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STRESZCZENIE

Rak jelita grubego (colorectal cancer, CRC) jest jednym z najczesciej wystepujacych
nowotworow na $wiecie, 1 pomimo stosowania badan przesiewowych oraz rozwoju terapii, to
nadal jego zachorowalno$¢ i $miertelno$¢ pozostaja na wysokim poziomie. Do rozwoju CRC
przyczyniaja si¢ czynniki genetyczne, ale przede wszystkim $rodowiskowe, a ws$roéd nich
szczegollnie istotne jest wystgpowanie przewleklego stanu zapalnego w obrebie przewodu
pokarmowego oraz nieprawidlowa dieta. Spozywanie pokarmow oraz napojéw pochodzenia
roslinnego, zwlaszcza tych o wysokiej zawartosci polifenoli moze mie¢ chemoprewencyjny
wplyw na CRC, ze wzgledu na szereg prozdrowotnych wilasciwosci jakie wykazuja te
zwigzki. Polifenole charakteryzuja si¢ duzg roznorodnoscia strukturalna, co przeklada si¢ na
szerokie dziatanie terapeutyczne, w tym aktywnos$¢ antyoksydacyjna, przeciwzapalng oraz
antynowotworowa. Zwiazki te posiadaja zdolno§¢ do modulowania ekspresji i aktywnosci
wielu biatek w tym enzymow, a takze regulacji szeregu komoérkowych szlakow sygnatowych.
W ostatnich latach wzroslo rdwniez zainteresowanie nad badaniami, ktore skupiajg si¢ na
preparatach 1 ekstraktach bogatych w polifenole, jako potencjalnych $rodkach

chemoprewencyjnych.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie wlasciwosci przeciwzapalnych
1 antynowotworowych ekstraktow fenolowych z lisci pigwowca japonskiego (Chaenomeles
japonica Lindl.) w modelach in vitro. Do celéw szczegdélowych nalezato otrzymanie
ekstraktow fenolowych z lisci pigwowca japonskiego: ekstraktu surowego (crude phenolic
extract, CPE) oraz ekstraktu bogatego w zwigzki fenolowe (phenolic-rich extract, PRE),
a takze jakosciowa oraz ilo$ciowa analiza zwigzkéw fenolowych zawartych w CPE 1 PRE.

Kolejnym celem byto okreslenie zdolnosci antyoksydacyjnej 1 wtasciwosci cytotoksycznych



CPE i PRE na ludzkich komoérkach raka jelita grubego (SW-480 i HT-29) oraz ludzkich
prawidtowych komorkach jelita (CCD 841 CoN i CCD-18Co). Ekstrakt bogaty w zwigzki
fenolowe zostat réwniez przebadany pod wzgledem aktywnosci cytotoksycznej na komoérkach
mysich makrofagow RAW264.7. Ponadto, okreslony zostat wptyw PRE na ekspresje
mediatoréw stanu zapalnego — interleukine 1 beta (interleukin I beta, IL-1p), IL-6, czynnika
martwicy nowotwordw alfa (tumor necrosis factor alpha, TNF-a), cyklooksygenaze
(cyclooxygenase, COX-2), indukowalng syntaze tlenku azotu (inducible nitric oxide synthase,
iNOS), a takze produkcj¢ tleneku azotu (nitric oxide, NO) w RAW264.7. Oceniono réwniez
wplyw PRE na poziom ekspresji biatek nalezacych do szlaku komoérkowego zwigzanego
z jadrowym czynnikiem transkrypcyjnym NF kappa B (nuclear factor kappa B, NF-«xB)
w RAW264.7. Kolejnym celem byto zbadanie wlasciwosci przeciwmigracyjnych
1 przeciwinwazyjnych PRE w komoérkach SW-480, HT-29 1 CCD 841 CoN. Okreslony zostat
wptyw PRE na poziom syntezy i aktywno$ci enzymatycznej metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej 9 1 2 (matrix metalloproteinases, MMP-9 1 MMP-2), oraz poziom
ekspresji biatek: kinazy regulowanej sygnatem pozakomodrkowym (extracellular-signal

regulated kinase, ERK) oraz kinazy biatkowej B (protein kinase B, AKT) w tych komorkach.

Analiza skladu ekstraktow z lisci pigwowca japonskiego wykazata, iz zawierajg one
zroznicowane zwigzki fenolowe, wsréd ktéorych glownymi sktadnikami byty kwas
chlorogenowy i heksozyd naringeniny. Ekstrakt PRE cechowal si¢ o 33% wyzszg zawartoscia
zwigzkow fenolowych w poréwnaniu do CPE, co przetozylo si¢ na jego niemal dwukrotnie
wyzszg aktywno$cig antyoksydacyjng. Dodatkowo, PRE silniej hamowal zywotno$ci
komorek nowotworowych (SW-480 1 HT-29) niz prawidlowych komorek jelita (CCD 841
CoN 1 CCD-18Co). Ze wzgledu na wyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng 1 silniejsze dziatanie

cytotoksyczne PRE, zostal on wykorzystany w dalszych badaniach.



Ekstrakt PRE charakteryzowat si¢ réwniez aktywnos$cia przeciwzapalng. Badania
przeprowadzone na stymulowanych lipopolisacharydem (lipopolysaccharide, LPS)
makrofagach RAW264.7 wykazaly, iz posiada on zdolno$¢ do hamowania ekspres;ji
prozapalnych cytokin: IL-1B, IL-6, TNF-q, a takze enzyméw: COX-2 oraz iNOS. Ponadto,
PRE istotnie hamowat produkcje NO. Analiza ekspresji biatek zwigzanych ze szlakiem NF-
kB wykazata réwniez, iz PRE posiada zdolno$¢ do regulacji NF-kB p65, p-NF-kB p65, IkB-a
w RAW264.7. Przeciwzapalna aktywnos$¢ ekstraktu wynika zatem z jego zdolnosci do
hamowania ekspresji mediatorow stanu zapalnego poprzez szlak NF-kB.

Dodatkowo, dalsze badania przeprowadzone na komodrkach raka jelita grubego
wykazaty, iz PRE posiada aktywno$¢ antynowotworowg. Ekstrakt wykazal zdolno$¢ do
hamowania migracji oraz inwazji komorek SW-480 1 HT-29. PRE w sposéb istotny hamowat
synteze¢ 1aktywno$¢ enzymatyczng MMP-9 oraz MMP-2, za posrednictwem regulacji
szlakow sygnatowych ERK 1 AKT, gdyz wykazat on zdolno$¢ do modulacji ekspresji form

ufosforylowanych p-ERK oraz p-AKT w komorkach raka jelita grubego.

W niniejszej pracy doktorskiej po raz pierwszy wykazano przeciwzapalny oraz
antynowotworowy potencjal ekstraktow z lisci pigwowca japonskiego (Chaenomeles
japonica Lindl.) wykorzystujac modele in vitro. Praca ta moze stanowi¢ podstawe do
dalszych badan nad chemoprewencyjnymi wiasciwosciami tych ekstraktow w badaniach
in vivo, a w przysztosci do zastosowania ich jako suplementéw badz terapii uzupetniajacej

w leczeniu raka jelita grubego.



SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers in the world, and despite
the use of screening tests and the development of therapies, its morbidity and mortality remain
at a high level. There are many factors that contribute to the development of CRC, such as
genetic and environmental factors. Among them, the presence of chronic inflammation in the
gastrointestinal tract and a Western diet are particularly important. Consumption of foods and
beverages of plant origin, especially those with a high content of polyphenolic compounds,
may have a chemopreventive effect on CRC due to several health-promoting properties that
these compounds exhibit. Polyphenols are characterized by a high structural diversity, which
contributes to a wide therapeutic effect, including antioxidant, anti-inflammatory, and anti-
cancer activity. Moreover, these compounds can modulate the expression and activity of
many proteins, including enzymes, and regulate multiple cell signaling pathways. In recent
years, there has also been increased interest in research that focuses on polyphenol-rich

preparations and extracts as potential chemopreventive agents.

This dissertation aimed to determine the anti-inflammatory and anti-cancer properties of
phenolic extracts from Japanese quince leaves (Chaenomeles japonica Lindl.) in vitro. The
detailed objectives included obtaining crude phenolic extract (CPE) and phenolic-rich extract
(PRE) from Japanese quince leaves, as well as the qualitative and quantitative analysis of the
phenolic compounds contained in CPE and PRE. Another goal was to determine the
antioxidant capacity and cytotoxic properties of CPE and PRE on human colorectal cancer
cells (SW-480 and HT-29) and human normal intestinal cells (CCD 841 CoN and CCD-
18Co). The phenolic-rich extract was then tested for cytotoxic activity on RAW?264.7 mouse
macrophage cells. Moreover, the influence of PRE on the expression of inflammatory

mediators was examined. This research focused on interleukin 1 beta (IL-1f), IL-6, tumor



necrosis factor alpha (TNF-a), cyclooxygenase (COX- 2), inducible nitric oxide synthase
(INOS) expression, and nitric oxide (NO) production in RAW?264.7 cells. The impact of PRE
on the expression of proteins belonging to the cell pathway associated with the nuclear
transcription factor NF kappa B (NF-kB) in RAW264.7 was also assessed. Another goal was
to investigate the anti-migration and anti-invasive properties of PRE in SW-480, HT-29, and
CCD 841 CoN cells. The influence of PRE on the synthesis and enzymatic activity of matrix
metalloproteinases 9 and 2 (MMP-9 and MMP-2) was determined. This research further
involved examining the effect of PRE on the protein expression of extracellular signal-

regulated kinase (ERK) and protein kinase B (AKT) in colon cancer cells.

The analysis of the composition of Japanese quince leaf extracts showed that both
extracts contained various phenolic compounds, with the main ingredients being chlorogenic
acid and naringenin hexoside. PRE extract was characterized by a 33% higher content of
phenolic compounds compared to CPE, which contributed to an almost 2-fold higher
antioxidant activity for PRE. In addition, PRE inhibited the viability of colon cancer cells
(SW-480 and HT-29) more strongly than that of normal intestinal cells (CCD 841 CoN and
CCD-18Co). Due to the higher antioxidant activity and stronger cytotoxic effect of PRE, this
extract was the focus of further research. PRE extract was additionally characterized by anti-
inflammatory activity. Research conducted on RAW264.7 stimulated with lipopolysaccharide
(LPS) presented that the extract can inhibit the expression of pro-inflammatory cytokines: IL-
1B, IL-6, TNF-0, as well as the enzymes: COX-2 and iNOS. Moreover, PRE significantly
inhibited NO production. Analysis of the expression of proteins related to the NF-xB pathway
also showed that PRE can effectively regulate NF-kB p65, p-NF-xB p65, and IkB-a in
RAW264.7. The anti-inflammatory activity of the extract is therefore due to its ability to

inhibit the expression of inflammatory mediators via the NF-kB pathway.
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In addition, further studies on colon cancer cells showed that PRE has anti-cancer
activity. The extract showed the ability to inhibit migration and invasion of SW-480 and HT-
29 cells. Furthermore, PRE significantly inhibited the synthesis and enzymatic activity of

MMP-9 and MMP-2 through the regulation of ERK and AKT signaling pathways.

In this doctoral thesis, the anti-inflammatory and anti-cancer potential of Japanese
quince leaf extracts (Chaenomeles japonica Lindl.) was demonstrated for the first time using
in vitro models. Overall, these promising results increase the knowledge in the field of
chemopreventive effects of phenolic extracts and could be useful for further studies to
highlight the value of natural compounds. This work may be also the basis for further research
on the chemopreventive properties of Japanese quince leaf extracts in studies against

colorectal cancer.
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