. mozna by wigza¢ z CGF [7, 35-43], a w przypadku prac
naszego zespotu oraz Justo i wsp., ktore wykryly w wodnych
ekstraktach znaczne ilo$ci polisacharydow, biatek i kwasow
nukleinowych (wodny ekstrakt z C. vulgaris: 44,3% bialka;
39,5% weglowodanow; 15,4% kwaséw nukleinowych; wod-
ny ekstrakt z C. pyrenoidosa: 42,3% weglowodanow; 26,9%
biatka; 24,4% kwasow nukleinowych), wydaje si¢ to wiecej
niz prawdopodobne [35-38].

Z uwagi na wyjatkowy material wyjsciowy warto wspo-
mnie¢ réwniez o pracy Sheih i wsp., ktérzy wykorzysta-
li poprodukcyjne odpady biatkowe z hodowli C. vulgaris.
Chinscy badacze poddali wspomniane odpady hydrolizie
pepsyna, uzyskujac frakcje peptydowa (ang. algae prote-
in waste peptide, APWP) o MW ponizej 65 kDa, w ktorej
90% sktadu stanowily niskoczasteczkowe peptydy (MW
pomiedzy 2 a 20 kDa). APWP w poréwnaniu z produktem
wyjsciowym niepoddanym hydrolizie charakteryzowata si¢
znacznym potencjalem antyoksydacyjnym. APWP 26 razy
skuteczniej chronita lipidy przed utlenianiem niz troloks (po-
chodna witaminy E), a w przypadku szczegolnie podatnych
na utlenianie LDL (lipoproteiny o niskiej gestosci) ochronne
dzialanie APWP bylo o 6,5-raza wyzsze niz troloksu. Obok
oceny wlasciwosci antyoksydacyjnych zostat réwniez zbada-
ny wpltyw APWP na ludzkie komorki raka zotadka (AGS),
okreznicy (C2BBel), watroby (HepG2) i szyjki macicy (HeLa)
oraz ludzkie embrionalne komorki fibroblastow ptuc (WI-
38). Sposrod linii nowotworowych jedynie komorki raka
zoladka wykazaly wrazliwo$¢ na antyproliferacyjne dziata-
nie peptydéw (IC50: 70,7 pg/ml). Warto jednak podkreslic,
ze APWP nie byt toksyczny wzgledem komoérek prawidlo-
wych linii WI-3. Wykryte przeciwnowotworowe dzialanie
APWP wobec komorek AGS powigzano z zaburzeniem cyklu
komérkowego, czego oznaka byto zwigkszenie o 8% ilosci
komérek w fazach S/G2-M w odpowiedzi na 24-godz. in-
kubacje z peptydami w stezeniu 36 pg/ml [6]. Dodatkowo
Sheih i wsp. wyizolowali z APWP peptyd VECYGPNRPQF
(MW 1309 Da) zdolny do hamowania proliferacji komoérek
raka zoladka (IC50: 256,4 M), jak rowniez do ograniczania
produkeji NO przez makrofagilinii RAW264.7 stymulowane
LPS (IC50: 42,4 uM). Ich badania udowodnity, zZe odpady
poprodukcyjne mogg by¢ znakomitym zrédlem substancji
bioaktywnych o wlasciwosciach antyoksydacyjnych, prze-
ciwzapalnych i przeciwnowotworowych [6].

Pozostajac w nurcie antyoksydantow o aktywnosci chemo-
prewencyjnej pozyskiwanych z mikroalg, nalezy wspomnie¢,
ze Renju i wsp. wyizolowali z C. marina likopen (cis i trans
w proporcji 60:40). Pozyskany karotenoid poddano analizie
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pod katem aktywno$ci przeciwnowotworowej wzgledem
ludzkich komérek rak prostaty, umiarkowanie agresywnej
linii DU-145 oraz wysoce agresywnej linii PC-3. W dwoch
niezaleznych oznaczeniach potwierdzono antyproliferacyjny
efekt badanej substancji. Test MTT wykazal, Ze po 24-godz.
inkubacji komorek z likopenem w stezeniu 20 i 50 uM iloé¢é
komérek PC-3 zmniejszyla si¢ o odpowiednio 54% i 61%,
akomorek DU-145 0 56% i 68%. Natomiast przeprowadzony
24 godz. pozniej test z czerwienia obojetng ujawnit zahamo-
wanie proliferacji komorek PC-3 0 40% i 49%, a komdrek
DU-145 0 46% i 57% w odpowiedzi na likopen w stezeniach
odpowiednio 20 i 50 uM. Ponadto wykazano réwniez zdol-
no$¢ likopenu z C. marina do hamowania tworzenia kolonii
w hodowlach komoérek raka prostaty. Po 8 dniach inkubacji
ilo$¢ kolonii PC-3 spadfa ze 185 do 1101 59, a kolonii DU-145
ze 115 do 761 35 w odpowiedzi odpowiednio na likopen poda-
ny w stezeniach 201 50 M. By lepiej zrozumie¢ molekularny
mechanizm przeciwnowotworowego dziatania pozyskanego
karotenoidu, w dalszych badaniach zesp6t Renju skupit sie na
bardziej agresywnej linii komoérek raka prostaty (PC-3), udo-
wadniajac proapototyczne, genotoksyczne oraz antyprolife-
racyjne dzialanie badanego zwiazku. Analiza mikroskopowa
hodowli PC-3 wykazata, ze likopen w stezeniach 20 i 50 pM
indukowat apoptoze odpowiednio u 56% i 84% komorek. Test
kometkowy ujawnit 41- 1 60-krotny wzrost dtugosci ogona
komety (miernik fragmentacji DNA) po podaniu likopenu
w stezeniach 20 i 50 uM. Natomiast analiza cytometryczna
wykazata akumulacje komoérek PC-3 w fazie GO/G1 cyklu
komérkowego w odpowiedzi na badany karotenoid, czego
oznakg byt wzrost odsetka komoérek we wskazanej fazie
z 23,97% (kontrola) do 68,52% (20 uM) i 70,76% (50 pM).
Co istotne, prowadzone réwnolegle badania z likopenem
(trans) pozyskanym z pomidoréw jednoznacznie wskazaty,
ze ten pochodzacy z C. marina ma istotnie wiekszy potencjat
przeciwnowotworowy [16].

Zesp6t Cha i wsp. rowniez zainteresowaly karotenoidy
obecne w mikroalgach z rodzaju Chlorella spp. Zbadali oni
wplyw bogatych w karotenoidy ekstraktéw z morskiej C.
ellipsoidea i stodkowodnej C. vulgaris na zywotnos¢ i proli-
feracje ludzkich komorek raka jelita grubego linii HCT116.
Przeprowadzone przez nich badania wykazaly, ze ekstrakty
w stezeniach od 5 do 100 pg/ml w sposéb zalezny od dawki
hamowaty wzrost komorek nowotworowych. Co ciekawe, oba
preparaty mialy zblizone warto$ci IC50 (40,73 ug/ml ekstrakt
z C. ellipsoidea; 40,31 ug/ml ekstrakt z C. vulgaris), pomimo
réznic w skladzie chemicznym. Analiza HPLC wykazata, ze
w ekstrakcie na bazie C. ellipsoidea w skladzie karotenoidow
dominuje wiolaksantyna z dwoma drugorzednymi ksanto-
filami: anteraksantyng i zeaksantyna, podczas gdy wsrdéd
karotenoidow z C. vulgaris dominowata luteina. Oprdcz
bezposredniego antyproliferacyjnego dzialania ekstraktow
wykazano réwniez ich zdolnos¢ do indukeji programowanej
$mierci komdrek. Niemniej jednak w tym aspekcie eks-
trakty istotnie roznily sie skutecznoscig. Karotenoidy z C.
ellipsoidea byly 2,5-raza skuteczniejsze w indukeji apoptozy
w komoérkach HCT116 niz te pozyskane z C. vulgaris. Z uwagi
na udowodnione antyoksydacyjne wlasciwosci karotenoidow
(kluczowe dla ochrony DNA przed uszkodzeniami oksyda-
cyjnymi mogacymi prowadzi¢ do mutacji nowotworowych)
oraz zdolno$ci tych zwigzkéw do indukeji programowanej
$mierci zmienionych nowotworowo komorek to ich obec-
noéci autorzy przypisali przeciwnowotworowe wiasciwosci
badanych preparatéw [17].

Modyfikacje preparatow na bazie Chlorella spp.

Na koniec zostang przedstawione dwie niezwykle innowa-
cyjne koncepcje wykorzystania mikroalg z rodzaju Chlorella
w chemoprewencji nowotwordéw.

Lee i wsp., zainspirowani bardzo wydajna produkeja tlenu
jako produktu ubocznego fotosyntezy przez mikroalgi z ro-
dzaju Chlorella spp., postanowili wykorzysta¢ je w terapii
nowotworéw hipoksycznych. Terapia guzéw niedotlennych
jest bardzo trudna, poniewaz $rodowisko guza o niskiej
zawartosci tlenu ogranicza cytotoksycznos$¢ wielu chemio-
terapeutykow poprzez blokowanie produkcji wewnatrzko-
morkowych reaktywnych form tlenu. Zesp6t Lee i wsp. opra-
cowal hydrozel na bazie BSA-PEG zawierajacy C. vulgaris
i nanoprety zlota (AuNR) wstrzykiwany bezposérednio do
guza. Przeprowadzone przez nich badania wykazaly, ze
skojarzona terapia doksorubicyng oraz preparatem na bazie
C. vulgaris i AuNRs polaczona z napromieniowaniem guza
laserem o dtugosci fali 660 nm i 808 nm powodowata znaczny
regres guzow na bazie bardzo ztosliwych komoérek raka piersi
linii 4T1 przeszczepionych myszom szczepu BALB/c. Zapro-
ponowana terapia skojarzona byta skuteczniejsza niz sama
chemioterapia doksorubicyng. Efektywnos¢ omawianego
rozwigzania wynikata z aktywacji laserem obu kluczowych
komponentéw badanego hydrozelu. Swiatto o dtugosci fali
660 nm aktywowato komorki C. vulgaris, pobudzajac je
do wytwarzania tlenu i oksyhemoglobiny, ktére poprawia-
ty stopien natlenienia guza. Natomiast $wiatto o dtugosci
fali 808 nm spowodowalo, ze nanoprety srebra podniosty
temperature otoczenia do 41-42°C, co wspomagato natle-
nienie guza poprzez stymulacje angiogenezy. Aktywacja
obu komponentéw zelu zmienita srodowisko guza, popra-
wiajac penetracje tlenu i doksorubicyny do jego wnetrza
oraz zwiekszajgc skutecznos¢ dzialania cytostatyku, w tym
generowanie reaktywnych form tlenu. Zaprezentowane roz-
wigzanie moze doprowadzi¢ do przelomu w terapii guzéw
hipoksycznych [46].

Warte uwagi s3 réwniez do$wiadczenia Karakas i wsp.,
ktdrzy oceniali cytotoksyczne wlasciwosci oleju z C. protohe-
coides w skladzie: kwas palmitynowy (C16: 0), kwas oleinowy
(C18: 1), kwas linolowy (C18: 2), kwas eikozatrienowy (C20:
3) ikwas eikozapentaenowy (EPA) (C20: 5) w postaci surowej
(SAE) oraz zamknietych w nanoczasteczkach wytworzonych
metodg elektrorozpylania (PCH - kapsulki na bazie chitosa-
nu; PNA - kapsutki na bazie soli sodowej kwasu alginowego
NaAlg) oraz metodg mikroemulsji (NPAL kapsulki na bazie
NaAlg). Potencjal chemoprewencyjny preparatéw na bazie
olejuz C. protohecoides zbadano na ludzkich komérkach raka
jelita grubego linii HCT116, glejaka wielopostaciowego linii
A172 oraz na prawidlowych komérkach §rédbtonka zyty pe-
powinowej HUVEC. Olej z C. protohecoides bez enkapsulacji
(SAE) charakteryzowat si¢ niska selektywnoscia dziatania,
znacznie mocniej hamujac zywotnos$¢ komorek prawidlo-
wych linii HUVEC niz komoérek glejaka czy raka okreznicy.
Proces enkapsulacji istotnie zwiekszyl selektywnos¢ dziata-
nia oleju z mikroalgi. NPAL w stezeniach 12,5; 251 50 ug/ml
zmniejszal zywotnos¢ komorek A172 o odpowiednio 50%,
70% i 90%, komoérek HCT116 o0 65%, 70% i 80%, a komérek
HUVEC 020%, 30%150%. PCH w stezeniach 17,5; 35170 ug/
ml obnizal zywotnos¢ komorek A172 o odpowiednio 20%,
65% 1 98%, komoérek HCT116 o 65%, 80% i 85%, a komdrek
HUVEC 0 5%, 20% i 55%. PNA w stezeniach 17,5; 35170 ug/
ml zmniejszat Zywotnos$¢ komoérek A172 o odpowiednio 10%,
90% i 95%, komoérek HCT116 0 60%, 85% i 85%, a komérek
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HUVEC o 0%, 25% i 30%. Przeprowadzone badania jasno
wykazaly, Ze proces enkapsulacji metoda elektorozpylania
chroni podatne na utlenianie bioaktywne kwasy tluszczowe
z C. protohecoides, korzystnie wptywajac na ich potencjat
chemoprewencyjny, zwlaszcza w zakresie selektywnosci
dzialania wzgledem komorek prawidtowych i nowotwo-
rowych [9].

PODSUMOWANIE

Dostepne dane naukowe wskazuja, ze Chlorella spp. posia-
da znaczacy potencjat przeciwnowotworowy wynikajacy
z obecnosci licznych zwiazkéw bioaktywnych, takich jak
polisacharydy, peptydy, karotenoidy i zwiazki fenolowe.
Wryniki badan in vitro i in vivo potwierdzaja, ze Chlorella spp.
moze a) bezposrednio unicestwia¢ komoérki nowotworowe
poprzez indukcje apoptozy, uszkadzanie ich bton, genero-
wanie reaktywnych form tlenu; b) ogranicza¢ podzialy ko-
morek nowotworowych poprzez hamowanie syntezy DNA,
zaburzanie przebiegu cyklu komoérkowego czy powstrzymy-
wanie angiogenezy; c) przeciwdziala¢ przerzutom poprzez
hamowanie migracji komérek nowotworowych. Przywotane
wyniki badan ujawnily réwniez zdolno$¢ preparatéw na ba-
zie Chlorella spp. do ochrony prawidtowych komdrek i tkanek
m.in. przed toksycznym dzialaniem chemioterapeutykéw.
Obiecujgce wyniki badan z hodowli komérkowych i mode-
li zwierzecych, jak réwniez potwierdzone bezpieczenstwo
stosowania suplementéw diety na bazie Chlorella spp. za-
checaja do podjecia badan klinicznych celem opracowania
nowych strategii chemoprewencji nowotworéw i/lub terapii
skojarzonych z wykorzystaniem substancji bioaktywnych
pozyskiwanych z omawianych mikroalg.
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