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STRESZCZENIE

Rak kolczystokomorkowy skory (SCC) charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem, ale
pézno zdiagnozowany lub niskozréznicowany SCC moze prowadzi¢ do zniszczenia
otaczajgcych tkanek, szerzy¢ sie wzdluz nerwow | tworzy¢ przerzuty. Obecnie
najskuteczniejszg metoda leczenia jest wezesne chirurgiczne usunigcie ogniska raka skory. W
przypadkach nieoperacyjnych stosuje si¢ leczenie miejscowe lub radioterapi¢/chemioterapig, a
takze immunoterapi¢. Rak kolczystokomoérkowy moze rozwijaé si¢ na skorze pierwotnie
niezmienionej, btonach $luzowych lub na podiozu stanu przedrakowego skory takiego jak
rogowacenie stoneczne (AK). Z powodu rosngcej zachorowalnosci na stany przedrakowe oraz
raka kolczystokomorkowego skory wazne jest poszukiwanie nowych zwigzkow

zapobiegajacych rozwojowi tych zmian.

Wedhug doniesien literaturowych, szereg substancji pochodzenia naturalnego posiada
wlasciwosci przeciwnowotworowe. Substancjami pochodzenia zwierzecego o wlasciwosciach
przeciwnowotworowych sg m.in. keratyny. Keratyny najczesciej sa pozyskiwane z welny,
wlosow 1 pior. Postawiono hipotezg, ze hydrolizaty otrzymane z welny alpaki (tac. Vicugna
pacos) moga posiada¢ wlasciwosci bioaktywne i przeciwnowotworowe. W oparciu o metodyke
pozyskiwania hydrolizatow opisang i opatentowang przez Prof. Andrzeja W. Lipkowskiego, w
niniejszej pracy otrzymano preparaty bedgce rozpuszczalng frakcja hydrolizatow welny alpaki.
Metodyka otrzymywania hydrolizatéw welny opierata si¢ na wstepnej chemicznej aktywacji
welny za pomoca wodorotlenku sodu, a nastgpnie enzymatycznego trawienia za pomocy
pepsyny. Etap chemicznej aktywacji usuwal zanieczyszczenia i zwiazki tluszczowe z
powierzchni widkien welny. Nastepnie, po zastosowaniu wystepujacego w warunkach
naturalnych enzymu pepsyny, z welny alpaki otrzymano dwie frakcje hydrolizatow: frakcje
stalg (nie badang w tej pracy) oraz badang frakcje rozpuszczalna, ktora nie ulegta znaczacemu

zniszczeniu przez mato agresywna enzymatyczng hydrolize.

Gléwnym celem niniejszej pracy byto zbadanie fizykochemicznych i biologicznych
wlasciwosci hydrolizatow pozyskanych z welny alpaki oraz ich potencjalnego dziatania

przeciwnowotworowego wobec komorek raka kolczystokomorkowego.

W pierwszym etapie badan otrzymane hydrolizaty welny alpaki oceniono pod katem ich

sktadu, a nastepnie przebadano ich wtasciwosci przeciwbakteryjne. Stwierdzono, ze najwigksza



warto$¢ procentowg sktadu badanych hydrolizatéw welny alpaki stanowig biatka i peptydy (od
66 do 85%). Procentowe udzialy pierwiastkow oznaczonych w probkach otrzymanych
hydrolizatow welny alpaki wykazaly najwicksza zawarto§¢ atomow wegla (C), tlenu (O) oraz
chloru (Cl). Hydrolizaty welny alpaki charakteryzowaly si¢  wlasciwosciami
przeciwbakteryjnymi w stosunku do Gram-ujemnej bakterii Escherichia coli oraz Gram-
dodatniej bakterii Staphylococcus aureus. Potwierdza to zaobserwowanie pojawiajacych si¢
dodatkowych sygnatow na elektroferogramie, a takze zmiana wartoSci potencjatu zeta po

inkubacji z hydrolizatami.

Gtowny etap pracy stanowity badania aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanych
hydrolizatow  welny alpaki oraz dwoch  substancji o uznanym  dziataniu
przeciwnowotworowym, prowadzone w warunkach in vitro. W badaniach wykorzystano
dostepna komercyjnie lini¢ komorkowa raka kolczystokomorkowego SCC-25. Jako kontrolg
wykorzystano linie prawidtowych keratynocytéw ludzkich - komercyjnie dostgpng lini¢ HEKa
oraz wyizolowang z materiatu klinicznego lini¢ sHEK. Badania w modelu in vitro wykazaty,
ze hydrolizaty welny alpaki wptywaja na zywotno$¢ komorek w sposob zalezny od czasu i
stezenia. Zywotnoéé komorek SCC-25 i sHEK poddanych 24 godzinnej inkubacji z
przedstawiajacym najlepsze wyniki hydrolizatem MR4 spadata wraz ze wzrostem st¢zenia
preparatu (p<0,005 i p<0,05, odpowiednio). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian
w zywotnosci komorek HEKa poddanych dziataniu najwyzszych stgzen MR4. Hydrolizat MR4
w najwigkszym stezeniu spowodowal obnizenie Zzywotnosci komoérek SCC-25 o 70% w
stosunku do nietraktowanych komorek oraz o 40% 1 60% odpowiednio dla izolowanych
keratynocytow sHEK i HEKa. Ponadto stwierdzono, ze migracja komorek rakowych linii SCC-
25 byta najbardziej hamowana poprzez dziatanie hydrolizatéw welny alpaki MR3 1 MR4.

Oddziatywanie na zywotno$¢ komorek oceniano réwniez dla komercyjnie dost¢pnych
preparatow leczniczych: 5-fluorouracylu, bedacego substancja kontrolna, i1 diklofenaku.
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, ze hydrolizaty powoduja zalezny od st¢zenia
wiekszy spadek zywotnosci komorek w poréwnaniu z 5-fluorouracylem czy diklofenakiem.
Zaobserwowano, ze w trakcie 24 godzinnej inkubacji wszystkie badane linie komorkowe
wykazywaty zblizong niska wrazliwos¢ na dziatanie 5-FU, a istotny statystycznie spadek

zywotnosci odnotowano jedynie dla komoérek sHEK (p<0,005).

W dalszym etapie pracy przeprowadzono ocene skojarzonego wptywu 5-fluorouracylu
i hydrolizatow welny alpaki MR3 lub MR4, a takze S-fluorouracylu i diklofenaku na zywotno$¢
komorek raka kolczystokomorkowego SCC-25. Zaobserwowano, ze tylko kombinacja
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najwyzszego uzytego stezenia 5-FU z najnizszym st¢zeniem hydrolizatu MR3 powodowata
wickszy spadek zywotno$ci komorek niz zastosowanie samego 5-FU. Efekt ten byt
obserwowany wylacznie po 72 godz. inkubacji. W pozostatych kombinacjach interakcja 5-
fluorouracylu z hydrolizatami welny alpaki nie wykazala wzmozenia efektu
antyproliferacyjnego w stosunku do komorek raka kolczystokomorkowego. Kazde z
zastosowanych stezen diklofenaku w potaczeniu z 5-FU skutkowalo nizszymi wynikami
absorbancji w poréwnaniu do izolowanego zastosowania 5-fluorouracylu.

Podsumowujac, badane hydrolizaty wykazuja wtasciwosci antybakteryjne oraz dobrg
aktywno$¢ przeciwnowotworowa, ktéra jest zalezna od stezenia oraz czasu ekspozycji.
Hydrolizaty oddziatywatly rowniez na prawidlowe keratynocyty, ale obnizaly ich zywotno$¢ w
mniejszym stopniu niz komorek rakowych. Przedstawione wyniki moga stanowi¢ podstawe do
dalszych badan nad zmodyfikowaniem metody otrzymywania zwigzkéw biatkowo-
peptydowych wywodzacych si¢ z rozpuszczalnej frakcji hydrolizowanej wetny i kontynuacji

badan nad ich przeciwnowotworowymi wtasciwosciami.



ABSTRACT

Cutaneous squamous cell carcinoma (SCC) is characterized by slow growth, but in cases
of late diagnosis or poor differentiation, SCC can destruct the surrounding tissue, form
perineural invasion or metastasize. Currently, the most effective treatment is surgical excision
in total. If surgical treatment is not possible, topical treatment or radio/chemotherapy, as well
as immunotherapy, are used. Cutaneous squamous cell carcinoma can develop within initially
unchanged skin but also from precancerous lesion such as actinic keratosis (AK). Because of
the increasing incidence of precancerous lesions and squamous cell carcinoma of the skin, it is

important to search for new agents preventing the development of these disorders.

According to the literature, there are a lot of substances of natural origin which possess
anticancer properties. Substances of animal origin with anticancer properties include keratins.
Keratins are most often extracted from wool, hair and feathers. It has been hypothesized that
hydrolysates obtained from alpaca wool (lat. Vicugna pacos) may possess bioactive and
anticancer properties. Based on the methodology of obtaining hydrolysates described and
patented by Prof. Andrzej W. Lipkowski, samples, which are soluble fractions of alpaca wool
hydrolysates, were obtained and used in this study. The method of obtaining wool hydrolysates
was based on initial chemical pre-activation of alpaca wool with sodium hydroxide followed
by enzymatic digestion with pepsin. The chemical activation was used to remove impurities
and fatty compounds from the wool fiber surface. Then, after applying the naturally occurring
enzyme pepsin, two fractions of hydrolysates were obtained from alpaca wool: a solid fraction
(not used in this research) and the soluble fraction, which was not significantly affected by the

low-aggressive enzymatic hydrolysis.

The main aim of this research was to determine physicochemical and biological
properties of hydrolysates obtained from alpaca wool and their potential anticancer activity

against squamous cell carcinoma cells.

In the first stage of the study, the obtained alpaca wool hydrolysates were evaluated for
their composition and then their anticancer properties were tested. It was found that the highest
percentage of the composition of the tested alpaca wool hydrolysates were proteins and peptides
(from 66 to 85%). The percentages of the elements determined in the samples of the alpaca
wool hydrolysates indicated the highest content of carbon (C), oxygen (O) and chlorine (CI)
atoms. The alpaca wool hydrolysates were characterized by antimicrobial properties against

Gram-negative bacteria Escherichia coli and Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus.



This has been confirmed by the observation of additional signals on the electropherogram, as

well as by the changes in zeta potential values after incubation with hydrolysates.

The main stage of this research was determining the anticancer activity of the obtained
alpaca wool hydrolysates and two substances of proved antitumor activity, tested in vitro.
Commercially available squamous cell carcinoma cell line SCC-25 was used in the study.
Normal human keratinocytes lines - commercially available HEKa line and sHEK line isolated
from clinical material were used as a control. In vitro model studies showed that alpaca wool
hydrolysates affected cell viability in a time- and concentration-dependent manner. After 24
hours of incubation with presenting the best results MR4 hydrolysate the viability of SCC-25
and sHEK cells was reduced as the concentration of the hydrolysate increased (p<0.005 and
p<0.05, respectively). No statistically significant changes were observed in the viability of
HEKa cells treated with the highest concentrations of MR4. MR4 hydrolysate at the greatest
concentration reduced the viability of SCC-25 cells up to 70% compared to untreated cells and
up to 40% and 60% for isolated SHEK and HEKa keratinocytes, respectively. Moreover, it was
found that the migration of SCC-25 cancer cells was mostly inhibited by the action of wool
hydrolysates MR3 and MR4.

The effects on cell viability were also evaluated for commercially available therapeutic
formulations: 5-fluorouracil, the control, and diclofenac. The experiments showed that the
hydrolysates caused a concentration-dependent greater decrease in cell viability compared to 5-
fluorouracil or diclofenac. It was observed that during 24 hours incubation all tested cell lines
showed similar low sensitivity to 5-FU and statistically significant decrease in cell viability was
observed only for sHEK cells (p<0.005).

In later stage of the research, the combined effect of 5-fluorouracil and MR3 or MR4
alpaca wool hydrolysates as well as 5-fluorouracil with diclofenac on the viability of SCC-25
squamous cell carcinoma cells was also examined. It was observed that only the combination
of the highest concentration of 5-FU used with the lowest concentration of MR3 hydrolysate
caused a greater decrease in cell viability than 5-FU used alone. This effect was observed only
after 72h of incubation. In the other combinations, the interaction of 5-fluorouracil with alpaca
wool hydrolysates showed no enhancement of the antiproliferative effect against squamous cell
carcinoma cells. Each of the concentrations of diclofenac used in combination with 5-FU

resulted in lower cell absorbance results compared to the application of 5-fluorouracil alone.
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In summary, the tested alpaca wool hydrolysates showed antibacterial properties and
good anticancer activity in concentration and time-depended manner. The hydrolysates also
affected normal keratinocytes, but decreased viability was observed in a smaller extent than in
cancer cells. The presented results may provide a background for further studies to modify the
method of obtaining protein-peptide compounds derived from the soluble fraction of

hydrolyzed wool and to explore research on its anticancer properties.
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INNOWACYJNOSC ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

1. Otrzymanie 1 zastosowanie hydrolizatow welny alpaki posiadajacych potencjalne
dziatanie przeciwnowotworowe w stosunku do komorek raka kolczystokomorkowego
skory.

2. Ocena wiasciwosci antybakteryjnych hydrolizatéw welny w doswiadczeniach ze
szczepami bakterii Escherichia coli (Gram ,,-””) oraz bakterii Staphylococcus aureus
(Gram ,,+7).

3. Poréwnanie dzialania przeciwnowotworowego otrzymanych hydrolizatow welny i
lekow stosowanych w terapii raka kolczystokomorkowego skory.

4. Ocena interakcji hydrolizatéw welny alpaki z wybranymi lekami wobec komorek raka
kolczystokomorkowego.
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WYKAZ SKROTOW

5-ALA - kwas 5-aminolewulinowy (ang. 5-aminolevulinic acid)

5-FU - 5-fluorouracyl (ang. 5-fluorouracil)

AE1/AE3 — mieszanina przeciwcial AE1 i AE3

Amp — ampicylina

AK - rogowacenie stoneczne (ang. actinic keratosis)

Akt - kinaza serynowo-treoninowa, zwana rowniez kinazg biatkowa B

ATCC - Amerykanska Kolekcja Hodowli Komérkowych (ang. american type culture
collection)

BCC - rak podstawnokomodrkowy skory (ang. basal cell carcinoma)

BSA — albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

CE - elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis)

CK 5/6 — cytokeratyna 5/6

DAD — detektor z matryca diodowg (ang. diod area detector)

DMEM - pozywka hodowlana wg Dulbecco (ang. Dulbecco's modified eagle medium)

DSMZ — Niemiecka Kolekcja Mikroorganizméw i Hodowli Komérkowych (niem. Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
EDTA - kwas wersenowy, kwas etylenodiaminotetraoctowy

EDX - spektroskopia rentgenowska z dyspersja energii (ang. energy dispersive X-ray
spectroscopy)

EGCG - galusan epigallokatechiny (ang. epigallocatechin gallate)

EGFR — receptor naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)
FBS - cieleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum)

HEK — linia keratynocytow ludzkich (ang. human epidermal keratinocytes)

HPV - wirus brodawczaka ludzkiego (ang. human papillomavirus)

1gG-4 — ludzka immunoglobulina klasy G

Ki-67 — biatko Ki-67, marker proliferacji komorkowej

KRT-17 — keratyna 17

mTOR — kinaza treoninowo-serynowa (ang. mammalian target of rapamycin)
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MTS - s6l tetrazolowa 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

MAL — ester metylowy kwasu 5-aminolewulinowego (ang. methyl aminolevulinate)
MRX - hydrolizat welny alpaki
MRI — rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging)

MRSA - gronkowiec ztocisty oporny na metycyline (ang. methicyllin-resistant Staphylococcus
aureus)

MY C — czynnik transkrypcyjny

NADH - zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide)

NaOH — wodorotlenek sodu

NCCN - Krajowa Sie¢ ds. Nowotworow (ang. National Comprehensive Cancer Network)
NF-«B - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B

NMSC - nieczerniakowe nowotwory skory (ang. non-melanoma skin cancers)
p16 — biatko p16

p53 - biatko p53

p63 - biatko p63

PBS - bufor fosforanowy (ang. phosphate-buffered saline)

PD-1 - receptor programowanej $mierci-1 (ang. programmed death receptor 1)
PDT — terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy)

PFA — paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

PVDF - polifluorek winylidenu (ang. polyvinylidene fluoride)

RAS - biatko nalezace do rodziny matych biatek o aktywnosci GTPaz

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RT — radioterapia

SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SEM - skaningowy mikroskop elektronowy (ang. scanning electron microscope)
SFK - kinaza z rodziny Src

SCC - rak kolczystokomorkowy skory (ang. squamous cell carcinoma)

SCC-25 — linia komorkowa raka kolczystokomorkowego

SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)
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TBS - s6l fizjologiczna buforowana TRISem (trisaminometanem) (ang. TRIS-buffered saline)

TK - tomografia komputerowa
TLR-7 - receptor Toll-podobny (ang. toll-like receptor)

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor)

TP53 - gen supresorowy p53

UV - promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet radiation)

UVA - promieniowanie ultrafioletowe typu A (ang. ultraviolet radiation type A)
UVB - promieniowanie ultrafioletowe typu B (ang. ultraviolet radiation type B)

XRD - technika dysfrakcji rentgenowskiej (ang. X-ray diffraction analysis)
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1. WSTEP

Do nowotworow ztosliwych skory naleza czerniak oraz nieczerniakowe nowotwory skory
(NMSC), do ktorych zalicza si¢ rak podstawnokomorkowy (BCC), rak kolczystokomorkowy
skory (SCC) oraz inne rzadsze postacic rakow skory. Czerniak wywodzi si¢ z komorek
barwnikowych skory (melanocytow). BCC 1 SCC sa nowotworami pochodzenia nablonkowego
(wywodza si¢ z keratynocytéw), dlatego tez okresla si¢ je terminem ’raki skory”. NMSC stanowig
okoto 1/3 wszystkich rejestrowanych rakéw wystepujacych u ludzi [1]. Z uwagi na zmiang stylu
zycia oraz wplyw nadmiernego promieniowania stonecznego, tendencje do starzenia si¢ populacji

oraz narazenie na inne czynniki rakotworcze, zachorowalno$¢ na nowotwory skory stale wzrasta.

Rak kolczystokomérkowy skory wywodzi sie z komoérek rogowaciejacych warstwy
kolczystej naskorka. Charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem, zdolno$cia do tworzenia
przerzutéw, a po6zno zdiagnozowany moze prowadzi¢ do zniszczenia otaczajacych tkanek. SCC
daje przerzuty do regionalnych wezldw chtonnych oraz narzadéw odlegtych, co Swiadczy o jego
wysokiej zto§liwosci oraz $miertelnosci [2]. Obecnie najskuteczniejsza metoda leczenia jest
wczesne chirurgiczne usunigcie ogniska raka skory. W przypadkach nieoperacyjnych stosuje si¢
leczenie miejscowe lub radioterapi¢/chemioterapie, a takze leczenie biologiczne [3,4]. Rak
kolczystokomorkowy moze rozwija¢ si¢ w obrebie skory pierwotnie niezmienionej, a takze na
podiozu stanéw przedrakowych. Najczestszym takim stanem przedrakowym jest rogowacenie
stoneczne (AK), ktore w 0,25%-20% przypadkéw moze prowadzi¢ do rozwoju SCC [5]. Z
powodu rosngcej zachorowalno$ci na stany przedrakowe oraz raka kolczystokomorkowego skory

wazne jest poszukiwanie nowych preparatow zapobiegajacych rozwojowi tych zmian.

Wedlug doniesien literaturowych, szereg substancji pochodzenia naturalnego, zar6wno
roslinnego jak i zwierzecego, posiada wlasciwosci przeciwnowotworowe [6-9]. W stosunku do
raka kolczystokomorkowego skory wiasciwosci przeciwnowotworowe wykazaty substancje
wyizolowane z roznych gatunkow roslin, takie jak kapsaicyna, kofeina, kurkumina, galusan
epigallokatechiny i inne flawonoidy oraz polifenole [10-13]. Substancjami pochodzenia
zwierzecego o wlasciwosciach przeciwnowotworowych sa m.in. keratyny, bedace zaréwno
komponentami cytoszkieletu keratynocytow, jak i pozakomorkowymi wioknami strukturalnymi.
Keratyny najczesciej sa pozyskiwane z wetny, wtosow, pior itd. [14]. W niniejszych publikacjach
opisano witasciwosci apoptotyczne i antyoksydacyjne hydrolizatow biatkowych otrzymanych z
pior kurczaka [15,16]. Keratyny sa zwigzane z patofizjologicznymi procesami réznego typu
nowotworow, migdzy innymi raka okreznicy, pluc oraz piersi, a takze sg stosowane jako
biomarkery w diagnostyce czerniaka (np. nadmierna ekspresja keratyny 8 w zaawansowanym

czerniaku) [17]. Markowicz i wsp. przedstawili przeciwnowotworowe wlasciwosci peptydow,
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bedacych fragmentem biatek otrzymanych z hydrolizatow wlosow cztowieka, w stosunku do
komorek czerniaka [18].

Na podstawie powyzszych informacji postawiono hipoteze¢, ze hydrolizaty otrzymane z
welny alpaki (tac. Vicugna pacos) moga posiada¢ wiasciwosci bioaktywne i
przeciwnowotworowe. W oparciu o metodyke pozyskiwania hydrolizatoéw opisang przez Prof.
Andrzeja W. Lipkowskiego, otrzymano preparaty bedace rozpuszczalng frakcja hydrolizatow
welny alpaki [19]. Ocenie poddano wpltyw otrzymanych hydrolizatow na komorki raka

kolczystokomorkowego oraz na prawidtowe keratynocyty in vitro.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wlasciwosci fizykochemicznych 1 biologicznych
hydrolizatow  pozyskanych z welny alpaki oraz ich potencjalnego dziatania

przeciwnowotworowego w stosunku do komorek raka kolczystokomdrkowego.
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2. Przeglad piSmiennictwa
2.1. Etiopatogeneza skornych zmian nowotworowych: od rogowacenia
slonecznego do raka kolczystokomorkowego skory

Rak kolczystokomorkowy skory wywodzi sie z komorek rogowaciejacych warstwy

kolczystej naskorka 1 nalezy do grupy nieczerniakowych nowotwordow skory (Ryc. 1) [2].

} | Warstiva rogowa I

} Warstwa ziarnista

L Warstwa kolczysta

| Warstwa podstawna

Skora witasciwa

Ryc. 1. Obraz histopatologiczny przekroju gérnych warstw skory niezmienionej chorobowo.

Powigkszenie 200 x. (dzigki uprzejmosci dr hab. n. med. Joanny Czuwary)

SCC powstaje w okolicach narazonych na nadmierne promieniowanie ultrafioletowe (UV) u
0s6b z jasng karnacja skory, niebieskim lub zielonym kolorem oczu [20]. Punktem wyjs$cia
zmian o morfologii raka kolczystokomorkowego moze by¢ skora pierwotnie niezmieniona, a
takze skora w bliznach pooparzeniowych, bliznach spowodowanych przewleklym stanem
zapalnym skory, oraz ze stanow przedrakowych skory. Stanem przedrakowym, na podiozu
ktorego najczgsciej rozwija si¢ SCC jest rogowacenie stoneczne (AK, ang. actinic keratosis).
Chociaz AK jest najczestszym prekursorem inwazyjnego SCC, wiele ognisk rogowacenia
stonecznego pozostaje w tym samym stadium lub ulega regresji (od 15% do 63% po 1 roku)
[21], podczas gdy tylko nieliczne z nich ulegaja progresji do nowotworu (od 0,25% do 20%
przypadkow) [5,22].

W zalezno$ci od stopnia zaawansowania, rogowacenie stoneczne najczesciej prezentuje
si¢ klinicznie jako zmiana rumieniowo-zluszczajaca, bardziej wyczuwalna palpacyjnie niz
widoczna gotym okiem. Zmiany wystepuja na skérze przewlekle zmienionej promieniowaniem
ultrafioletowym. Warte uwagi jest okreSlenie kliniczne ,field of cancerization”, ktore

charakteryzuje si¢ obszarami fotouszkodzonej skory, na ktorych obok licznych ognisk
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rogowacenia stonecznego obecne sg niewidoczne gotym okiem subkliniczne ogniska atypii
komorek warstwy ponadpodstawnej, bedace pozniejszym punktem wyjscia nowych ognisk
chorobowych (Ryc. 2) [23].

Ryc. 2. Liczne ogniska zmian skoérnych o morfologii rogowacenia stonecznego na
fotouszkodzonej skorze owlosionej glowy, trzy z nich s3 zaznaczone pomaranczowymi

strzatkami. (zdjecia wtasne Tatsiany Damps)

W patogenezie rogowacenia stonecznego oraz raka kolczystokomérkowego skory
najwazniejsza role¢ odgrywa promieniowanie ultrafioletowe, prowadzace do niestabilnosci
genomowej w keratynocytach. Jest to proces wieloetapowy, ktory taczy aktywacje
protoonkogenow oraz unieczynnienie genu supresorowego p53 (TP53) w komorkach naskorka,
keratynocytach [24,33]. Opisano dwa szlaki, na ktéorych dochodzi do uszkodzenia DNA
indukowanego promieniowaniem UV: poprzez bezposrednie uszkodzenie DNA (tworzenie
dimeréw), wywotane przewaznie energig promieniowania UVB lub poprzez posrednie dzialanie
fotosensybilizatorow (endogennych i1 egzogennych), stymulowane gléwnie promieniowaniem
UVA [25]. Inne czynniki molekularne rowniez sa zaangazowane w proces kancerogenezy SCC.
W raku kolczystokomérkowym skory pod wplywem promieniowania UV dochodzi do
nieprawidlowej aktywacji receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR) oraz szeregu kinaz
tyrozynowych [26-30]. W odpowiedzi na uszkodzenie DNA, biatko p53 gromadzi si¢ w
komorkach, aktywuje mechanizmy naprawy DNA lub indukuje apoptoze, uniemozliwiajgc
replikacje nieprawidtowych komorek [ 31].
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Oceniajac ryzyko nowotworzenia w nieprawidlowo ztuszczajacych sie ogniskach skory
uszkodzonej stoncem, nalezy pobra¢ wycinek do oceny histopatologicznej. W obrazie
histopatologicznym rogowacenie sloneczne charakteryzuje si¢ wystgpowaniem atypowych tzw.
dysplastycznych keratynocytéw z réznej wielkosci i ksztattu jadrami tzw. pleomorficznych 1

hiperchromatycznych (Ryc. 3).

/

Ryc. 3. Obraz histopatologiczny naskdérka zmienionego w przebiegu rogowacenia stonecznego
wykazuje atypi¢ komorek warstwy ponadpodstawnej. Komorki te nieprawidlowo dojrzewajg i
rogowacieja wykazujac parakeratoze na powierzchni zaznaczong czarng strzatka. Powigkszenie

100x. (zdjgcie dzigki uprzejmosci dr hab. n. med. Joanny Czuwary)

Najbardziej uznawana klasyfikacja histologiczna dzieli AK na trzy podgrupy w zaleznos$ci
od rozmieszczenia atypowych keratynocytow w naskorku: od dolnej jednej trzeciej (AK 1), przez
dolne dwie trzecie (AK II) oraz do petnej atypii na pelnej grubosci naskorka (AK III) (Ryc. 4)
[32]. Nagromadzenie atypowych keratynocytéw na calej grubosci naskorka bez przekroczenia

btony podstawnej nazwane jest rakiem kolczystokomorkowym in situ [24].
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Rozlegtos¢ i liczba ognisk Obraz histopatologiczny Obraz kliniczny
rogowacenia stonecznego (AK)

Pojedyncze ogniska AK 1 typ AK = wczesny SCC in situ Stopien | — lagodne

> 1 < 5 palpacyjnie lub wizualnie Obecnos¢ atypowych keratynocytow w warstwie Ogniska bardziej wyczuwalne
widocznych ognisk na danym podstawnej naskérka i w dolnej 1/3 naskérka palpacyjnie niz widoczne gotym
obszarze lub okolicy ciata okiem

Liczne ogniska AK Iltyp AK = wezesny SCC in situ Stopien Il — umiarkowane

2 6 palpacyjnie lub wizualnie Obecnos¢ atypowych keratynocytéw w dolnych 2/3  Ogniska sg zaréwno widoczne,
widocznych ognisk na danym naskorka jak i wyczuwalne palpacyjnie

obszarze lub okolicy ciata

Pole kanceryzacji Il typ AK — Bowenoid AK/SCC in situ Stopien Ill — cigzkie

= 6 ognisk AK na danym obszarze Obecnos¢ atypowych keratynocytow obejmujgcych ~ Ogniska sg pokryte grubg

lub okolicy ciata i rozlegte ciggngce dolne 2/3 do catej grubosci naskérka hiperkeratyczng tuskg i sg ewidentne
sig obszary skory przewlekle

uszkodzonej przez stonce

z objawami hiperkeratozy

Pacjenci w trakcie immunosupresji Inwazyjny SCC Podejrzenie inwazyjnego SCC

z objawami AK Gniazda keratynocytéw wnikajg do skéry wiasciwej  Przy wystgpieniu objawéw:

Dowolna liczba i rozlegto$¢ ognisk Komorki nowotworowe sg duze, posiadajg obfitg, — kryteria wigksze: owrzodzenie,

AK, immunosupresja kwasochtonng cytoplazme i wyraznie powigkszone naciek, krwawienie, wielko$¢
jadra komérkowe > 1 cm, szybkie powigkszanie si¢
Obecny jest rézny stopien rogowacenia, mogg by¢ zmiany, rumien
widoczne perly rakowe — kryteria mniejsze: bdl, $wiad,
Zaleznie od stopnia zr6znicowania SCC réznie zabarwienie, hiperkeratoza,
nasilone sg pleomorfizm komérkowy, aktywnos¢ wyczuwalno$¢ palpacyjna

mitotyczna i cechy typowe dla nabtonka ptaskiego
Zaleznie od odmiany histologicznej réznie wyrazony
stan zapalny i odczyn ze strony podscieliska

Ryc.4. Klasyfikacja histologiczna rogowacenia stonecznego [1].

We wczesnej fazie naciekania rak kolczystokomoérkowy charakteryzuje si¢ wnikaniem
atypowych keratynocytow w skore wtasciwa jezykami 1 gniazdami nablonka, ktore w zaleznosci
od stopnia zréznicowania majg mniej lub bardziej wyrazone cechy rogowacenia (Ryc. 5).
Niezroznicowane lub niskozréznicowane typy SCC nie wykazuja cech rogowacenia,

charakteryzujg si¢ agresywniejszym przebiegiem oraz trudno$ciami diagnostycznymi [25].
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Ryc.5. Obraz histopatologiczny wycinka skory przedstawiajacy zmiany charakterystyczne dla

raka kolczystokomorkowego skory, w tym perta rakowa i dyskeratoza, zaznaczone strzatkami,
przy licznie obecnych atypowych keratynocytach z cechami hiperchromazji i pleomorfizmu
jadrowego. W skorze wlasciwej nasilony odczyn zapalny. Powigkszenie 100x. (zdjecie dzigki

uprzejmosci dr hab. n. med. Joanny Czuwary)

2.2. Epidemiologia i czynniki ryzyka raka kolczystokomorkowego skory

Rak kolczystokomorkowy skory jest drugim co do czgstosci wystgpowania rakiem skory
(ok. 15-20% przypadkow NMSC) tuz po raku podstawnokomorkowym skory. Raki te stanowig
najliczniejszg grupg nowotworow ztosliwych pochodzenia nabtonkowego wystepujacych u osob

rasy kaukaskiej.

Wedtug danych z 2021 roku, w ostatnich latach zaobserwowano znaczacy wzrost liczby
zachorowan na raka kolczystokomorkowego. Zachorowalnos¢ na SCC nastepuje szybciej niz na
BCC, co wplywa na tendencje w zmniejszeniu rdznicy w czgstosci wystepowania tych dwoch
rakow skory [3]. Jest to szczegdlnie dobrze widoczne na przyktadzie danych pochodzacych z
Australii, gdzie zachorowalnos$¢ na raka skory jest jedna z najwyzszych na §wiecie. Pandeya i wsp.
przeanalizowali czgsto$¢ zabiegdw chirurgicznego usunigcia raka kolczystokomorkowego w

Australii. Wynosita 1531 na 100 000 osobolat, a zapadalno$¢ wzrastala z wiekiem, z przewaga
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mezezyzn (standaryzowany wspotczynnik zapadalnosci 1,43; 95% CI: 1,42-1,45). Zapadalno$¢
na raka kolczystokomorkowego byta 8-krotnie wyzsza wsrod osob z wezesniejszym wywiadem
wyciecia zmian, niz w populacji zdrowej. Wedlug tych badan w latach 2011-2014 odnotowano
wycigcie pojedynczego ogniska SCC u 3,9% Australijczykéw [34]. Muzic 1 wsp. przeprowadzili
badanie retrospektywne 1 wykazali, ze $rednia wieku rozpoznania raka kolczystokomorkowego
skory wyniosta 70,5 lat z przewagg mezczyzn (55,1%) nad kobietami (44,9%). Ponadto w
przypadku pacjentéw w wieku ponizej 40 roku zycia cz¢stos¢ wystgpowania SCC byta wyzsza u

mtodych kobiet niz u me¢zezyzn [35].

Chociaz rak podstawnokomoérkowy jest czestszym rakiem skory, to rak
kolczystokomorkowy ma wyzszy potencjat tworzenia przerzutdw odlegtych. Wedtug danych
literaturowych jest to okoto 5% wszystkich przypadkow SCC w porownaniu z BCC, ktory daje
przerzuty jedynie w 0,003-0,1% przypadkow [36].

W Polsce brak jest szczegdélowych danych dotyczacych zachorowalnosci na raka
kolczystokomorkowego skory. Wynika to z faktu, ze w Krajowym Rejestrze Nowotworow, rak
podstawnokomorkowy oraz kolczystokomérkowy, sa zaliczane do wspdlnej grupy
nieczerniakowych nowotworow skory. Z danych Krajowego Rejestru Nowotworow, wynika, ze
zachorowalno$¢ na raka skéry w Polsce wsrod mezczyzn i kobiet w latach 1990-2010 wzrosta z

3952 do 10053 o0sob (Ryc. 6) [37].

900 - - 300
800 -
- 250
700 - -
© =
5 600 - - 200 <
® g
@ 500 - -
2 - 150 ~
o 400 - 2
= 5
-§ 300 - - 100 E
L 200 - o
- - 50 ©
100 - I o
B
0 =5 | | | | | t——v'-_-?-z—'c-/_L T T 0
< OO OO OO O OO O m < O < O+
G W S S Mmoo ¥ o o i o
O n O n O n O n O n O n O un o
- 4 N NN N T NN W O SN~
m Mezczyzni - liczba Kobiety - liczba
e=mm|\/€2CZYZNi - WSP. SUTOWY Kobiety - wsp. surowy

Ryc. 6. Trendy zachorowalnosci na raka skory w Polsce w latach 1990-2010 (dane z

www.onkologia.org.pl)
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zachorowan u obu plci odnotowuje si¢ w 6smej dekadzie zycia (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Zachorowalnos$¢ na raka skéry w Polsce w latach 2008-2010 w zaleznosci od wieku

(dane z www.onkologia.org.pl)

W 2017 r. odnotowano w Polsce 13 478 nowych przypadkow rakow skoéry (BCC 1 SCC
tacznie) - 6543 u mezezyzn i 7025 u kobiet, ktore przektadaja si¢ odpowiednio na zachorowalnosé

w odsetku procentowym 7,9% i 8,5% [38].

Glownym czynnikiem prowadzagcym do rozwoju raka kolczystokomodrkowego jest
nadmierna dawka promieniowania ultrafioletowego. Narazenie na nadmierne promieniowanie UV
ma zwigzek m.in. z czestsza migracja osob z jasnym fototypem skory do regionow o duzym
nastonecznieniu, korzystanie z lamp opalajacych emitujacych promieniowanie UV (solaria), a
takze narazenie zawodowe na promieniowanie UV u osob pracujgcych na zewnatrz oraz nie
korzystajacych z fotoprotekcji [1]. Z globalnego punktu widzenia destrukcja warstwy ozonowej,
naturalnie chronigcej nas przed promieniowaniem ultrafioletowym, skutkuje tym, ze wiecej
promieni UV dociera do powierzchni ziemi. Kolejnym czynnikiem ryzyka jest stosowanie lekow
immunosupresyjnych, zwlaszcza u biorcow przeszczepoOw narzadow. Wedlug danych
literaturowych w poréwnaniu z populacjg og6lna, biorcy przeszczepu narzadu litego maja od 65
do 250 razy wigksze ryzyko zachorowania na SCC, ktorego przebieg moze by¢ agresywniejszy

niz u oséb immunokompetentnych [39,40].
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Do czynnikow ryzyka mogacych prowadzi¢ do rozwoju SCC zalicza si¢ rOwniez: narazenie
na substancje rakotworcze (arsen, azbest, smota), promieniowanie jonizujgce, palenie tytoniu,
przewlekte owrzodzenia skory, infekcje wirusem brodawczaka ludzkiego HPV [41]. Z czynnikoéw
endogennych wptywajacych na wzrost ryzyka wystapienia SCC naleza niektére choroby
genetyczne (wrodzone pecherzowe oddzielanie si¢ naskorka, nabtonkowa dysplazja
brodawkowata, xeroderma pigmentosum — skora pergaminowa i barwnikowa) oraz zespoty

niedoboru odpornosci (Ryc. 8) [1].

Ryc. 8. Czynniki zwigkszajace ryzyko wystapienia raka kolczystokomdrkowego skory [1].

2.3. Diagnostyka raka kolczystokomérkowego skory

Diagnostyka raka kolczystokomorkowego skory opiera si¢ na ocenie obrazu klinicznego,
zastosowaniu dermatoskopii oraz, jezeli istnieje taka mozliwo$¢, zastosowaniu refleksyjnej
mikroskopii konfokalnej. Ztotym standardem diagnostycznym pozostaje pobranie wycinka skory
do badania histopatologicznego.
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Ryc.9. Ognisko raka kolczystokomoérkowego u nasady nosa pacjentki o jasnym fototypie skory.

W wywiadzie przewlekta ekspozycja na promieniowanie UV. (zdjecie wiasne Tatsiany Damps)

Rak kolczystokomodrkowy skory najczesciej wystepuje u 0sob starszych o jasnym fototypie
skory (Ryc. 9). Najczesciej zajmuje skére nosa, matzowin usznych, czerwien wargowa, skore
owlosionej gtowy (przewaznie u me¢zczyzn z cechami tysienia) oraz skore grzbietow rak. SCC
moze rowniez zajmowac blony §luzowe i ich granice. Klinicznie, rak kolczystokomorkowy skory
prezentuje si¢ jako zmiana rumieniowo-zluszczajaca; rumieniowo-naciekowa, dobrze
odgraniczona, z tuska na powierzchni, lub jako guz z nadzerka albo glebokim owrzodzeniem w

czesci centralnej zmiany [2].

Dermoskopia jest nieinwazyjng technikg diagnostyczng, ktora umozliwia ocen¢ in Vvivo
koloréw 1 mikrostruktur naskoérka, potaczen skorno-naskérkowych i skory wiasciwej przy 10-
krotnym powigkszeniu, co zwigksza doktadnos¢ diagnostyczng SCC w poréwnaniu z badaniem
nieuzbrojonym okiem [42]. Chociaz cechy dermoskopowe rogowacenia stonecznego, SCC in situ
1 inwazyjnego SCC w pewnym stopniu si¢ pokrywaja, istniejg rowniez pewne wazne wskazniki,
ktore mogg pomodc w rozpoznaniu i dalszym postgpowaniu (Ryc. 10,11) [43].

Refleksyjna mikroskopia konfokalna jest rzadziej dostgpng nieinwazyjna metoda
diagnozujaca raki skory, pozwalajaca na obserwacje pelnej grubosci naskoérka oraz skory
wlasciwej do glebokosci warstwy brodawkowatej. Daje to mozliwo$¢ wykonania tzw. ,,wirtualnej
biopsji” bez konieczno$ci interwencji dermatochirurgicznej. W zmianach o cechach SCC, w
gornych warstwach naskorka widoczna jest dezorganizacja jego prawidlowej architektury lub
atypowy wzor plastra miodu [44]. Na poziomie warstwy kolczystej w 65% przypadkach stwierdza
si¢ okragle komorki z jadrem komorkowym odpowiadajace atypowym keratynocytom lub

komorkom dyskeratotycznym, z kolei w gornej czgéci skory wiasciwej u 90% pacjentow
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obserwuje si¢ poprzecznie ulozone naczynia krwiono$ne [45]. Za pomocag refleksyjnej

mikroskopii konfokalnej ocenia si¢ rowniez ex vivo margines usunigtej zmiany [46].

W przypadkach z histologicznie nietypowym obrazem zmiany skornej, wykonuje si¢
barwienia immunohistochemiczne na obecnos$¢ keratyn CK5/6, AE1/AE3, oraz ekspresj¢ p63,
p16, p53, Ki-67 [2]. Przy podejrzeniu naciekania przez nowotwor otaczajacych tkanek, wskazane
jest poszerzenie diagnostyki o badania obrazowe (tomografie komputerowa, rezonans
magnetyczny) oraz wykonanie aspiracyjnej biopsji cienkoigtowej lub pobranie catego wezta

chtonnego (wezta wartowniczego) w sytuacjach podejrzenia zaj¢cia weziow chtonnych [46,47].

Wczesne rozpoznanie SCC pozwala na wdrozenie leczenia chirurgicznego guza
nowotworowego, co zmniejsza ryzyko przerzutdéw oraz redukuje $miertelnos¢ spowodowang
nieoperacyjnym naciekaniem lub przerzutowym SCC. Do czynnikow wysokiego ryzyka nawrotu
nowotworu w przypadku SCC nalezg: wielko$¢ zmiany skornej powyzej 2 cm 1 grubo$¢ powyzej
2 mm (IV-V poziom wg Clarka), nieostro odgraniczone brzegi, nawrotowy przebieg, stosowanie
leczenia immunosupresyjnego, wczesniejsza radioterapia, przewlekly stan zapalny w obrebie
tkanek guza, szybki jego wzrost, pojawienie si¢ towarzyszacych objawdw neurologicznych,
nacieki okolonerwowe oraz opisany w badaniu histopatologicznym niski stopien zrdznicowania

G3 [48].

Ryc. 10. Obraz dermoskopowy ogniska skory zmienionej przez rogowacenie stoneczne — rozetki
na podtozu rumieniowym, zaznaczone czarnymi strzatkami. Powigkszenie 10x. (zdj¢cie whasne

Tatsiany Damps)
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Ryc. 11. Obraz dermoskopowy ogniska raka kolczystokomorkowego skory — hiperkeratotyczny
strup w cze$ci centralnej zmiany, polimorficzne naczynia krwiono$ne, naczynia typu szpilki
(wymienione cechy zaznaczono czarnymi strzatkami). Powigkszenie 10x. (zdjgcie wtasne

Tatsiany Damps)

2.4. Wspolczesne metody leczenia raka kolczystokomérkowego skory

Usunigcie chirurgiczne ogniska raka kolczystokomorkowego skory w catosci z
zachowaniem dobrego efektu estetycznego jest priorytetem w postgpowaniu terapeutycznym.
Schemat mozliwych metod leczniczych zostat przedstawiony na rycinie 12 [2]. Przy wyborze
metody leczenia istotny jest typ histopatologiczny nowotworu, stopien jego zaawansowania oraz
glebokos¢ nacieku, $rednica i lokalizacja zmiany skornej, a takze stan ogolny pacjenta i obecno$¢

choréb towarzyszacych.
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Podejrzenie SCC
1.0cena kliniczna
- Badanie catej skory
- Badanie weztow chtonnych
2.Dermoskopia
3.0cena histopatologiczna

)

Rozpoznanie SCC
- Badanie obrazowe*

- Analiza czynnikow ryzyka
nawrotu nowotworu

Zmiana wysokiego ryzyk

Zmiana niskiego ryzyka

Leczenie operacyjne Leczenie operacyjne Leczenie operacyjne

moiliwe do przeprowadzenia niemo:liwe do Leczenie operacyjne mozliwe niemozliwe do przeprowadzenia
rzeprowadzenia do przeprowadzenia - . .
- Mikrochirurgia Mohsa przepre ze Radioterapia
(preferowana) - Radioterapia - Krioterapia
- Wyciecie chirurgiczne w - Chemioterapia - Wyciecie chirurgiczne w - 5-Fluorouracyl
catosci marginesem 10mm - Kwalifikacja do badarn catoéci z marginesem 6mm - Imikwimod
klinicznych

- PDT (terapia fotodynamiczna)

Ryc. 12. Schemat proponowanego postgpowania terapeutycznego w przypadku raka
kolczystokomorkowego skory [2]. *W przypadku podejrzenia zmiany zaawansowanej lub nacieku
na tkanki migkkie, kosci, naczynia itd. (MRI lub TK).

2.4.1. Metody leczenia raka kolczystokomérkowego wysokiego ryzyka

W procesie terapeutycznym raka kolczystokomoérkowego wysokiego ryzyka powinien by¢
zaangazowany wielospecjalistyczny zespdt lekarzy. Wycigcie chirurgiczne pierwotnego SCC
wysokiego ryzyka jest zalecane zawsze, gdy jest to mozliwe, z marginesem chirurgicznym
wynoszagcym 10 mm [49]. Preferowane jest przeprowadzenie Srodoperacyjnej analizy
doszczetno$ci zabiegu z zastosowaniem mikrochirurgii Mohsa [50]. Metoda ta polega na
warstwowym wycinaniu guza ze srédoperacyjng oceng zamrozonych skrawkow pochodzacych z
brzegow oraz dna okolicy po wycietym guzie (Ryc. 13). Poszczegdlne wycinki sg oznakowywane,
aby w nastepstwie uzyskanych wynikow poszerzy¢ wytacznie te marginesy operacyjne, w ktorych

stwierdzono komorki nowotworowe. Przekrojenie tkanki w kierunku poziomym umozliwia
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zbadanie pod mikroskopem praktycznie 100% marginesu tkanki (marginesy obwodowe i
glebokie). Proces ten powtarza si¢ az do uzyskania negatywnego wyniku histologicznego

obecnosci komorek nowotworowych [51].

Radioterapia (RT) moze by¢ proponowana jako leczenie pierwszego rzutu, gdy chory nie
moze by¢ zakwalifikowany do zabiegu operacyjnego. W przebiegu raka kolczystokomoérkowego,
u chorych z rozpoznanymi przerzutami regionalnymi lub odleglymi, stosuje si¢ substancje
cytostatyczne takie jak cisplatyna, karboplatyna i 5-fluorouracyl (5-FU). Moga by¢ one stosowane
zarOwno w monoterapii, jak 1 w schematach tagczonych. W aktualizacji National Comprehensive
Cancer Network (NCNN) z 2022 roku zatwierdzono opcje stosowania karboplatyny z lub bez
paklitakselu, w skojarzeniu z radioterapig [52]. Radioterapia moze by¢ rowniez stosowana jako
leczenie adiuwantowe w przypadku niekompletnego wycigcia zmiany rakowej bez mozliwosci
reoperacji, a takze w przypadku zajecia tkanek okotonerwowych, przerzutow do weztow
chlonnych lub zmian o charakterze nawrotowym. Ponadto sg badania wykazujace lepszy wynik
leczenia chirurgicznego w polaczeniu z radioterapia adiuwantowa [53, 54].

W pozostatych przypadkach, dyskwalifikujacych pacjenta z wyzej wymienionych metod
leczniczych, nalezy rozwazy¢ wdrozenie leczenia biologicznego [55]. Najbardziej obiecujace
wyniki otrzymano przy zastosowaniu inhibitoréw receptora naskorkowego czynnika wzrostu
(EGFR). EGFR wykazuje silng ekspresj¢ w przerzutowych SCC, a jego nadekspresja w
pierwotnych SCC jest czynnikiem niekorzystnym rokowniczo [56]. W tym przypadku, leczenie
polega na stosowaniu przeciwcial monoklonalnych, takich jak cetuksymab lub panitumumab,
blokujacych aktywacje¢ EGFR, lub malych czasteczek, np. gefitynibu lub erlotynibu,
skierowanych na wewnatrzkomoérkowa domeng receptora hamujacych jego wewnatrzkomorkowe
przekaznictwo. Leczenie cetuksymabem przyniosto obiecujagce wyniki w kilku badaniach
klinicznych [57-59]. Skutecznos¢ erlotynibu i gefitynibu wydaje si¢ by¢ mniejsza [60,61].

Druga $ciezka zastosowania celowanej immunoterapii w  leczeniu raka
kolczystokomorkowego dotyczy oddzialywania na receptor programowanej $mierci-1 (PD-1),
znajdujacy si¢ na powierzchni limfocytow T. W analizach pierwotnych danych fazy 2 badania
klinicznego u pacjentow otrzymujacych cemiplimab wykazano znaczng aktywnosc¢
przeciwnowotworowa 1 akceptowalny profil bezpieczenstwa. Cemiplimab jest ludzkim
przeciwcialem monoklonalnym IgG4 o wysokim powinowactwie do receptora programowanej

$mierci komorki [62].

33



2.4.2. Metody leczenia raka kolczystokomorkowego niskiego ryzyka

2.4.2.1. Leczenie chirurgiczne

Zawsze, gdy jest to mozliwe, bioragc pod uwage stan ogdlny pacjenta, chirurgiczne

wyciecie guza jest leczeniem pierwszego wyboru u pacjentOw z rozpoznanym ogniskiem raka

kolczystokomérkowego skory, niezaleznie od wieku 1 lokalizacji anatomicznej [49].

Standardowe wyciecie zmiany skornej o niskim ryzyku nawrotu polega na zachowaniu 6-

milimetrowego marginesu tkanek makroskopowo niezmienionych. W wiekszosci przypadkow

SCC metoda ta prowadzi do catkowitego wyleczenia. Z onkologicznego punktu widzenia

ubytek chirurgiczny powinien by¢ odtworzony przy uzyciu technik, ktére nie powoduja

mobilizacji otaczajacych tkanek, takich jak bezposrednie zamknigcie lub przeszczep, natomiast

rekonstrukcja za pomoca ptatow skornych moze by¢ zalecana dopiero po upewnieniu si¢, ze

guz zostal catkowicie usuniety [63].
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Ryc. 13. Schemat wycigcia chirurgicznego raka skory zgodnie z zastosowaniem metody

Mohsa. W trakcie zabiegu wykonywana jest srodoperacyjna ocena histopatologiczna skrawkow

zmiany
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2.4.2.2 Farmakologiczne metody leczenia

W przypadkach powierzchownych ognisk SCC niskiego ryzyka, w tym SCC in situ,
moga by¢ stosowane leki miejscowe, zawierajace 5-fluorouracyl lub imikwimod, a na ogniska

rogowacenia stonecznego takze preparaty zawierajace diklofenak [64,65].

Mechanizm dziatania 5-fluorouracylu, analogu pirymidyny, jest wielotorowy, ale
najwazniejszym punktem jest wigzanie si¢ z syntaza tymidylanowa za posrednictwem
kofaktora 5,10-metylenotetrahydrofolianu. Prowadzi to do zahamowania syntezy tymidyny,
zahamowania replikacji DNA a w konsekwencji do indukcji apoptozy [66]. Co ciekawe, w
nawigzaniu do poszukiwania NOwych preparatéw o dziataniu przeciwnowotworowym, analogi
5-FU zostaly znalezione w gabce morskiej Phakellia fusca, pochodzacej z okolic wysp Xisha
na Morzu Potudniowym w Chinach [67].

W przeprowadzonym na duzg skal¢ randomizowanym badaniu klinicznym z podwojnie $lepa
proba, kontrolowanym placebo (932 osoby), stwierdzono, ze leczenie 5% 5-FU (dwa razy
dziennie przez okres do 4 tygodni) prowadzito do catkowitego ustapienia zmian o charakterze
rogowacenia stonecznego u 38% pacjentow w poréwnaniu z 17% pacjentow w grupie
kontrolnej [68]. Podczas gdy w praktyce klinicznej zazwyczaj stosuje si¢ 5% krem 5-FU, w
mniejszym badaniu (21 pacjentow) wykazano, ze codzienne stosowanie 0,5% kremu 5-FU
(przez 4 tygodnie) byto réwnie skuteczne w leczeniu AK, jak stosowanie dwa razy dziennie 5%
kremu 5-FU [69]. W tym badaniu 67% i 47% zmian uleglo redukcji po zastosowaniu
odpowiednio 0,5% i 5% kremu. Zgodnie z oczekiwaniami, preparat 0,5% byt lepiej tolerowany

przez pacjentow ze wzgledu na redukcje bolu, rumienia i podraznienia skory.

W przypadku leczenia SCC in situ za pomoca kremu zawierajacego 5% 5-FU, badania wstgpne
wykazaly, ze odsetek wyleczen po 12 miesigcach od zakonczenia terapii wynosit od 48% do
69% (przy codziennym stosowaniu przez 1 tydzien i stosowaniu dwa razy dziennie przez

kolejne 3 tygodnie) [70,71].

Imikwimod jest agonista receptora Toll-podobnego (TLR)-7, ktéry dziata jako
miejscowy modyfikator odpowiedzi immunologicznej. Receptory TLR, znajdujace si¢ na
powierzchni komodrek dendrytycznych, monocytéw, makrofagow i komoérek Langerhansa,
sprzyjaja aktywacji wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej, co prowadzi do
uwolnienia cytokin i chemokin. Ponadto, imikwimod wywotuje bezposredni efekt
apoptotyczny na komorki nowotworowe [72]. Imikwimod jest stosowany w postaci kremu w

stezeniach 5%, 3,75% 1 2,5% na ogniska rogowacenia stonecznego zlokalizowanego na twarzy
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lub skorze gltowy. Do najczescie] zglaszanych dzialan niepozadanych zwigzanych ze
stosowaniem imikwimodu nalezg $wiad, pieczenie, bl w miejscu aplikacji, a nierzadko
powstanie nadzerek [73]. Z uwagi na czeste wystepowanie niepozadanych odczyndw skornych
oraz konieczno$¢ powtarzania aplikacji miejscowych preparatow imikwimodu i 5-FU, taka

metoda leczenia moze nie by¢ preferowana przez kazdego pacjenta [74].

Diklofenak jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym, blokujacym enzym
cyklooksygenazg 2, ktorego gldéwnymi funkcjami sg stymulacja proliferacji komorek i
angiogenezy oraz hamowanie apoptozy komodrkowej [75]. W leczeniu rogowacenia
stonecznego stosuje si¢ postaé¢ 3% zelu diklofenaku w 2,5% kwasie hialuronowym,
stosowanym dwa razy dziennie przez 60-90 dni. Catkowita odpowiedz na leczenie sigga 58%
w 30-dniowej terapii [75]. Gupta i wsp. wykazali podobng skuteczno$¢ diklofenaku w
odniesieniu do 5-FU i 5% imikwimodu w zakresie catkowitego ustapienia zmian skornych o
morfologii AK [76]. Badanie przeprowadzone przez Nistico i wsp. takze wykazato dobra
tolerancj¢ 1 korzystny profil farmakoekonomiczny diklofenaku w leczeniu rogowacenia

stonecznego [77].

2.4.2.3. Inne metody leczenia raka kolczystokomorkowego skory niskiego
ryzyka

Oproécz leczenia chirurgicznego 1 farmakologicznego, dobrze tolerowana przez
pacjentow jest metoda kriochirurgii zmian skornych o morfologii AK i SCC in situ. Krioterapia
z zastosowaniem cieklego azotu jest szeroko stosowang metoda przeprowadzang w warunkach
gabinetu lekarskiego bez znieczulenia [78]. Za pomocg urzadzenia rozpylajacego ciekty azot o
temperaturze w przedziale od -50 do -60°C, tworza si¢ wewnatrzkomorkowe i
zewnatrzkomoérkowe krysztatki lodu, co uszkadza nieprawidtowe komorki poprzez kriolizg,
zast0j naczyniowy i apoptoze [79]. Odnotowany odsetek catkowitego ustgpienia zmian przy
zastosowaniu metody kriochirurgii wynosi od 39% do 76%, a wigksza skuteczno$¢

odnotowano, gdy kriochirurgia bylta skojarzona z leczeniem miejscowym [80].

Terapia fotodynamiczna (PDT) (ang. photodynamic therapy) jest kolejng
matoinwazyjna metoda leczenia m.in. AK i SCC in situ, ktoéra polega na wykorzystaniu
srodkoéw fotouczulajgcych, takich jak kwas 5-aminolewulinowy (5-ALA) i ester metylowy 5-
ALA (MAL), ktore selektywnie gromadzg si¢ w atypowych keratynocytach i pod wptywem
promieniowania elektromagnetycznego blizszej podczerwieni o dlugosci fali A = 610 nm

ulegaja wzbudzeniu. Prowadzi to do wytworzenia reaktywnych form tlenu na drodze procesow
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fotochemicznych 1 fizycznych, co skutkuje bezposrednim uszkodzeniem komorek [80,81].
Zastosowanie PDT w przypadku SCC in situ wigze si¢ z wyzszym odsetkiem nawrotow, a
trwaly wskaznik szacowanych catkowitych odpowiedzi ma duzg rozbieznosc¢ (48%-89%), co
wynika z r6znic w wykonywanych technikach PDT [47,82,83]. Analiza dost¢pnych danych z
piSmiennictwa wskazuje, ze¢ MAL-PDT cechuje si¢ wyzszg skutecznos$cig od 5-FU i

kriochirurgii [47,82].

Pozostale, nie wymienione w danym rozdziale metody leczenia, s3 mniej skuteczne lub

znajdujg si¢ fazie trwajacych badan klinicznych [65].

2.5. Substancje naturalne 0 potencjalnym dzialaniu
przeciwnowotworowym
Obecnie stosowane standardowe metody leczenia nowotwordw sg czesto nieskuteczne
oraz obarczone licznymi dziataniami niepozadanymi. W zwigzku z tym naukowcy z calego
$wiata prowadzg badania nad opracowaniem bezpieczniejszych i skuteczniejszych metod
terapii przeciwnowotworowej. Badania prowadzone na szeroka skale wykazaty, ze bioaktywne

zwigzki pochodzenia naturalnego moga by¢ uzyteczne w zapobieganiu i leczeniu nowotworow

[84-97].

2.5.1. Rozne zrodla pozyskiwania substancji 0 dzialaniu

przeciwnowotworowym

Z doniesien literaturowych wynika, Ze najwigcej substancji o dzialaniu
przeciwnowotworowym wyizolowano z produktow pochodzenia ro$linnego. Do takich
substancji naleza m.in. fenole, flawonoidy, alkaloidy i wiele innych. Fenole posiadaja
udowodnione dziatanie cytotoksyczne w stosunku do r6znych nowotwordéw, a mechanizm ich
dziatania opiera si¢ na drodze indukcji apoptozy. Przykladowym zwiazkiem fenolowym jest
kurkumina pozyskiwana z ktacza kurkumy (tac. Curcuma specie) [86]. Badania przedkliniczne
wykazaty, ze kurkumina hamuje proces kancerogenezy w wigkszosci nowotwordw, w tym
jelita grubego, trzustki, zotadka i prostaty. Ponadto kurkumina dziata jako chemio-uczulacz,
powodujac zwigkszenie aktywnosci innych preparatow o dziataniu przeciwnowotworowym w
przypadku guzéw opornych na chemioterapie [87,88]. Potwierdzono, ze kurkumina zwigksza
wrazliwos¢ komoérek nowotworowych na doksorubicyne poprzez blokowanie szlaku
sygnalizacyjnego NF-kP. Szlak NF-kf jest zaangazowany w cytotoksyczne dziatanie

doksorubicyny i jej analogow [89]. Podobne dziatanie cytotoksyczne w stosunku do komoérek
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nowotworowych wykazuje imbir lekarski (tac. Zingiber officinale), zawierajacy kompleks

r6znych fenoli [86].

Kolejng interesujaca grupg zwigzkow bioaktywnych sg flawonoidy. Yang i wsp.
udowodnili, ze stosowanie w diecie flawonoidow zmniejsza ryzyko zachorowania na raka
okreznicy 1 sutka [90]. Do rodziny flawonoidéw nalezy m.in. genisteina, bedaca fitosterolem
dziatajagcym na nowotwor wywodzacy sie z uktadu krwiotworczego. Genisteina hamuje kinazy
tyrozynowe, proces angiogenezy oraz zatrzymuje cykl komérkowy w fazie G2/M, prowadzac
do indukcji apoptozy komorek biataczkowych [87]. Flawonoidy moga by¢ pozyskiwane
zarobwno z ro§lin jak 1 mikroorganizméw np. bakterii z typu Actinobacteria, czyli
promieniowcoOw. Promieniowce wytwarzajg zwiazki o dziataniu przeciwbakteryjnym, a takze

o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym [91].

W badaniach nad linig komorek raka kolczystokomorkowego stwierdzono, ze ekstrakt
z gorzkiego melona (tac. Momordica charantia) hamuje proliferacj¢ i metabolizm komorek
SCC w badaniach in vitro, indukujac ich apoptoz¢ oraz wzmacnia system obrony

immunologicznej [92].

Do obecnie stosowanych lekéw w klinicznej terapii onkologicznej naleza takie
fitochemiczne substancje jak alkaloidy (winblastyna, winkrystyna), taksany (paklitaksel),
antracykliny (doksorubicyna, idarubicyna) [93,94]. Leki te cz¢sto powodujg wystgpienie
powaznych dzialan niepozadanych (ci¢zkie reakcje nadwrazliwos$ci, zahamowanie czynnosci
szpiku kostnego, leukopenig, bole stawowe i migéniowe, zaburzenia zotagdkowo-jelitowe i
inne). Ze wzgledu na swdj unikalny mechanizm dziatania przeciwnowotworowego, jednym z
najbardziej skutecznych i szeroko stosowanych naturalnych lekow przeciwnowotworowych
jest paklitaksel. Jest on trojpierscieniowym zwigzkiem diterpenoidowym naturalnie
wytwarzanym w korze i igtach drzewa Taxus brevifolia. Paklitaksel promuje taczenie si¢
tubuliny w mikrotubule i zapobiega rozpadowi mikrotubul, blokujac w ten sposob postep cyklu

komorkowego, zapobiegajac mitozie 1 hamujgc wzrost komorek nowotworowych [95].

W literaturze dostgpne sg rowniez informacje o przeciwnowotworowym dziataniu substancji
pochodzenia zwierzecego. Golpich i wsp. ocenili przeciwnowotworowe dziatanie osocza karpia
zwyczajnego (tac. Cyprinus carpio) na komorki raka sutka [96]. Badano wplyw osocza
hibernujacego na zywotnos$¢, morfologie oraz migracje komorek, tempo apoptozy i1 rozktad
cyklu komérkowego komorek raka sutka. Badanie wykazato, ze osocze hibernujace znaczaco

zmniejszalo  zywotno$§¢ komodrek nowotworowych, jednoczesnie nie wykazujac
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cytotoksycznego dzialania wobec fibroblastow podscieliska. W tych eksperymentach pod
wptywem osocza przedstawiono indukcje apoptozy i zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie

G2/M oraz zahamowanie migracji komorek nowotworowych.

Jeyamogan i wsp. opublikowali interesujace wyniki dotyczace wpltywu surowicy pozyskanej
od warana paskowanego (tac. Varanus salvator), pytona siatkowego (tac. Malayopython
reticulatus) i zotwia sundajskiego (tac. Cuora kamaroma amboinensis) na komorki
nowotworowe raka prostaty, raka szyjki macicy, raka piersi i prawidlowe keratynocyty.
Wykorzystujac chromatografie cieczowa w polaczeniu ze spektrometrig mas, w osoczu warana
zidentyfikowano 123 peptydy o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym, z calo$ciowej
liczby 883 peptydow, 306 potencjalnych peptydow przeciwnowotworowych z 1074 peptydow

z osocza pytona oraz 235 z 885 peptyddw z osocza zotwia [97].

2.5.2. Keratyny

Wazng rolg w procesach diagnostycznych, wspomagajacych leczenie miejscowe i
transport lekéw oraz zastosowaniach kosmetycznych odgrywaja keratyny. Keratyny sa grupa
nierozpuszczalnych biatek wytwarzanych przez keratynocyty. W zalezno$ci od zawartosci
siarki w strukturze keratyn, co wprost przeklada na ich wytrzymatos¢, keratyny mozna
podzieli¢ na formy ,,mi¢kkie,, i ,,twarde” (Ryc. 14). Keratyny nablonkowe (keratyny migkkie)
znajduja si¢ w naskorku, blonie §luzowej jamy ustnej 1 innych tkankach wysScielonych
komorkami nabtonkowymi [98]. Zawarto$¢ siarki w ich strukturze nie przekracza 3% [117].
Keratyny tworza wewnatrzkomérkowe sieci filamentéw posrednich, ktéore stanowia
rusztowanie dla komorek nabtonka i tkanek, aby te moglty wytrzymac¢ naprezenia mechaniczne
i zachowac integralno$¢ strukturalng. Keratyny sg zaangazowane w procesy fizjologiczne
komorki, tj. adhezje, migracje 1 réznicowanie [99]. Jak rowniez  zaangazowane w
wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne, np. ochron¢ przed stresem oksydacyjnym,
apoptoze i gojenie ran [100, 101]. Na przyktad, keratyna-17 (KRT-17) jest odpowiedzialna za
proliferacje keratynocytow. Keratynocyty pozbawione KRT-17 sa mniejsze, maja obniZzong
szybkos¢ translacji biatek zwigzang z obnizonym sygnatem mTOR/AKT, co ma bezposredni

wplyw na proliferacje keratynocytow [102].

Poza keratynami nabtonkowymi, forma keratyn ,,twardych” wystepuje w przydatkach
skory, sg one klasyfikowane jako a-keratyny (wystepujace we wlosach lub weknie) i -keratyny
(wystepujace w pidrach ptakow 1 tkankach gadow) [103]. Keratyny twarde posiadajg liczne

wigzania disiarczkowe, dzieki ktorym majg wyjatkowo wytrzymalg strukture, ale
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charakteryzuja si¢ gorszg rozpuszczalnoscig. Zawartos¢ siarki w ich strukturze przekracza 3%

[117].

keratyna miekka

| B

(<3% siarki)

a-keratyna

—

keratyna twarda
(>3% siarki)

Ryc. 14. Uproszczona klasyfikacja protein keratynowych w zalezno$ci od zawartos$ci siarki
oraz struktury drugorzedowej analizowanej za pomoca dyfrakcja promieniowania

rentgenowskiego (zmodyfikowano na podstawie [122]).

Nalezy wspomnie¢, ze niektore klasy keratyn wykazuja charakterystyczne wzorce
ekspresji w ludzkich nowotworach. Keratyny s3a zwigzane z procesem nowotworzenia i
przerzutami réznych nowotwordéw, w tym raka jelita grubego, ptuc i sutka, i sg szeroko
stosowane jako biomarkery diagnostyczne w nowotworach skory, takich jak czerniak [104].
Markowicz i wsp. wykazali wlasciwosci przeciwnowotworowe fragmentow peptydowych

wyizolowanych z wtosow ludzkich w stosunku do komorek czerniaka [18].

Wiele grup badawczych na calym $wiecie poszukuje nowych terapii
antynowotworowych, ktore opieraja si¢ na wykorzystaniu biomateriatdw pochodzenia
naturalnego. Znajac wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne keratyn, udowodniono, ze
moga one by¢ zastosowane w celach biomedycznych [105, 106]. Obecnie keratyny
wykorzystywane sg jako sktadowe opatrunkéw przy trudno gojacych si¢ ranach, w dostarczaniu
1 uwalnianiu lekéw, a takze w przemysle kosmetycznym. Biomateriaty keratynowe posiadaja
takie cechy jak biokompatybilno$¢, biodegradowalnos¢ 1 bioaktywnos$¢. Charakteryzujg si¢ one
rowniez hydrofilowa powierzchnig, ktorej nie posiada wiele syntetycznych polimerow [107].
Biokompatybilno§¢ mozna zdefiniowa¢ jako zdolno$¢ materiatdw do oddziatywania z
komoérkami gospodarza bez wywotywania systemowej 1 miejscowej cytotoksycznosci,

mutagenezy, kancerogennosci, reakcji alergicznych lub indukcji stanu zapalnego [108]. W
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kilku badaniach in vitro na réznych liniach komoérkowych wykazano, ze biomateriaty
keratynowe sg biokompatybilne i wspomagaja wzrost komoérek [109-112]. Yamauchi i wsp.
wykazal, ze podtoze pokryte keratyna wykazato lepsza adhezj¢ i wzrost fibroblastow w

poréwnaniu z podtozami pokrytymi kolagenem [111].

Niezaleznie od zrddta keratyny (wtosy, welna lub piéra), materiaty te wykazuja pewne
wlasciwosci przeciwbakteryjne, ktore moga by¢ wzmocnione przez dodanie substancji
przeciwdrobnoustrojowych (np. nanoczastek srebra) lub lekow (np. mupirocyny) [112,113].
Konop i wsp. wykazali, ze sama nierozpuszczalna frakcja keratyn lub z dodatkiem nanoczastek
srebra wykazuje wlasciwosci antybakteryjne przeciwko S. aureus i E. coli w warunkach in vitro
[112,114]. Co wigcej, nie zaobserwowano cech infekcji bakteryjnej w ranach leczonych

opatrunkami na bazie keratyny u myszy z cukrzyca indukowang farmakologicznie.

Hydrolizaty keratyny staty si¢ standardowymi sktadnikami kosmetykow do wtosow i
paznokci. W zalezno$ci od masy czasteczkowej, wyrdzniamy frakcje hydrolizatow keratyny o
matej masie czasteczkowej, ktore tatwo przenikaja przez warstwg rogowa naskorka,
zwigkszajac nawilzenie skory; natomiast frakcje o duzej masie czasteczkowej tworza na
powierzchni naskorka film ochronny, poprawiajac funkcje barierowa skory [115]. Proces
otrzymywania rozpuszczalnych form keratyn wiaze si¢ z szeregiem trudnosci technicznych.
Keratyna trudno rozpuszcza si¢ w wodzie 1 rozpuszczalnikach organicznych oraz posiada
bardzo stabilng strukture dzieki migdzy- i wewnatrzczasteczkowym wigzaniom wodorowym
oraz silnym wigzaniom mostkow disiarczkowych. Dlatego tez strategie ekstrakcji keratyny z
roznych naturalnych substratow polegaja na rozszczepieniu wigzan dwusiarczkowych i
wodorowych w celu przeksztatcenia jej w forme¢ nieusieciowang, a tym samym zwigkszeniu
rozpuszczalno$ci. W literaturze dostepnych jest kilka metod ekstrakcji keratyny opracowanych
na przestrzeni lat. Gléwne metody ekstrakcji i rozpuszczenia keratyny klasyfikuje sie jako
chemiczne (redukcja, utlenianie, hydroliza, etc.), fizyczne (eksplozja pary wodnej, obrobka
woda przegrzana, ekstrakcja woda w stanie nadkrytycznym i1 promieniowanie mikrofalowe)
oraz biologiczne (mikrobiologiczne i enzymatyczne) [116]. Uwaza si¢, ze metody
enzymatyczne i mikrobiologiczne, w ktorych stosuje si¢ tagodniejsze warunki, pozwalajg na
zachowanie  wiasciwosci  biologicznych  keratyny  [117, 121]. Mikroorganizmy
keratynolityczne, reprezentowane przez niektore bakterie i grzyby keratynofilne, wykorzystuja
keratyne jako zrodto wegla, azotu, siarki oraz energii [121]. Ich aparat keratynolityczny jest
przystosowany do radzenia sobie z wtasciwosciami fizycznymi i chemicznymi keratyn. Dane

literaturowe wskazuja na skutecznos¢ enzymatycznej hydrolizy keratyn za pomocg keratynaz
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wytwarzanych przez bakterie z rodziny Bacillus subtilis [117]. Wykorzystanie za$ konkretnych
enzymow do hydrolizy keratyny pozwala na wybdr pozadanych wlasciwosci funkcjonalnych
w celu zastosowan biotechnologicznych keratyny. Na przyktad, potencjat keratyny w zjawisku

adhezji 1 proliferacji keratynocytow zostal uwzgledniony w produkcji opatrunkdéw na rany
[122].

Wetna, bedaca masowo produkowanym na skale $wiatowg odpadem organicznym, jest cennym
surowcem, ktory potencjalnie moze zastgpi¢ produkty syntetyczne w wielu branzach

(medycyna, kosmetologia czy rolnictwo) [118].
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3. ZALOZENIA I CEL PRACY

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja na przeciwnowotworowe wlasciwosci substancji
pochodzenia naturalnego. Szczegélnie interesujace sg wyniki prac badawczych dotyczace
wlasciwosci przeciwnowotworowych peptydow wyizolowanych ze zrodet, takich jak wtosy

czy wetna.

W Zaktadzie Neuropeptydéw, wykorzystujac metodyke opracowang przez Pana Profesora

Andrzeja W. Lipkowskiego, otrzymano hydrolizaty pochodzace z welny alpaki.

Opierajac si¢ na powyzszych informacjach sformulowano hipoteze badawcza, ze otrzymane
hydrolizaty z welny alpaki beda wykazywaé aktywno$¢ biologiczng, w tym

przeciwnowotworowa. Stad celem badan bylo:
1. Charakterystyka wtasciwos$ci fizykochemicznych hydrolizatow z welny alpaki.

2. Ocena wiasciwos$ci biologicznych otrzymanych hydrolizatow welny, ze szczegélnym
uwzglednieniem ich wptywu na zywotno$¢ komorek raka kolczystokomdrkowego oraz

prawidlowych keratynocytow.

3. Poréwnanie dziatania obnizajacego zywotnos¢ komorek otrzymanych hydrolizatow z
welny alpaki do dziatlania obecnie stosowanych lekow w terapii raka

kolczystkomorkowego, w modelu in vitro.

4. Ocena interakcji hydrolizatow welny alpaki z substancjami przeciwnowotworowymi na

komorki raka kolczystokomorkowego in vitro.
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4, MATERIALY I METODY

4.1. Otrzymywanie hydrolizatow z welny alpaki

Procedura otrzymywania hydrolizatow z welny alpaki sktada si¢ z dwdch etapow - chemicznej

aktywacji oraz enzymatycznego trawienia [119]:
a) Chemiczna aktywacja

Na etapie chemicznej aktywacji badang probke welny alpaki (m=100g) umieszczano w
3% roztworze wodorotlenku sodu (NaOH) w temperaturze pokojowej (21°C) na okres 1
godziny. W celu utatwienia penetracji roztworu, probke mieszano z wykorzystaniem mieszadta
magnetycznego. Po zakonczeniu etapu chemicznej aktywacji probke welny przemywano woda
destylowang (doprowadzono do warto$ci pH ~ 7), odsaczano na saczku i uzywano nastepnie

do etapu enzymatycznego trawienia.
b) Enzymatyczne trawienie z wykorzystaniem pepsyny

Badang probke welny umieszczano w wodzie destylowanej (250 ml) a roztwor
doprowadzono do wartosci pH=1,7, ktory jest optymalny dla dzialania pepsyny. Stosunek
enzymu do badanej probki wynosit 2%. Trawienie prowadzono w termostatowanej wytrzasarce
(T=37°C, RPM=150, t=24h). Nastepnie dezaktywowano enzym poprzez ogrzanie probki do
temperatury 80°C. Po obnizeniu temperatury do 40°C 1 zakonczeniu enzymatycznego trawienia,
otrzymany przesacz zaggszczano poprzez odparowanie wody na wyparce obrotowej,
zamrazano a nastgpnie poddawano procesowi liofilizacji. Otrzymany produkt (frakcja
rozpuszczalna) zdefiniowano jako hydrolizat welny alpaki MRx. W trakcie przeprowadzonych
badan otrzymano i zbadano nast¢pujace preparaty: MR1, MR2, MR3, MR4 (Ryc. 15). Frakcja

stata w niniejszej pracy nie byla badana.

44



Frakcja

Hydrolizat

/ rozpuszczalng
Produkt
We}na ——) . . ——
"~ posredni
Aktywacja Enzymatyczna )
chemiczna hydroliza ra ata
NaOH Pepsyna

Ryc. 15. Schemat otrzymywania hydrolizatow z wetny alpaki.

4.2. Badanie zawartosci bialek i peptydéw w hydrolizatach z welny alpaki

Oznaczanie zawarto$ci biatka catkowitego 1 peptydow w hydrolizatach z welny
przeprowadzono przy uzyciu testu Micro Lowry Onishi & Barr Modification. Do
przygotowania krzywej kalibracyjnej jako wzorca uzyto albuminy surowicy bydlecej (BSA) w
0,85% chlorku sodu. 0,85% chlorek sodu stuzyt rowniez jako proba $lepa. 1 mg kazdej probki
rozpuszczono w 1mL 0,85% roztworu chlorku sodu. 200mL kazdej probki przeniesiono do
falkonow o pojemno$ci SmL, a nast¢gpnie dodano 2,2mL odczynnika Biureta. Zawartos¢
probowki natychmiast wymieszano i pozostawiono na 10 minut. Nastepnie dodano 100 uL
odczynnika fenolowego Folin & Ciocalteu, wymieszano i pozostawiono na 30 minut. Nastepnie
roztwory przeniesiono do studzienek 96-dotkowej ptytki ptaskodennej i zmierzono absorbancjg
przy dlugosci fali A=750 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Kazda z probek badano
jednoczesnie w czterokrotnym powtorzeniu, a kazdy z eksperymentow powtdrzono

dwukrotnie. Analizie poddano liofilizowane filtraty hydrolizatow.

4.3. Badanie skladu pierwiastkowego hydrolizatow z welny alpaki

W celu okreslenia procentowego sktadu pierwiastkow zawartych w hydrolizatach z welny
alpaki zostata wykorzystana technika dysfrakcji rentgenowskiej (XRD). Metoda ta stuzy do
analizy struktury substancji na poziomie atomow lub molekularnym. Obraz XRD otrzymanych

materiatow uzyskano za pomocg dyfraktometru Empyrean PANalytical przy uzyciu
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promieniowania Cu K o o dlugosci fali wigzki A=0,154nm. Materiat badany w tym

eksperymencie byt w postaci sproszkowane;.

4.4. Oznaczenie wlasciwosci przeciwbakteryjnych hydrolizatow z welny
alpaki
W celu okreslenia wiasciwosci przeciwbakteryjnych hydrolizatow wyizolowanych z
welny alpaki wykorzystano metod¢ dyfuzji w studni agarowej, elektroforeze kapilarng oraz

pomiary potencjatu zeta.

4.4.1. Metoda dyfuzji w studni agarowej

W badaniach wykorzystano szczep Escherichia coli (ATCC 25922) oraz
Staphylococcus aureus (ATCC 29213). Ptynnag pozywke ptynng Mueller-Hinton Il (20 ml)
zaszczepiano 1 kolonig E. coli lub S. aureus, hodowle inkubowano w temp. 37°C z
wytrzasaniem (180 rpm) przez 16 godzin. Nastgpnie z tak przygotowanej hodowli
przygotowano zawiesing o gestosci 0,5 w skali McFarland. W kolejnym kroku, na ptytke ze
statym podtozem Mueller-Hinton II naniesiono 100 pl zawiesiny bakterii E. coli lub S. aureus
i rozprowadzono glaszczka. W tak przygotowanych ptytkach, wyjatlowionym korkoborem
wycigto studnie agarowe o $rednicy 5 mm. Do studzienek dodano po ok. 100 pl zawiesiny
badanych hydrolizatow w stezeniach 1, 51 10%. Jako kontrole pozytywna zastosowano roztwor
ampicyliny (10 pg/ml). Ptytki inkubowano przez 18-20 godzin w temp. 35°C. Powstate strefy

hamowania wzrostu mierzono z wykorzystaniem suwmiarki.

4.4.2. Elektroforeza kapilarna

Pomiary elektroforetyczne przeprowadzono z wykorzystaniem elektoforezy kapilarnej Agilent
7100 series CE (Agilent Technologies) wyposazonej w detektor z matrycg diodowa (DAD).
Warunki prowadzenia elektroforezy byty nastepujace: kapilara o dtugosci efektywnej L=33,5
cm, o $rednicy wewngtrznej 75 um ID, bufor boranowy jako elektrolit wiodacy (20 mM) z
dodatkiem dodecylosiarczanu sodu (SDS) (30 mM), detekcja przy dtugosci fali A=214 nm,
napiecie U=20 kV, nastrzyk 20 mbarx20 s. Kazdg z badanych probek (E. coli; S. aureus; E. coli
plus hydrolizat; S. aureus plus hydrolizat) nastrzyknigto trzykrotnie.

Przed rozpoczgciem eksperymentu kapilar¢ wstgpnie kondycjonowano przez 10 min za
pomoca 1M roztworu NaOH w celu aktywacji wewnetrznej §ciany kapilary. Nastepnie kapilare
przeptukano buforem. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w temperaturze pokojowe;j

(25°C). Do pomiarow elektroforetycznych uzyto 0,5 ml bulionu bakteryjnego.
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4.4.3. Wyznaczenie potencjalu zeta

Potencjat zeta mierzono za pomoca analizatora wielkosci czasteczek Zetasizer Hardware 3000
I Zetasizer nano ZS (Malvern Instrument). Potencjal zeta jest wyznaczany na podstawie
ruchliwos$ci elektroforetycznej (u) w oparciu o rownanie Smoluchowskiego. Do pomiarow
potencjatu zeta dodawano po 5 ml wyjsciowej zawiesiny bakteryjnej do 10 ml odpowiedniego
buforu, a nastgpnie mieszank¢ wirowano przed przeniesieniem jej do polistyrenowej kuwety

Malvern w ksztatcie litery U.

4.5. Zwiazki chemiczne o uznanym dzialaniu przeciwnowotworowym

Jako substancje kontrolne, wykorzystano zwiazki stosowane w leczeniu rogowacenia
stonecznego oraz raka kolczystokomoérkowego skory. W badaniach zastosowano 5-
fluorouracyl i diklofenak. Mechanizm dzialania powyzszych zwigzkéw zostal opisany w

rozdziale ,,2.4.2.2. Farmakologiczne metody leczenia”.

4.6. Linie komorkowe

W badaniach wykorzystano nastgpujace linie komorkowe: komercyjnie dostepne lini¢
ludzkiego raka kolczystokomorkowego SCC-25 oraz lini¢ ludzkich keratynocytow HEKa, a

takze lini¢ keratynocytow wyizolowanych z materiatu klinicznego (sHEK).

Komorki raka kolczystokomorkowego SCC-25 (nr kat. ACC 617) zostaty zakupione z
Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizmow 1 Hodowli Komorkowych (DSMZ). Ludzkie
keratynocyty HEKa zostaty zakupione z firmy CellSystems (nr kat. FC-0025). Hodowle
komoérek SCC-25 prowadzono w pozywce Ham's F12/DMEM (1:1) z 20% obj. cieleca
surowicg ptodowa (FBS), 2 mM L-glutaming, 1 mM pirogronianem oraz 1% obj. roztworu
penicyliny i streptomycyny. Ludzkie keratynocyty HEKa hodowano w pozywce EpilLife
(Gibco) z dodatkiem suplementu Epi Life (Gibco) i 1% obj. roztworu penicyliny i
streptomycyny (Sigma Aldrich, Polska). Komorki inkubowano w temperaturze 37°C w
atmosferze 5% CO i wilgotnoscig 95%.
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4.7. Izolacja keratynocytow z materialu klinicznego

Keratynocyty wyizolowano z probek skory pobranych od zdrowych pacjentek po
operacji zmniejszenia piersi. Metoda zostala zatwierdzona przez Komisje Bioetyczna
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (nr zgody KB/283/2013). Keratynocyty izolowano
z wykorzystaniem enzymatycznej dysocjacji tkanek. Z pobranych fragmentow skory usuwano
tkanke tluszczowa. Nastepnie, bioptaty przeptukiwano roztworem PBS z 1% obj. antybiotyku
1 inkubowano w pozywce DMEM z dodatkiem dyspazy II (1 mg/ml) przez noc w temperaturze
4°C. Po inkubacji naskorek oddzielano mechanicznie od skory wlasciwej. Oddzielony naskorek
trawiono przez kilka minut w trypsynie z 0,05% obj. EDTA. Trypsyn¢ inaktywowano, dodajac
DMEM z 10% obj. FBS. Naste¢pnie zawiesing komoérek filtrowano przez sitko (@ 40 pum) i
wirowano przez 5 minut przy 1200 rpm. Supernatant delikatnie usuwano. Osad komorkowy
zawieszano w pozywce DMEM z 10% obj. FBS z 1% obj. roztworem antybiotykow i
amfoterycyny B. Komorki inkubowano w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO2 i
wilgotnoscia 95%. Po 24 godz. zmieniono pozywke na pozywke dedykowang do hodowli
keratynocytow EpiLife z 1% obj. antybiotyku. Hodowle prowadzono do uzyskania ok. 70%
konfluencji, a nastepnie komorki poddano charakterystyce fenotypowej. Wyizolowane

komorki oznaczone zostaty jako sHEK.

4.8. Charakterystyka fenotypowa wyizolowanych komérek

Do scharakteryzowania wyizolowanych komoérek sHEK zastosowano mysie
przeciwciatlo monoklonalne skierowane przeciwko cytokeratynie-14 (nr kat. sc-53253, Santa
Cruz). Komorki hodowano na szklanych szkietkach nakrywkowych (@12 mm) umieszczonych
w 24-dotkowych ptytkach. Komorki przeplukiwano trzykrotnie cieptym PBS, a nastgpnie
utrwalano z zastosowaniem 4% paraformaldehydu (PFA) w PBS przez 20 min w temperaturze
pokojowej. Blokowanie wigzan niespecyficznych prowadzono w 10% roztworze koziej
surowicy w PBS z dodatkiem 0,25% obj. Triton X przez 60 min w temperaturze pokojowej.
Nastepnie komorki inkubowano w temperaturze 4°C z przeciwciatem pierwszorzegdowym
rozcienczonym w mieszaninie blokujacej (1:300) przez noc. Po zakonczonej inkubacji,
komorki przeplukiwano trzykrotnie buforem PBS 1 inkubowano z przeciwciatem
drugorzgdowym skoniugowanym z fluorochromem AlexaFluor 488 (1:500; nr kat. A11003,
Invitrogen) przez 60 min w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Jadra komorkowe barwiono

barwnikiem Hoechst 33342 (10ug/ml). Preparaty zamykano za pomocg muonting medium. W
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celu wizualizacji wykorzystano mikroskop Axioscope z kamerg AxioCamMRCS5 1 systemem

konfokalnym LSM 510.

4.9. Badanie wplywu hydrolizatow na zywotno$¢ komorek

Oznaczenie zywotno$ci komoérek wykonano z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnego odczynnika CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega). Mechanizm dziatania odczynnika polega na redukc;ji soli tetrazolowej MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) do
formazanu w obecno$ci dehydrogenazy NADH (Ryc. 16). W wyniku redukcji soli MTS
dochodzi do zmiany zabarwienia roztworu z zéitego na brazowy. Intensywno$¢ barwy roztworu

jest wprost proporcjonalna do liczby komoérek aktywnych metabolicznie.

OCH,COOH 803 OCH,COOH

/ ‘}\1 / NO/
N=N® S

\( I CHj BH;

CH CH3
dehydrogenaza NADH
-
MTS Formazan
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5- (3-carboxymethoxyphenyl) 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan

-2- (4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium

Ryc. 16. Schemat przedstawiajacy redukcje soli tetrazolowej MTS do formazanu w obecnosci
dehydrogenazy NADH.

Na 96-dotkowe plytki wysiano zawiesing komorek HEK o gestosci 30 tys. komorek/ml lub
zawiesing komoérek SCC-25 o gestosci 20 tys. komorek/ml. Plytki inkubowano przez 24 godz.
w temperaturze 37°C. Nastepnie do komorek dodano badane hydrolizaty lub zwiazki kontrolne.
Koncowe stezenie dla hydrolizatéw wynosito: 0,1; 0,5 i 1%, natomiast stezenie zwigzkow
kontrolnych wynosito 0-100 uM. Ptytki inkubowano przez 24 i 72 godz., a nast¢gpnie do
wszystkich dotkéw dodawano 20ul roztworu MTS 1 inkubowano przez 2 godz. w temp. 37°C.
Pomiar absorbancji wykonywano przy dlugosci fali rowne; 490 nm. Doswiadczenie

przeprowadzono w trzech niezaleznych powtorzeniach.
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4.10. Badanie wplywu hydrolizatéow na migracje komorek

W celu zbadania wptywu hydrolizatow na zdolno$¢ komorek do migracji wykorzystano
test rysy (ang. scratch assay) in vitro. Polega on na mechanicznym wykonaniu rysy w warstwie
komorek w hodowli in vitro, a nastepnie obserwacji zdolnosci komorek do przemieszczania sie
(zarastania) w kierunku $rodka rysy. Ryse wykonuje si¢ najczeSciej przy uzyciu sterylnej

koncéwki do pipet o pojemnosci 10 lub 200 pl.

Komoérki SCC-25 wysiewano na ptytki 24-dotkowe w ilosci 50 tys. komorek na dotek i
inkubowano przez 24 godz. w temperaturze 37°C. Nastepnie, koncowka pipety (10ul) w
kazdym dotku wykonano ryse przebiegajaca przez $rodek dotka. Pozywke zawierajaca
oderwane komorki usuni¢to. Do komoérek dodawano po 0,5 ml §wiezej pozywki zawierajace;j
badane hydrolizaty w stezeniu 0,1 lub 0,5%. Wplyw hydrolizatéw na zdolnos¢ komorek do
migracji dokumentowano fotograficzne z wykorzystaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego
wyposazonego w kamerg. Zdjecia wykonano w okreslonych punktach czasowych: 0, 24, 48, 72
I 96 godz. Szybko$¢ migracji komoérek obliczano poprzez pomiar odleglosci pomigdzy
brzegami rysy w kazdym punkcie czasowym. Wyniki przedstawiono jako $rednig szerokos$¢

rysy w danym punkcie czasowym wraz z odchyleniem standardowym.

4.11. Badanie wzajemnego oddzialywania S-fluorouracylu i hydrolizatow
welny oraz 5-fluorouracylu i diklofenaku na zywotnos$¢ komorek
Badanie wzajemnego oddziatywania 5-fluorouracylu z hydrolizatami wyizolowanymi z

welny oraz 5-fluorouracylu i diklofenaku, a takze ich wplywu na Zywotno$¢ komorek

wykonano z zastosowaniem metody szachownicy (Ryc. 17). Na 96-dotkowe ptytki wysiano

zawiesing komorek HEKa o gestosci 30 tys. komoérek/ml lub zawiesing komérek SCC-25 o

gestosci 20 tys. komoérek/ml. Plytki inkubowano przez 24 godz. w temperaturze 37°C.

Nastepnie do komorek dodawano 5-FU (koncowe stezenia 0,25 pM; 0,50 uM oraz 1 uM) oraz

badany hydrolizat (koncowe stezenie 0,1; 0,5; 1%). Na sgsiednich plytkach do komorek

dodawano 5-FU (koncowe stezenia 0,25 uM; 0,50 uM oraz 1 uM) oraz diklofenak (koncowe
stezenia 0,25 uM; 0,50 uM oraz 1 uM). Koncowa objetos¢ roztworu w dotku wynosita 100ul.

Komorki inkubowane bez dodatku badanych hydrolizatow 1 zwiazkéw stanowity kontrole

negatywng. Plytki inkubowano przez 24 i 72 godz., a nastgpnie do wszystkich dotkow

dodawano 20ul MTS 1 inkubowano przez 2 godz. w temp. 37°C.
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Ryc. 17. Schemat rozplanowania plytki 96-dotkowej zastosowany w przeprowadzonych

do$wiadczeniach.

Pomiar absorbancji wykonywano przy dtugosci fali 490nm. Do$wiadczenie przeprowadzono
w trzech niezaleznych powtorzeniach. Wplyw wzajemnego oddzialywania oceniano w

odniesieniu do wynikdw otrzymanych dla 5-FU.

4.12. Analiza statystyczna

Przed przystapieniem do analizy danych z wptywu hydrolizatéw i substancji komercyjnych na
zywotnos$¢ komarek, zbidr danych zostal sprawdzony testem Dixona w celu usunigcia warto$ci
odstajacych. Analize statystyczng wptywu zwigzkow na komorki w odniesieniu do kontroli
przeprowadzono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem
post-hoc Newmana-Keulsa (p=0,05). Poroéwnanie wynikoéw pomiedzy réznymi liniami
komorkowymi w tych samych stezeniach analizowano za pomoca t-testu (p=0,05) i
sprawdzono nieparametrycznym testem Manna Whitneya (p = 0,05). Wyniki przedstawiono w
postaci wykresow ramka-wasy. Gwiazdki oznaczajg istotno$¢ rdznicy. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze ze wzgledu na testowanie réznic migdzy wszystkimi wariantami zastosowano
roézne kolory gwiazd. Warianty r6znig si¢ istotnie tylko wtedy, gdy kolor gwiazdki jest rozny.
Czarna gwiazdka oznacza, ze wybrany wariant r6zni si¢ od wszystkich pozostatych. Z kolei ten
sam kolor oznacza, ze roznica jest statystycznie nieistotna. Ponadto liczba gwiazdek (*, ** lub
*#% ) odnosi sie p<0,05; p<0,011p <0,005, odpowiednio. Wszystkie analizy przeprowadzono

w programie Statistica DataMiner 7 (Statsoft, Polska).

Do analizy statystycznej danych ze wzajemnego oddziatywania hydrolizatow z substancjami

komercyjnymi uzyto oprogramowania Statistica 13.1 (StatSoft, USA) dla systemu MS
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Windows 10. Do testu normalnosci danych uzyto testu Shapiro-Wilksa. Homogenicznos$¢
wariancji zbadano testem Browna-Forsythe'a. Istotno$¢ statystyczng oceniano za pomoca
analizy wariancji (ANOVA) i testu post-hoc Tukeya (Tukey' HSD). Wyniki wyrazono jako
srednig 1 odchylenie standardowe (x£SD). Dla wszystkich analiz istotno$¢ statystyczng

ustalono na poziomie p<0,05.
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5. WYNIKI

5.1. Charakterystyka fizykochemicznych wlasciwosci hydrolizatow welny
alpaki
W celu opisania wlasciwosci fizykochemicznych hydrolizatéw otrzymanych z welny
alpaki oszacowano zawarto$¢ bialek i1 peptydow w hydrolizatach, jak rowniez oceniono ich

sktad pierwiastkowy.

5.1.1. Zawartos¢ bialek i peptydow w hydrolizatach

Ilosciowa zawarto$¢ peptydoéw i biatek w hydrolizatach welny przy uzyciu testu
Lowry'ego wykazata, ze kazdy hydrolizat zawieral co najmniej 66% peptydow i biatek.
Najwyzsza zawartos¢ peptydéw i biatek (85%) odnotowano w prébce MR4 (Tabela 1). W
wiekszosci probek hydrolizatow zaobserwowano trudnos$ci z rozpuszczalnoscig. W zwigzku z
tym tylko niskie stezenia procentowe czterech wybranych, najlepiej rozpuszczalnych

hydrolizatow (MR1-MR4), przebadano w warunkach in vitro.

Tab.1. Oszacowanie zawarto$ci biatek i peptydow w hydrolizatach metoda Lowry’ego

hydrolizat % biatek/peptyddw + wspdtczynnik zmiennosci
MR1 66+0.4
MR2 66+1.1
MR3 73+0.9
MR4 85+0.5

5.1.2. Sklad pierwiastkowy hydrolizatow welny alpaki

Analize sktadu pierwiastkowego hydrolizatow z welny alpaki przeprowadzono za
pomoca spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX). Wyniki badan EDX,
przedstawione na Ryc. 18, wskazuja na obecnos¢ w badanej probee kilku pierwiastkow, takich
jak: sod (Na), chlor (Cl), wapn (Ca), a takze tlen (O) i wegiel (C). Obrazy mapy pierwiastkow
przedstawiono na Ryc. 19. Procentowe udzialy pierwiastkbw oznaczonych w probce
przedstawiono na Ryc. 18C. Dodatkowo, kilka obrazow skaningowej mikroskopii elektronowe;j
(SEM) hydrolizatow pokazano na Ryc. 20. Obraz XRD probek MR1, MR2 i MR4 zebrano na

Ryc. 21. Jak mozna wyraznie zauwazy¢, glowne refleksy Bragga pojawiaja si¢ pod tym samym
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katem odbicia dla kazdego z analizowanych hydrolizatéw i sg zlokalizowane w punktach:

27,26,31,62,45,39,53,83,56,44,66,20,73,05,75,28 1 83,99 20 stopnia.

Element Weight %

Ryc. 18. (A) Obraz ze skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) mapy pierwiastkow
uzyskany z obszaru przedstawionego na rycinie (B); (C) procentowe udzialy atomowe

pierwiastkow; (D) widma EDX uzyskane z obszaru przedstawionego na obrazie (B).
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' 500pm :

Ryc. 19. (A) Obraz SEM z zaznaczonym obszarem akwizycji mapy pierwiastkowej; Obrazy
mapy rozktadu pierwiastkow w probcee (B) C, (C) O, (D) Na, (E) Cl i (F) Ca.
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Ryc. 21. Widma XRD dla hydrolizatéw MR1 (a), MR3 (b) oraz MR4 (c).

5.2. Wlasciwosci przeciwbakteryjne hydrolizatow welny alpaki

Potencjalne wlasciwosci przeciwbakteryjne hydrolizatow otrzymanych z welny alpaki
zostaly ocenione za pomocg metody dyfuzji w studni agarowej, a nastepnie z zastosowaniem

elektroforezy kapilarnej oraz pomiaru potencjatu Zeta.

5.2.1. Metoda dyfuzji w studni agarowej

Uzyskane wyniki wykazaty, Zze badane hydrolizaty wykazywaly zrdéznicowane wtasciwos$ci
przeciwbakteryjne. Najwyzsza aktywno$¢ wykazano dla hydrolizatu MR3 w stezeniu 10%
(Ryc. 23). Preparat MR3 wykazywal aktywno$¢ wobec obydwu badanych szczepoéw, przy
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czym wyzszg aktywno$¢ wykazano wobec szczepu E. coli (Ryc. 23B). Hydrolizaty MR2 i MR4
w stezeniu 10% charakteryzowaly si¢ stabszymi wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi.
Roéwniez w tym przypadku zaobserwowano wigkszg wrazliwo$¢ E. coli na dzialanie
hydrolizatow (Ryc. 22, 24). W przypadku S. aureus zaobserwowano jego wysoka oporno$¢ na
dziatanie hydrolizatéw. Spos$rdd badanych preparatow wyrazna stref¢ zahamowania wzrostu

odnotowano wyltacznie dla hydrolizatu MR3 w st¢zeniu 10%.

Ryc. 22. Wptyw hydrolizatu welny MR2 w stezeniach 1%, 5% oraz 10% na wzrost bakterii S.
aureus (A) i E. coli (B) w odniesieniu do ampicyliny (Amp).

Ryc. 23. Wplyw hydrolizatu welny MR3 w stezeniach 1%, 5% oraz 10% na wzrost bakterii S.
aureus (A) i E. coli (B) w odniesieniu do ampicyliny (Amp).
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Ryc. 24. Wptyw hydrolizatu welny MR4 w stezeniach 1%, 5% oraz 10% na wzrost bakterii S.

aureus (A) i E. coli (B) w odniesieniu do ampicyliny (Amp).

5.2.2. Elektroforeza kapilarna i pomiary potencjalu zeta

Przeprowadzona analiza wykazala, ze badane hydrolizaty posiadaja whasciwosci
przeciwbakteryjne, o czym $§wiadcza nieregularne pasma otrzymywane na elektroferogramie.
Kilka sygnatow na elektroferogramie odpowiada réoznym wartosciom potencjatu zeta oraz
réoznym wielko$ciom czastek. Obecnosé licznych sygnatow Swiadezy o zniszczeniu blony
komorkowej bakterii i uwolnieniu do $rodowiska biatek bakteryjnych (Ryc. 25). Sposrod
badanych hydrolizatoéw najlepsza aktywnos¢ przeciwbakteryjng wykazat hydrolizat MR4 dla
E. coli i MR1 dla S. aureus. Kazdy aglomerat z bialek charakteryzowat si¢ inng wartoscia

potencjatu zeta i odpowiadatl poszczegdlnemu pasmu na elekoferogramie
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Ryc. 25. Elektroforegramy dla bakterii E. coli and S. aureus przed (A) oraz po inkubacji z

hydrolizatami z welny alpaki (B, C).

Posiadajac wiedze, ze po $mierci komoérki potencjal blonowy ulega obnizeniu, nalezy sig
spodziewa¢ réznic w rozktadzie potencjatu zeta po inkubacji bakterii z hydrolizatami.
Analizujac wykresy stwierdzono, ze dodanie hydrolizatéw welny do zawiesiny bakteryjnej
znaczaco zmienito profile potencjalu zeta w kierunku bardziej dodatnich wartosci (Ryc. 26,
27). Potencjat zeta dla E coli przed inkubacja wynosit -43,6 mV, a po inkubacji z hydrolizatem
MR4 wyniost -10,2 mV. Dla S. aureus otrzymany sygnat z potencjatu zeta zmienit si¢ z -19,4
mV na 4,36 mV. Mozna przyjac, ze hydrolizaty adsorbuja si¢ na $cianie komorkowej bakterii i

w ten sposoOb ostaniajg tadunek powierzchniowy.
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Ryc. 26. Potencjal zeta zarejestrowany dla szczepu E. coli (A) i S. aureus (B).
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Ryc. 27. Otrzymane zmiany potencjatu zeta dla bakterii E. coli (A) i S. aureus (B) poddanych

dzialaniu hydrolizatem wetny MR4.
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5.3. Charakterystyka keratynocytow wyizolowanych z materialu klinicznego

5.3.1. Charakterystyka fenotypowa wyizolowanych keratynocytow

Komorki wyizolowane z fragmentéw zdrowej skory ludzkiej wykazywaty typowa morfologie
epitelioidalng (Ryc. 28a). Komorek nie poddawano procesowi uniesmiertelniania, w zwigzku z
czym po ok 3-4 pasazach obserwowano zmiany morfologiczne mogace $wiadczyé o
réznicowaniu komorek. Komorki te byly bardziej heterogenne, 0 bardziej wydluzonym
ksztalcie i powigkszonej cytoplazmie oraz cechowaty si¢ nieregularnymi jgdrami (Ryc. 28b).
Komorki te wykazywaty rowniez spowolnienie lub zahamowanie podzialéw komérkowych. W
celu potwierdzenia wyizolowania z fragmentéw skory mianowicie keratynocytow, wykonano
barwienie komorek z uzyciem przeciwcial przeciwko cytokeratynie 14. Izolowane
keratynocyty skoéry (sHEK) wykazaly dodatnig reakcje z przeciwcialami przeciwko
cytokeratynie 14 (CK14), co wida¢ na zdje¢ciu ponizej (Ryc. 28c).

Ryc. 28. Wyizolowane komoérki sHEK widziane w mikroskopie $wietlnym (a - wczesny pasaz,
b - pozny pasaz) oraz keratynocyty znakowane przeciwcialem przeciwko cytokeratynie 14

(CK14) (c). Powigkszenie 100x.

5.3.2. Ekspresja Ki-67

Srednia warto$é indeksu proliferacji okre§lona z wykorzystaniem biatka Ki- 67
przedstawiona zostala jako $rednia + SD: dla linii komoérkowej SCC-25 wynosita
62,63+13,62%, dla izolowanych komoérek sHEK 35,5+9,29%, a w przypadku HEKa wynosita
53,00£16,52% (Ryec. 29). Uzyskane wyniki wskazuja na roznice w tempie proliferacji komorek
pomiedzy liniami komoérkowymi, a izolowane keratynocyty sHEK wykazywaly najnizszy
odsetek proliferacji.
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Ryc. 29. Indeks proliferacyjny dla linii komoérkowych SCC-25, SHEK i HEKa po 24 godzinach
inkubacji. W analizie statystycznej wykorzystano warto$ci §rednie opierajac si¢ na testach
porownawczych (ANOVA, Kruskal-Wallis/Dunn's Testy porownan wielokrotnych) przy

uzyciu programu Prism (p<0,05).

5.4. Wriasciwosci badanych hydrolizatow i zwiazkéw chemicznych o
dzialaniu przeciwnowotworowym
Whasciwosci biologiczne badanych hydrolizatow z welny alpaki oraz zwigzkow
komercyjnych o uznanym dziataniu przeciwnowotworowym 0Ceniono poprzez zbadanie ich
wplywu na zywotno$¢ komorek raka kolczystokomorkowego oraz prawidtowych

keratynocytow.

Zywotno$¢ komorek, przedstawiona na wykresach jako absorbancje, 0znaczano za
pomocg testu MTS. Oznaczenie wykonano w odniesieniu do kontroli, ktorg stanowity komorki
nietraktowane zadnymi substancjami. Uzyskane w pracy dane wskazuja na spadek zywotnosci
komorek HEKa, sHEK 1 SCC-25 w doswiadczeniach z badanymi hydrolizatami. Absorbancja
mierzona dla SCC-25 oraz sHEK i HEKa byta istotnie rézna dla wszystkich badanych

zwiazkow we wszystkich stosowanych stezeniach.

5.4.1. Wplyw 5-fluorouracylu na zywotnos¢ komorek

W badaniach, jako substancje¢ referencyjng, zastosowano 5-fluorouracyl. Wptyw 5-
fluorouracylu na zywotno$¢ komorek prawidtowych i nowotworowych byt zalezny od stezenia
1 czasu inkubacji. Zaobserwowano, ze w trakcie 24 godzinnej inkubacji wszystkie badane linie
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komorkowe wykazywaly zblizong niskg wrazliwos$¢ na dziatanie 5-FU. Po 24 godz. inkubacji,

najwiekszy spadek zywotnosci odnotowano dla komoérek sHEK (p<0,005) (Ryc. 30).
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Ryc. 30. Wptyw 5-fluorouracylu na zywotno$¢ komorek trzech linii komérkowych po 24-
godzinnej inkubacji. Wyniki przedstawiono w postaci wykresow pudetkowych (ramka-wasy).
Gwiazdki wskazuja na istotno$¢ roznicy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na badanie
réznic migdzy wszystkimi wariantami zastosowano roézne kolory gwiazdek. Warianty rdznia
si¢ istotnie tylko wtedy, gdy kolor gwiazdki jest rozny. Czarna gwiazdka oznacza, ze wybrany
wariant rozni si¢ od wszystkich pozostatych. Natomiast ten sam kolor oznacza, ze r6znica jest
statystycznie nieistotna. Ponadto liczba gwiazdek (*; ** lub ***) oznacza odpowiednio p <
0,05; p<0,01ip<0,005.

5.4.2. Wplyw diklofenaku na zywotnos¢ komorek

Podobny efekt jak dla 5-fluorouracylu, zaobserwowano dla diklofenaku, gdzie w przypadku
diklofenaku, komorki SCC-25 poddane 24 godzinom inkubacji wykazywaly zywotnos¢
zblizong do zywotnosci komorek kontrolnych (p>0,05). Dla linii komérkowych HEKa 1 sHEK
dodatek diklofenaku w najnizszym stezeniu 25uM powodowat istotny statystycznie spadek
zywotnosci komorek (p<0,05 i p<0,005 odpowiednio dla HEKa i sHEK) (Ryc. 31).
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Ryc. 31. Wptyw diklofenaku na zywotnos$¢ komorek trzech linii komorkowych po 24-godzinnej
inkubacji. Wyniki przedstawiono w postaci wykreséw pudetkowych (ramka-wasy). Gwiazdki
wskazuja na istotno$¢ réznicy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na badanie roéznic
migdzy wszystkimi wariantami zastosowano rézne kolory gwiazdek. Warianty roznia si¢
istotnie tylko wtedy, gdy kolor gwiazdki jest r6zny. Czarna gwiazdka oznacza, ze wybrany
wariant rozni si¢ od wszystkich pozostatych. Natomiast ten sam kolor oznacza, Ze rdznica jest
statystycznie nieistotna. Ponadto liczba gwiazdek (*; ** lub ***) oznacza odpowiednio p <
0,05; p<0,01ip<0,005.

5.4.3. Wplyw hydrolizatu MR1 na zywotnos$¢ komoérek

Obecnos¢ hydrolizatu MR 1 powodowata istotny spadek zywotno$ci komorek SCC-25 po
24 godzinach inkubacji przy wszystkich zastosowanych st¢zeniach hydrolizatu (p<0,005).
Rowniez w przypadku komorek sHEK i HEKa, inkubacja z hydrolizatem welny MRI1
powodowata istotny spadek zywotnosci komorek w porownaniu z kontrolg (p<0,005 i p<0,05,

odpowiednio). Nie zaobserwowano zmian mi¢dzy wariantami o réznych st¢zeniach (Ryc. 32).
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Ryc. 32. Wptyw hydrolizatu MR1 na zywotno$¢ komorek trzech linii komérkowych po 24-
godzinnej inkubacji. Wyniki przedstawiono w postaci wykresow pudetkowych (ramka-wasy).
Gwiazdki wskazujg na istotno$¢ roznicy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na badanie
réznic miedzy wszystkimi wariantami zastosowano rézne kolory gwiazdek. Warianty r6znig
si¢ istotnie tylko wtedy, gdy kolor gwiazdki jest rozny. Ten sam kolor oznacza, Ze r6znica jest
statystycznie nieistotna. Ponadto liczba gwiazdek (*; ** lub ***) oznacza odpowiednio p <
0,05; p<0,01ip<0,005.

5.4.4. Wplyw hydrolizatu MR2 na zywotnos$¢ komoérek

W przypadku komoérek SCC-25 tylko najwyzsze stezenie hydrolizatu spowodowato
istotny spadek zywotno$ci komorek (p<0,01). Rowniez w przypadku linii komérkowej HEKa
zaobserwowano istotny spadek zywotnosci komorek (p<0,05). Preparat MR2, w stezeniu 1%,
oddziatywat silniej na komorki nowotworowe niz na komorki prawidtowe (Ryc. 33). Dodanie
0,1% zawiesiny hydrolizatu MR2 powodowato znaczacy spadek zywotnosci komorek linii
SHEKa (p<0,05), ale przy stezeniu 0,5% obserwowano wzrost zywotnosci komorek linii
sHEKa (Ryc. 33). Intensywno$¢ absorbancji w przypadku dodania 1% hydrolizatu welny MR2
byta podobna do absorbancji kontroli dla badanych keratynocytow.
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Ryc. 33. Wptyw hydrolizatu MR2 na zywotno$¢ komorek trzech linii komérkowych po 24-
godzinnej inkubacji. Wyniki przedstawiono w postaci wykresow pudetkowych (ramka-wasy).
Gwiazdki wskazuja na istotno$¢ roznicy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na badanie
réznic miedzy wszystkimi wariantami zastosowano rézne kolory gwiazdek. Warianty r6znig
si¢ istotnie tylko wtedy, gdy kolor gwiazdki jest rozny. Czarna gwiazdka oznacza, ze wybrany
warlant rozni si¢ od wszystkich pozostatych. Natomiast ten sam kolor oznacza, Ze rdznica jest
statystycznie nieistotna. Ponadto liczba gwiazdek (*; ** lub ***) oznacza odpowiednio p <
0,05; p<0,01ip<0,005.

5.4.5. Wplyw hydrolizatu MR3 na zywotnos$¢ komoérek

Hydrolizat welny alpaki MR3 rowniez spowodowal obnizenie zywotnosci komorek
zarowno nowotworowych, jak 1 prawidlowych keratynocytow, zgodnie z wynikami
przedstawionymi na rycinie 34. Obnizenie zywotnosci komérek w odpowiedzi na dziatanie
hydrolizatu welny MR3 w liniach komoérkowych HEKa, SCC-25 1 sHEK bylo istotne przy
wartoéciach p mniejszych od 0,001; 0,05 i 0,05 odpowiednio (Ryc. 34). Zywotno$¢ komorek
poddanych 24 godzinnej inkubacji z hydrolizatem MR3 spadata wraz ze wzrostem st¢zenia

preparatu.
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Ryc. 34. Wptyw hydrolizatu MR3 na zywotno$¢ komorek trzech linii komoérkowych po 24-
godzinnej inkubacji. Wyniki przedstawiono w postaci wykresow pudetkowych (ramka-wasy).
Gwiazdki wskazuja na istotno$¢ roznicy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na badanie
roznic migdzy wszystkimi wariantami zastosowano roézne kolory gwiazdek. Warianty rdznig
si¢ istotnie tylko wtedy, gdy kolor gwiazdki jest rozny. Ten sam kolor oznacza, Ze rdznica jest
statystycznie nieistotna. Ponadto liczba gwiazdek (*; ** lub ***) oznacza odpowiednio p <
0,05; p<0,01ip<0,005.

5.4.6. Wplyw hydrolizatu MR4 na zywotnos$¢ komoérek

Wptyw hydrolizatu MR4 na Zywotnos¢ komorek SCC-25 1 sHEK byt zalezny od st¢zenia
preparatu. Zywotnoéé komorek rakowych poddanych 24 godzinnej inkubacji z hydrolizatem
MR4 spadala wraz ze wzrostem stezenia preparatu (p<0,005). Zywotno$¢ prawidtowych
wyizolowanych keratynocytow poddanych 24 godzinnej inkubacji z hydrolizatem MR4
réwniez spadata wraz ze wzrostem stezenia preparatu (p<0,05). Nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian w zywotno$ci komoérek HEKa poddanych dziataniu najwyzszych stezen
MR4 (Ryc. 35). Hydrolizat MR4 w st¢zeniu 1% spowodowat obnizenie Zzywotnosci komorek
SCC-25 0 70% w stosunku do nietraktowanych komorek oraz o 40% i 60% odpowiednio dla
izolowanych keratynocytow sHEK 1 komercyjnie dostgpnej linii HEKa.
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Ryc. 35. Wptyw hydrolizatu MR4 na zywotno$¢ komorek trzech linii komoérkowych po 24-
godzinnej inkubacji. Wyniki przedstawiono w postaci wykreséw pudetkowych (ramka-wasy).
Gwiazdki wskazujg na istotno$¢ roznicy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze ze wzgledu na badanie
réznic miedzy wszystkimi wariantami zastosowano rézne kolory gwiazdek. Warianty r6znig
si¢ istotnie tylko wtedy, gdy kolor gwiazdki jest rozny. Ten sam kolor oznacza, Ze rdznica jest
statystycznie nieistotna. Ponadto liczba gwiazdek (*; ** lub ***) oznacza odpowiednio p <
0,05; p<0,01ip<0,005.

5.5. Wplyw hydrolizatéow na migracje komorek

Wptyw hydrolizatow welny na migracje komorek SCC-25 oceniano za pomocg tak
zwanego testu rysy (ang. scratch assay). Tempo migracji komoérek poddanych dziataniu
hydrolizatow byto wolniejsze w porownaniu z komérkami kontrolnymi. Po 72 godzinach rana
kontrolna ulegta catkowitemu zamknigciu , podczas gdy rana w przypadku komoérek poddanych
dziataniu hydrolizatow zmniejszyta si¢ srednio o okoto 50%. Po 24 godzinnej inkubacji z
preparatem MR3 lub MR4 w stezeniach 0,01 1 0,05%, obserwowano nieznacznie zahamowanie
migracji komorek SCC-25 w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Zahamowanie migracji
komorek przez obydwa hydrolizaty bylo zblizone. Przy wydtuzeniu czasu inkubacji do 72
godzin zaobserwowano zmniejszenie powierzchni rysy do okolo 25% w przypadku

zastosowania 0,01% hydrolizatu MR3 oraz do okoto 60% w przypadku zastosowania 0,01%
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hydrolizatu welny MR4 (Tab. 2), w porownaniu do powierzchni rany w czasie poczatkowym.
Wszystkie hydrolizaty w stezeniu 0,05% w czasie 48-godzinnej inkubacji, w sposob istotny
statystycznie, hamowaty migracje¢ komorek lepiej niz hydrolizaty w stezeniu 0,01% (Ryc. 36).
Zaobserwowano, ze hydrolizat MR1 w st¢zeniu 0,01% nie wptywal na zahamowanie tempa
migracji komorek. Migracja komorek SCC-25 poddanych dziataniu MR 1 byla poréwnywalna
do migracji komorek nietraktowanych. Zastosowanie hydrolizatu MR1 w stezeniu 0,05% po

72 godzinach inkubacji powodowato zahamowanie migracji w poroéwnaniu do komorek

nietraktowanych.
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Ryc. 36. Szybkos¢ migracji komodrek SCC-25 po poddaniu ich dziataniu hydrolizatéw weiny

alpaki MR1, MR3 oraz MR4.
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Tabela 2. Warto$ci procentowe powierzchni rany ocenianej w tescie migracji w trzech
przedziatach czasowych dla dziatania hydrolizatow wetny MR1, MR3 oraz MR4 na komorki
raka kolczystokomorkowego SCC-25. Hydrolizaty uzyto w stezeniach 0,01% oraz 0,05%.

Hydrolizaty MR1 MR3 MR4

wetny

24h 0,01% 80 95 95

24h 0,05% 82 95 98
0,01% 38 52 75
0,05% 55 75 90

72h 0,01% 4 25 60

72h 0,05% 48 60 77

5.6. Wplyw interakcji hydrolizatow z 5-fluorouracylem oraz diklofenaku z 5-

fluorouracylem na komorki nowotworowe

Analizie poddano efekt wspotoddziatywania na zywotnos¢ komorek SCC-25 nastgpujacych
par substancji : 5-fluorouracylu z hydrolizatami welny MR3 lub MR4 oraz 5-fluorouracylu z

diklofenakiem.

5-FU wykazat dziatanie antyproliferacyjne wobec komorek raka kolczystokomorkowego po
72 godzinach inkubacji (Ryc. 37). Z tego powodu kolejne do§wiadczenia nad interakcja
dwoch substancji przeprowadzono po 72 godzinnych inkubacjach. 5-fluorouracyl stosowany
samodzielnie powodowat statystycznie istotne obnizenie zywotnosci komorek SCC-25.
Dodatek 0,25% i 0,5% hydrolizatu MR3 do 5-FU powodowat ten sam statystycznie istotny
spadek zywotno$ci komorek SCC-25 w porownaniu do 5-FU stosowanego samodzielnie
(Ryc. 37).
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£ 5-FU+MR3, 72h

£ F(15, 32)= 22,968 p=,000
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Ryc. 37. Wplyw interakcji 5-fluorouracylu z hydrolizatem welny MR3 po 72 godzinach
inkubacji. O$ x przedstawia zastosowane substancje (izolowany 5-FU zastosowany w trzech
stezeniach 0,25 uM; 0,5 pM 1 1 uM , izolowany hydrolizat welny MR3 w trzech st¢zeniach
0,25%; 0,5% 1 1%, a takze pary 5-FU-+hydrolizat welny MR3 w kazdym ze stezen,
odpowiednio). Kontrola to nietraktowane zZadnymi substancjami komorki raka
kolczystokomorkowego SCC-25. O$ y przedstawia wartosci absorbancji po 72 godzinach

inkubacji. Na czerwono zaznaczono stupki z istotnymi statystycznie wartosciami réznymi od

grupy kontrolnej.

Dodanie 0,25% hydrolizatt MR4 do 1 uM 5-fluorouracylu spowodowato statystycznie istotne
obnizenie zywotno$ci komérek SCC-25 w poréwnaniu z komoérkami nieleczonymi, a efekt ten

byt podobny do 5-FU stosowanego samodzielnie (Ryc. 38).
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5-FU+MR4, 72h
F(15, 32)= 30,080 p=,000

0,301 0,294 0,299

absorbancja

Ryc.38. Efekt interakcji 5-fluorouracylu z hydrolizatem welny MR4 po 72 godzinach inkubacji.
O$ x przedstawia zastosowane substancje (izolowany hydrolizat welny MR4 w trzech
stezeniach 0,25%; 0,5% 1 1%, izolowany 5-FU zastosowany w trzech st¢zeniach 0,25 uM; 0,5
puM 11 pM , a takze pary 5-FU-+hydrolizat welny MR4 w kazdym ze stezen, odpowiednio).
Kontrola to nietraktowane zadnymi substancjami komorki raka kolczystokomérkowego SCC-
25. 08 y przedstawia wartosci absorbancji po 72 godzinach inkubacji. Na czerwono zaznaczono

shupki z istotnymi statystycznie warto$ciami roznymi od grupy kontrolne;.

Po 72 godzinach inkubacji, dodanie diklofenaku w stezeniach 0,25 uM; 0,5 uM i 1 uM
odpowiednio do 0,25 uM; 0,5 pM 1 1 uM 5-FU powodowato statystycznie istotne zmniejszenie
zywotnosci komorek SCC-25 w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi. Interakcja diklofenaku
w stezeniu 0,5 uM 1 1 uM z kazdym stezeniem 5-fluorouracylu skutkowato hamowaniem
proliferacji komoérek SCC-25, (p<0,005). Tylko najnizsze stezenie diklofenaku (0,25 uM) w
polaczeniu z 0,5 uM 1 1 uM 5-FU osiagneto si¢ wyniki na poziomie istotnosci p<0,05.
Najwyzsze stezenia 5-FU i diklofenaku w kombinacjach dwoéch lekow powodowaty spadek
zywotno$ci komoérek SCC o prawie 40% po 72 godz. inkubacji. Ponadto diklofenak wykazywat
stabilny efekt obnizajacy zywotnos¢ komorek raka kolczystokomoérkowego niezaleznie od
stezenia dodanego 5-FU (Ryc. 39).
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Ryc. 39. Wplyw interakcji 5-fluorouracylu z diklofenakiem po 72 godzinach inkubaciji.
Kontrola to nietraktowane zadnymi substancjami komorki raka kolczystokomorkowego SCC-
25. O$ x przedstawia zastosowane substancje (izolowany 5-FU zastosowany w trzech
stezeniach 0,25 uM; 0,5 uM i 1 uM, izolowany diklofenak w trzech stezeniach 0,25 uM; 0,5
uM i 1 puM, a takze pary 5-FU+diklofenak, w kazdym ze stezen, odpowiednio). O$ y
przedstawia warto$ci absorbancji po 72 godzinach inkubacji. Na czerwono zaznaczono stupki

z istotnymi statystycznie warto$ciami roznymi od grupy kontrolne;.

5.7. Podsumowanie otrzymanych wynikéw

Wyniki eksperymentoéw przeprowadzonych w niniejszej pracy wykazaly zroznicowany
wpltyw badanych hydrolizatow otrzymanych =z welny alpaki na komorki raka

kolczystokomdrkowego 1 prawidtowe keratynocyty.
Podsumowujac otrzymane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze:

- hydrolizaty Y] rozpuszczalng mieszaning biatek 1 peptydow,

z odsetkows ich zawartoscig od 66% do 85%;

- procentowe udzialy pierwiastkdOw oznaczonych w probkach otrzymanych hydrolizatow z

welny alpaki wskazuja na najwigksza zawartos¢ atomow wegla (C), tlenu (O) oraz chloru (Cl);
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- zaobserwowano dziatanie antybakteryjne hydrolizatoéw z welny alpaki w stosunku do Gram-
dodatniej bakterii Staphylococcus aureus oraz Gram-ujemnej bakterii Escherichia coli. Lepsze

wlasciwos$ci antybakteryjne hydrolizatow zaobserwowano w stosunku do E. coli;

- komorki bakteryjne po inkubacji z wyizolowanymi hydrolizatami ulegaty cze$ciowe;j lizie, co
mozna bylo zaobserwowac jako pojawiajace si¢ dodatkowe sygnaty na elektroferogramie.
Potwierdzeniem byly przeprowadzone pomiary potencjatu zeta, ktory po inkubacji

charakteryzowat si¢ nizszymi warto$ciami;

- hydrolizaty otrzymane z wely alpaki wykazuja dzialanie obnizajace zywotnos¢ komorek

nowotworowych;

- hydrolizat MR4 po 24 godzinach inkubacji powodowat spadek zywotnosci komorek linii
SCC-251sHEK w sposob zalezny od stgzenia. Dodatek najwyzszego stezenia hydrolizatu MR4
obnizat zywotno$¢ komoérek SCC-25 o 67% w porownaniu do komoérek kontrolnych. Dla

komorek sHEK oraz HEKa spadek Zywotnosci wynidst odpowiednio 39% 1 56%;
- najnizszg aktywnos¢ biologiczna zaobserwowano dla hydrolizatu MR2;

- hydrolizaty wetny alpaki MR3 i MR4 wykazaly najwigksze zahamowanie migracji komoérek
w stosunku do badanej linii komérkowej SCC-25. Hydrolizat MR1 w stezeniu 0,01% po 72
godzinach inkubacji wykazywat brak wplywu na proces zmniejszania powierzchni rany

porownywalny do kontroli;

- dziatanie obnizajace zywotno$¢ komoérek po zastosowaniu 5-fluorouracylu zaobserwowano

dopiero po 72 godzinach inkubacji;

- skojarzone dziatanie 5-fluorouracylu z hydrolizatami welny alpaki po 72 godzinnej inkubacji
powodowato obnizenie zywotnosci komorek nowotworowych SCC-25 poréwnywalne do

dziatania izolowanego 5-FU,

- skojarzone dziatanie niskich st¢zen 5-fluorouracylu z najwyzszym stezeniem diklofenaku (1
uM) skutkowato wiekszym obnizeniem zywotnosci komorek raka kolczystokomérkowego niz

dziatanie izolowanego 5-FU.
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6. DYSKUSJA

6.1. Wiasciwosci fizykochemiczne hydrolizatow welny

Produkcja zwierzeca na skale $wiatowa powoduje powstawanie ogromnych ilo$ci
odpadow statych, takich jak kosci, skora i surowce bogate w keratyng, w tym pidra, wlosy,
welna. Prowadzone sg badania nad przeksztalcaniem takich surowcoOw w materiaty nadajace
si¢ do nastepnego uzytku. Przetwarzanie welny, pior i innych podobnych produktow w
hydrolizaty biatkowe moze mie¢ znaczenie przemystowe, handlowe oraz diagnostyczno-

lecznicze [120].

Weha sktada si¢ w 82% z ,twardej” formy keratyny (a-Keratyny) o wyjatkowej
odporno$ci na dziatanie substancji chemicznych i1 enzyméw dzigki ksztalcie tancucha
polipeptydowego w przestrzeni podobnego do spirali, stabilizowanego wigzaniami
wodorowymi i hydrofobowymi [121]. Ponadto, wewnatrzczasteczkowe i migdzyczasteczkowe
wigzania cystynowe i mostki disiarczkowe sg odpowiedzialne za jej powolng biodegradacje

oraz stabg rozpuszczalnosc.

Istnieje kilka metod rozpuszczenia keratyny, wsrod nich nalezy wyszczeg6lni¢ chemiczne
(redukcja, utlenianie, hydroliza, etc.), fizyczne (eksplozja pary wodnej, obrobka woda
przegrzang, promieniowanie mikrofalowe, etc.) oraz biologiczne (mikrobiologiczne i
enzymatyczne) [118]. Uwaza si¢, ze metody enzymatyczne i mikrobiologiczne, w ktorych
stosuje si¢ tagodniejsze warunki, pozwalaja na zachowanie biologicznie aktywnych
wlasciwoséci  keratyny [122]. Chemiczna metoda z zastosowanie stezonego roztworu
alkalicznego, po wczesniejszym jego ogrzaniu, powoduje nicodwracalng hydrolize keratyny
poprzez rozerwanie wigzan peptydowych, pierwszorzegdowych wigzan amidowych oraz
cystynowych wigzan disiarczkowych. Rozpad tych wigzan prowadzi do powstania
rozpuszczalnej frakcji oligopeptydowej i pozostatosci statej. Do ograniczen metody nalezy
potrzeba uzycia duzych ilosci odczynnikow alkalicznych, a takze duzych ilosci kwasow do

neutralizacji i odsaczenia rozpuszczonej frakcji keratynowej [116].

W niniejsze] pracy korzystano z potgczenia preaktywacji welny alpaki za pomoca
wodorotlenku sodu z nastgpujacag enzymatyczng hydroliza substratu. Metoda ta zostata
opracowana i opatentowana przez prof. Andrzeja W. Lipkowskiego [123,124]. Jest to metoda
polegajaca na wykorzystaniu naturalnego dla organizmu ludzkiego proteolitycznego enzymu -
pepsyny, dziatajacego na substrat mato agresywnie. Powszechnie przyjmuje si¢, ze wlosy 1
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sier$¢ stanowig naturalng, fizyczng ochrone organizmu przed urazami mechanicznymi oraz
ochrone termiczng przez znaczng rdznicg temperatur. W naturze, zwierzeta wylizuja i potykaja
siers¢, ktora moze ulega¢ czgsciowej degradacji w przewodzie pokarmowym, wydzielajac w
ten sposob odpowiednie fragmenty peptydowe. Na podstawie powyzszych informacji, opisano
1 zastrzezono zastosowanie aktywnych peptydoéw z wtosow lub welny w procesie gojenia ran,

a Co najwazniejsze, opisano wlasciwosci przeciwnowotworowe otrzymanych hydrolizatow

[125].

W pierwszym etapic badan w niniejszej dysertacji analizowano wlasciwosci
fizykochemiczne hydrolizatow. Wyniki wykazaty, ze zawarto$¢ biatek 1 peptydéow w
hydrolizatach welny alpaki wynosita od 66% do 85%. Wedtug danych literaturowych, keratyna
zawarta w wetnie sigga 95% jej catkowitej masy, podczas gdy zawartos$¢ keratyny we wtosach

ludzkich wynosi okoto 80% [116].

Analiz¢ sktadu pierwiastkowego badanych hydrolizatow pochodzacych z welny alpaki
przeprowadzono za pomoca spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX).
Najwicksza zawarto$¢ procentowa sktadowych hydrolizatow stanowil wegiel (66,79%),
nastgpnie w warto$ciach malejacych tlen (17,47%), chlor (10,42%), séd (5,17%) oraz wapn
(0,15%). Dla pordéwnania, przeprowadzona przez Van Dyke i wsp. analiza elementarna
keratynowej zasypki wykazata, ze najwicksza zawarto$¢ zasypki stanowil wegiel (38,39 —
41,59% procent wagowych (w/w)). Zawarto$¢ wodoru byta na poziomie 5.74 — 6.16% w/w;
zawarto$¢ azotu na poziomie 15,19 — 15,89% w/w, a zawarto$¢ tlenu i siarki wynosita miedzy
23,67% a 26,97% wiw i 3,80% a 4,78% wi/w, odpowiednio. Autorzy opatentowali zastosowanie
keratynowej zasypki jako opatrunku, ktoéry poprawia gojenie ran w wyniku uwalniania

rozpuszczalnych w wodzie peptydow keratynowych do srodowiska rany [126].

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze hydrolizaty z welny alpaki
stanowily niejednorodng mieszankg¢ biatawej sproszkowanej substancji, roznigcej si¢ sktadem
chemicznym 1 zawarto$cig biatka w zalezno$ci od preparatu. Poczatkowe trudnosci z
rozpuszczalnos$cig otrzymanych preparatdéw rozwigzano poprzez zastosowanie 10% wodnego
roztworu DMSO. Problem ten jest wprost powigzany ze strukturg trudno rozpuszczalnych
keratyn. W odniesieniu do $wiatowej literatury, zastosowana w niniejszej pracy metoda
rozpuszczenia keratyny pochodzacej z wetny, polegajaca na dwustopniowym niszczeniu jej

struktury, jest metoda uznang i skutecznie stosowang [116, 118, 122].
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6.2. Dzialanie przeciwbakteryjne hydrolizatéw welny

Bioaktywne peptydy to zwiazki wystepujace w produktach naturalnych pochodzacych
z roznych zrodet lub mogace by¢ rowniez syntetyzowane. Biologicznie aktywne peptydy maja
wiele wlasciwosci, w tym wykazuja m.in. dziatanie przeciwnadci$nieniowe, antyoksydacyjne,

przeciwbakteryjne czy przeciwzakrzepowe [127-129].

Niektore peptydy o wlasciwosciach antybakteryjnych oddziatuja poprzez aktywacje
procesow immunomodulujacych prowadzacych do apoptozy komoérek bakteryjnych.
Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydow jest zwigzana z ich wlasciwosciami
fizykochemicznymi, a takze z liczbg i rodzajem aminokwaséw [131, 132]. Wlasciwosci
fizykochemiczne peptydow, takie jak ich rozmiar, tadunek, hydrofobowos¢, rozpuszczalnose,
majg kluczowe znaczenie dla ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych [132, 133].
Wigkszo$¢ bioaktywnych peptydéw cechuje si¢ wysoka zawartoscig reszt cysteinowych lub
glicynowych, a takze posiada mostki disiarczkowe, ktore powstajg migdzy resztami
cysteinowymi, zwickszajac stabilno$¢ struktury tych bialek. Wigkszo§¢ z nich zawiera

aminokwasy dodatnio natadowane, a takze domeny hydrofobowe [130, 134].

Poniewaz szybki wzrost liczby bakteryjnych zakazen lekoopornych stanowi wyzwanie
dla konwencjonalnych terapii przeciwdrobnoustrojowych, istnieje potrzeba opracowania
alternatywnych preparatow antybakteryjnych. W odrdznieniu od tradycyjnych antybiotykow,
niektore peptydy posiadajace dziatanie antybakteryjne maja ta zalete, ze nie powoduja
opornosci na leki oraz cechujg si¢ mniejszym spektrum dzialan niepozadanych. Z danych
literaturowych wynika, ze najbardziej poznany potencjal antybakteryjny wsrod peptydow
pochodzenia naturalnego wykazuja peptydy wyizolowane z roslin [130, 135]. Hydrolizaty
biatek roslinnych, takich jak nasiona chia, rosliny strgczkowe, ryz itd. stanowig opcje dla
produkcji bioaktywnych peptydow [130]. Rowniez peptydy pochodzenia zwierzecego
posiadajg potencjat hamujacy wzrost bakterii [137-139]. W badaniach Wu i wsp. udowodniono
dziatanie antybakteryjne wywolane przez kilka gatunkéw morskich bezkrggowcow [139]. Tran
1 wsp. w swojej pracy oceniajacej dziatanie mieszaniny zawierajacej celuloze oraz keratyne
pochodzacg z trzech niezaleznych zrddet (welna, wlosy 1 kurze pidra) przedstawili dwie
zaleznosci wynikow. Wetna cechujaca si¢ najwigkszg zawartoscig a-keratyny, wykazata
najstabsza wytrzymato$s¢ mechaniczng, a pidra najsilniejsza. Druga zalezno$¢ wykazano
pomiedzy strukturg drugorzedowa peptydow zawartych w wetnie, wlosach i piorach kurzych a
przeciwbakteryjnymi wilasciwosciami tych kompozytow wobec bakterii Gram-ujemnych (E.
coli, P. aeruginosa) i Gram-dodatnich (S. aureus, MRSA, VRE). Rdzne rodzaje kompozytow
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([wiosy + celuloza], [piora + celuloza] i [welna + celuloza]) o rdznych stezeniach (40:60, 65:35,
75:25 1 80:20 welny, wlosow lub pior i celulozy) oceniano hodujac bakterie w obecnos$ci
kompozytéw przez 24 godziny, a nastgpnie wysiewano je na ptytki z agarem odzywczym.
Liczbg kolonii powstatych po catonocnej inkubacji poréwnywano z kontrolg. Uwidoczniono,
ze wszystkie trzy kompozyty ([wlosy + celuloza], [piéra + celuloza] i [welna + celuloza]) nie
zaprezentowaly aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec E. coli, S. aureus i VRE.
Natomiast wszystkie trzy kompozyty wykazaty pewng aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
MRSA. Dziatanie bakteriobdjcze bylo najsilniejsze w przypadku pior, nastepnie wlosoéw, a
najstabsze w przypadku welny. Autorzy tej pracy zasugerowali, ze welna o najwyzszej
zawartosci a-keratyny ma bardziej uformowang strukture, co w pewnym stopniu ogranicza jej
zdolno$¢ do oddziatywania z bakteriami. W konsekwencji ma ona najnizszg aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa. Wtosy, ktorych struktura znajduje si¢ posrodku pomiedzy pidrami i

welng, maja $redni zakres dziatania przeciwdrobnoustrojowego [140].

Zdolno$¢ odziezy welnianej do ograniczania gromadzenia si¢ nieprzyjemnego zapachu,
ktéry powstaje w wyniku aktywno$ci mikroorganizméw kolonizujacych skoreg, daje przestanki
sadzi¢, ze wetna bez dodatkowych substancji moze sama w sobie wykazywa¢ wlasciwosci
przeciwbakteryjne [141]. Ivankovic i wsp. w marcu 2022 roku opublikowali wyniki
eksperymentalnych badan, gdzie umieszczali bakterie na widknach welny i inkubowali je na
ptytkach agarowych. Kiedy probka zawierajaca welng zostala usunigta z powierzchni agaru
odzywczego, komorki w formie biofilmu pozostaty przyczepione do widkien welny. Autorzy
te] pracy obrazujgc probki tekstyliow za pomoca mikrotomografii rentgenowskiej,
wywnioskowali, ze stopien przylegania bakterii do substratu moze zaleze¢ od topografii
powierzchni. Wyniki wskazaty, ze welna moze prezentowa¢ whasciwosci przeciwbakteryjne w
mechanizmie usuwania nadmiaru bakterii, ktore przyczepiaja si¢ do porowatej struktury
wilokien welny. W pracy tej nie potwierdzono aktywnosci bakteriobdjcze; lub
bakteriostatycznej w zakresie inaktywacji lub usmiercania komorek bakteryjnych w kontakcie

z welng [142].

W niniejszej pracy oceniono dziatanie antybakteryjne hydrolizatow otrzymanych z
welny alpaki w stosunku do Gram-dodatniej bakterii S. aureus oraz Gram-ujemnej bakterii E.
coli. Poczatkowo uzyto metody dyfuzji w studni agarowej uzyskujac roznej wielkosci strefy
zahamowania wzrostu bakterii traktowanych hydrolizatami. Hydrolizaty spowodowaty
powstanie wickszej strefy zahamowania wobec Gram-ujemnej bakterii E. coli. Kontynuujgc

dalsza analiz¢ posiadania przez badane hydrolizaty welny alpaki wiasciwosci
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przeciwbakteryjnych, wykonano analiz¢ elektroforetyczng oraz pomiary potencjatu zeta.
Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego peptydéw polega na ich wigzaniu si¢ z $cianami
komorkowymi bakterii. Mechanizm ten opiera si¢ na elektrostatycznym oddziatywaniu migdzy
dodatnio natadowanymi peptydami a ujemnie natadowang powierzchnig $ciany komorkowej
bakterii, co powoduje w konsekwencji niszczenie struktury komorki [130, 134]. Wiadomo, ze
zewnetrzng $ciang komorkowsa bakterii Gram-ujemnych, np. E. coli, otacza warstwa
lipopolisacharydu o grubosci 1-3 pm, podczas gdy na powierzchni §ciany komorkowej bakterii
Gram-dodatnich, takich jak S. aureus, znajduja si¢ kowalencyjnie zwigzane kwas teichojowy,
kwas teichuronowy i biatka. W zwigzku z tym nalezy si¢ spodziewac znacznych réznic w
zachowaniu elektroforetycznym i potencjale zeta. Parametry te sa bardzo wazne w wykrywaniu
zmian fizycznych w komorkach bakteryjnych 1 stajg si¢ nowoczesnym narz¢dziem
diagnostycznym do okreslania ich cech fenotypowych. Gronkowiec ztocisty posiada wiele
warstw mureiny w swojej $cianie komorkowej, tworzac symetryczne drobne kule, ktorych
tadunek jest na tyle niewielki, ze komorki si¢ od siebie odpychajg, tym samym tworzac mniej
stabilne aglomeraty. Co za tym idzie, na elektroferogramie obecna jest duza ilo$¢ niewielkich
sygnatow charakterystyczna dla S. aureus. Dodatkowo pomiar szerokosci sygnatow dla
obydwu bakterii $wiadczy o tym, ze komodrki S. aureus migruja znacznie szybciej - jako mate

pojedyncze badz potaczone w skupiska klastry.

Dodanie hydrolizatow welny MR1 i MR4 do zawiesiny bakteryjnej spowodowato
znaczaca zmian¢ profilu potencjatu zeta w kierunku bardziej pozytywnych wartosci. Jak
wspomniano na poczatku tego rozdziatu biatka aktywne, wchodzace w sktad hydrolizatow
welny, posiadaja dodatnie naladowany potencjat na powierzchni. Wydaje si¢ by¢ mozliwe, ze
wchodzi on w interakcje z czasteczkami znajdujacymi si¢ na ujemnie natadowanej powierzchni

blony komorkowej bakterii, doprowadzajac tym samym do jej destabilizacji i rozpadu.

Wazne tez jest zrozumienie roli bakterii w procesie konwersji stanu przedrakowego,
ktorym jest rogowacenie stoneczne, do postaci raka kolczystokomorkowego skory. Z danych
literaturowych wynika, Ze rola mikrobioty skory w progresji rogowacenia stonecznego do raka
kolczystokomorkowego skory nie jest do kofica poznana. Wood 1 wsp. przeprowadzili badanie
kohortowe na grupie 13 immunokompetentnych mezczyzn z czynnikami ryzyka SCC [143].
Wyniki pracy wykazaly, ze takie drobnoustroje jak Propionibacterium sp. i Malassezia sp.
wystepowaly stosunkowo czeSciej na fotouszkodzonej skorze bez zmian przed- |
nowotworowych skory, niz na skorze zmienionej przez AK i SCC. Gronkowiec zlocisty byt

wykrywany w 112 badanych ogniskach rogowacenia stonecznego. Ponadto, sposrod 11
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jednostek taksonomicznych podobnych do S. aureus, szes¢ bylo istotnie zwigzanych ze
zmianami SCC u siedmiu badanych, co sugeruje ich specyficzny udziat w progresji AK do
SCC. Jesli istnieje zwigzek przyczynowy migdzy niektorymi bakteriami podobnymi do S.
aureus a etiologig SCC, to w celu zmniejszenia liczby SCC mozna by zastosowa¢ metody
terapeutyczne ukierunkowane na te bakterie. W mojej pracy doktorskiej uzyskano wyniki
wskazujagce na wyrazne dzialanie przeciwbakteryjne wobec bakterii S. aureus wywierane
jedynie przez hydrolizat MR3. Pozostale hydrolizaty otrzymane z welny alpaki wykazaty
dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku do bakterii E. coli. E. coli jest jedng z bakterii
oportunistycznych powodujacych nadkazenie ran. Przy czym komorki odporno$ciowe nie sg w
stanie przenikna¢ przez biofilm utworzony na powierzchni tych ran, co nasila odczyn zapalny
I utrudnia gojenie rany. Wydaje si¢ by¢ mozliwe zastosowanie hydrolizatow otrzymywanych z
welny alpaki w preparatach miejscowych w celu ograniczenia rozprzestrzenienia si¢ stanu

zapalnego i szybszego procesu gojenia uszkodzonej skory.

6.3. Wplyw hydrolizatéw z welny alpaki na komorki

Badajac aktywno$¢ biologiczng preparatdow otrzymanych w wyniku polaczenia
chemicznej aktywacji i enzymatycznego trawienia wetny, okazato sig, ze preparaty te wykazuja
aktywno$¢ przeciwnowotworowga wobec nowotworow o roznej etiologii [125]. Postawiono
hipoteze, ze preparaty peptydowe otrzymane w wyniku odpowiedniego enzymatycznego
trawienia welny moga by¢ stosowane jako sktadniki aktywne w leczeniu lub profilaktyce

nowotworow skory.

6.3.1. Wplyw  hydrolizatow na  zywotnos¢ komoérek  raka
kolczystokomorkowego oraz na prawidlowe keratynocyty

Wiele preparatow pochodzenia naturalnego wykazuje wlasciwosci
przeciwnowotworowe. Przyktadowo, lignany roslinne stanowig grupe polifenoli, ktore hamuja
proliferacje i indukujg $mieré¢ komodrek nowotworowych, przy minimalnej toksycznos$ci w
stosunku do komoérek prawidtowych [144, 145]. Jeden z polifenoli o wlasciwosciach
przeciwnowotworowych - magnolol, w badaniach indukowat apoptoze poprzez aktywacje

zarowno mitochondrialnego, jak i receptorowego szlaku $mierci w komodrkach czerniaka [146].

Ze wzgledu na duzg zawarto$¢ ujemnie natadowanych czasteczek w btonie komorek

nowotworowych, sg one bardziej podatne na interakcje z dodatnio natadowanymi peptydami,
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co prowadzi do =zaburzen struktury 1 cigglosci btony komorkowej. Peptydy
przeciwnowotworowe majg rozne wtasciwosci blokujace funkcje komorek, w tym wchodza w
interakcje z receptorami btony komoérkowej, moduluja adhezje komoérek poprzez interakcje z
biatkami macierzy pozakomoérkowej, hamuja kinazy biatkowe i1 proteazy, a takze wplywaja na

aktywno$¢ antyangiogenna [18].

W eksperymentach przeprowadzonych przez Markowicza i wsp., hydrolizaty wioséw
ludzkich wykazaty dziatanie przeciwnowotworowe w stosunku do komorek czerniaka [18]. Do
badan uzyto wloséw pochodzacych od zdrowych ochotnikow (kobiety 1 m¢zczyzny), ktore nie
byly wczesniej modyfikowane chemicznie. Hydrolizaty te otrzymano zgodnie z metoda
opracowang 1 opatentowang przez prof. Andrzeja W. Lipkowskiego [125]. Badanie
przeprowadzono na kilku liniach komorkowych, migdzy innymi na liniach komérkowych
czerniaka, raka pecherza moczowego oraz zdrowych fibroblastach. Wykazano, ze najwigksze
zahamowanie proliferacji kilku linii komorkowych czerniaka (we wczesnych oraz pdznych
pasazach) obserwowano po zastosowaniu hydrolizatéw wiloséw ludzkich w  stezeniu
procentowym (wagowo-objetosciowym) réwnym 0,1 (p<0,01) [18]. Stwierdzono spadek
zywotno$ci prawidlowych fibroblastow traktowanych badanymi hydrolizatami i wykazano, ze
obnizenie zywotnosci komorek byto zalezne od rodzaju hydrolizatu oraz poszczegdlnych linii

komorkowych fibroblastow.

Odnoszac si¢ do wynikow pracy Markowicz i wsp., hydrolizaty z welny alpaki
otrzymane w identyczny sposob, rowniez wykazaty dziatanie antyproliferacyjne w stosunku do
komorek nowotworowych — linii raka kolczystokomorkowego, przy czym hydrolizat MR4
charakteryzowat si¢ najsilniejszym dziataniem. Dzialanie w stosunku do prawidtowych
keratynocytow byto mniej toksyczne niz wobec komorek rakowych (zywotnos¢ prawidtowych
keratynocytow spadata do okoto 50%). Po 24 godzinnej inkubacji najsilniej dziatajacy
hydrolizat MR4 spowodowat obnizenie zywotnosci komorek raka kolczystokomorkowego do
70% w stosunku do komorek kontrolnych. Z uwagi na najwigksze obnizenie Zzywotnos$ci
komorek raka kolczystokomorkowego przez hydrolizat MR4 zawierajacy najwigksza ilos$¢
biatek i peptydow, mozna przypuszczac, ze efekt dziatania antynowotworowego jest wprost

proporcjonalny do ilosci zawartych w hydrolizatach biatek i peptydow.

Istnieje prawdopodobienstwo, ze hydrolizaty zawieraja spektrum réznie dziatajacych
peptydow, w tym nie wykluczone jest, ze mogg to by¢ dziatania przeciwstawne. Hydrolizaty
wloséw ludzkich wplywaly na proliferacje komorek nowotworowych, ale mogly réwniez
regulowac proliferacje fibroblastow [18]. Sugeruje to, ze produkty degradacji wiosow lub
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welny mogg wptywac na proliferacj¢ fibroblastow zwigzanych z tkankg guza nowotworowego,
zaangazowanych w podtrzymanie mikrosrodowiska nowotworu, ale takze na proliferacje
prawidlowych fibroblastow biorgcych udziat w procesie normalnej regeneracji. Na podstawie
danych literaturowych 1 wynikéw wilasnych, nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy
oczyszczone aktywne sktadniki przeciwnowotworowe hydrolizatu w wyzszych st¢zeniach sg
bezposrednio cytotoksyczne dla komoérek nowotworowych. Zaobserwowano, ze peptydowe
defensyny uwalniane przez granulocyty moga przyczyniaé si¢ do cytotoksycznosci
zewnatrzkomorkowej wobec roznych nowotworow, ale sg wyraznie hamowane przez albuminy
1 inne wielkoczasteczkowe sktadniki surowicy [18]. Nalezy takze uwzgledni¢ fakt, ze dziatanie
antyproliferacyjne hydrolizatéw na komorki keratynocytow badano z uzyciem plodowej
surowicy cielecej (FBS), zgodnie z wymaganiami producenta linii komorkowych. Nie mozna

wigc wykluczy¢, ze FBS mogta czgSciowo neutralizowaé dziatanie hydrolizatow.

W niniejszej dysertacji podjeto probe weryfikacji hipotezy, ze produkty biodegradacji
welny alpaki moga bra¢ udziat w naturalnej ochronie przed nowotworami powstajagcymi na
skorze narazonej na dziatanie kancerogennych czynnikéw srodowiskowych. Rozpuszczalna
mieszanina biatek 1 peptydoéw otrzymana w procesie trawienia enzymatycznego wetny alpaki

obnizala zywotnos$¢ komorek raka kolczystokomorkowego in vitro.

6.3.2. Wplyw hydrolizatow na migracje komorek raka
kolczystokomorkowego

Migracja komorek jest waznym procesem, ktory wplywa na wiele aspektow
fizjologicznych. W procesie gojenia ran migracja ulatwia ponowne naskorkowanie
uszkodzonej skory, a zdolno$¢ migracji komorek rakowych w przypadku guzow

nowotworowych jest kluczowym etapem tworzenia przerzutéw [148].

Test rysy (ang. scratch assay) jest powszechnie stosowanym doswiadczeniem
oceniajacym rozne czynniki wplywajace na procesy patofizjologiczne nowotwordw, w tym
SCC [149,150]. Prowadzac badania nad kilkoma liniami komoérkowymi SCC o r6znym stopniu
ztosliwosci, Moilanen i wsp. stwierdzili, ze pozbawienie komorek kolagenu XVII zaburza
migracje komorek linii SCC-25 [150]. Wyniki badan migracji sugeruja, ze kolagen XVII ma

wplyw na rozwoj raka kolczystokomorkowego.
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Przeprowadzone badania niniejszej dysertacji pozwolilty zauwazy¢ zalezno$¢ wplywu
migracji komoérek rakowych od czasu inkubacji oraz st¢zenia badanych hydrolizatow. Tempo
migracji komodrek poddanych dzialaniu hydrolizatow byto wolniejsze w poréwnaniu z
komoérkami nowotworowymi nietraktowanymi zadnymi substancjami. Najnizsze zastosowane
stezenie hydrolizatow MR3 i MR4 w pierwsze] dobie inkubacji nieznacznie hamowato
migracje¢ komorek SCC-25. Po 72 godzinach inkubacji powierzchnia rysy w przypadku
komorek poddanych dziataniu kazdego z hydrolizatow zmniejszyla si¢ o prawie polowe w
poréwnaniu do powierzchni rysy w czasie poczatkowym. Kazdy z badanych hydrolizatoéw w
stezeniu 0,05% w czasie ponad 48-godzinnej inkubacji istotnie statystycznie hamowal migracje
komorek lepiej niz hydrolizat w mniejszym stezeniu 0,01%. Na podstawie uzyskanych
wynikow mozna wnioskowaé, ze zastosowanie wyzszych stezen hydrolizatéw podczas

wydhluzonej inkubacji znaczaco hamuje migracje komorek rakowych.

Z klinicznego punktu widzenia zastosowanie hydrolizatow welny alpaki mogtoby przyczynié¢
si¢ do zmniejszenia ryzyka naciekania i przerzutowania SCC poprzez hamowanie migracji
komorek rakowych. Potrzebne sg dalsze badania nad potencjalnymi czynnikami mogacymi

hamowac¢ migracj¢ komoérek SCC, szczeg6lnie pod wptywem dziatania hydrolizatow wetny.

6.4. Wplyw interakcji 5-fluorouracylu z hydrolizatami welny alpaki oraz 5-
fluorouracylu z diklofenakiem na komorki raka kolczystokomorkowego
S-fluorouracyl, stosowany samodzielnie lub w potaczeniu z innymi lekami, jest szeroko
stosowany w leczeniu réznych guzéw nowotworowych. 5-FU ma jednak ograniczong
skuteczno$¢ przeciwnowotworowa z powodu opornosci wielolekowej 1 cytotoksyczno$ci
ograniczajacej jego dawke. Ekspresja niektorych genow w komorkach nowotworowych, takich
jak jadrowy czynnik kappa B (NF kB), receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-
1 R), receptor naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR), cyklooksygenaza-2 (COX-2) sg
zwigzane z chemoodpornoscia 1 wrazliwosciag komoérek nowotworowych na 5-FU. W
przypadku dlugotrwatej ekspozycji na 5-FU, obserwuje si¢ zwigkszenie lub zmniejszenie
ekspresji powyzszych genow. Przyktadowo, stwierdzono, ze substancja pochodzenia
naturalnego, jaka jest kurkumina, jest w stanie regulowac te procesy [152]. W innym badaniu
nie zaobserwowano, zeby kurkumina przyjmowana przez pacjentéw jako sktadnik diety lub w

postaci suplementéw diety, powodowata zmniejszenie skutecznosci 5-FU [153].
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Dobre efekty kliniczne wspotoddziatywania 5-FU z kwasem salicylowym w terapii
miejscowej uzyskano w leczeniu stanéw przedrakowych tj. rogowacenia stonecznego [154].
Przeprowadzono retrospektywne badanie w celu porownania wynikoéw trzech roznych terapii
miejscowych u pacjentow z pojedynczym ogniskiem AK. Byla to krioterapia, laser CO2 i
potaczenie 0,5% S-fluorouracylu z 10% kwasem salicylowym. Do badania wlaczono 72
pacjentow. Wszystkie metody doprowadzily do znacznego zmniejszenia $redniej $§rednicy AK.
Bol odczuwany przez pacjentow byt istotnie mniejszy po zastosowaniu 0,5% 5-FU z 10%
kwasem salicylowym niz po innych zabiegach. Dzialania niepozgdane w postaci wystgpienia
rumienia i/lub strupow rozktadaly sie¢ podobnie w trzech grupach. Wyniki estetyczne byty
najlepsze w grupie 5-FU z kwasem salicylowym, oceniane zarowno przez pacjentow, jak i

przez osobg wykonujaca zabieg.

Biorgc pod uwage dane literaturowe, w niniejszej pracy doktorskiej postawiono za cel
ocen¢ interakcji 5-fluorouracylu z hydrolizatami welny alpaki, a takze 5-fluorouracylu z
diklofenakiem, w stosunku do komorek raka kolczystokomoérkowego. Do pierwszych
obserwacji nalezala zaleznos¢ efektu dziatania izolowanego 5-FU od czasu inkubacji. 5-FU
powodowat istotng redukcje zywotnosci komorek nowotworowych dopiero po 72 godzinach
inkubacji. Staba aktywnos$¢ 5-FU po 24 godz. inkubacji moze wynika¢ z mechanizmu dziatania,
a takze z charakterystyki linii komorkowej. 5-FU nalezy do analogéw pirymidyn, a jego
dziatanie jest ograniczone do fazy S cyklu komorkowego. Biorac pod uwage czas podwojenia
populacji komorek SCC-25, ktory wynosi ok 50 godz. [151], istotne zahamowanie proliferacji
moze by¢ obserwowane nawet po 72 godz. ekspozycji na 5-FU. Dziataniu 5-FU poddaja si¢
komorki syntetyzujace kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). Ponadto, 5-FU charakteryzuje
si¢ liniowa zaleznos$cia odpowiedzi komorkowej od dawki. Kluczowy mechanizm blokowania
syntezy DNA (hamowanie aktywnosci syntetazy tymidylowej) powoduje, Zze komorki
wytwarzajace DNA, znajdujace si¢ w fazie S cyklu komérkowego, sg szczegolnie wrazliwe na
ten lek. Z drugiej strony inne mechanizmy, takie jak wbudowywanie metabolitow 5-FU do
kwasu rybonukleinowego (RNA) i w konsekwencji hamowanie syntezy biatek czy tez
produkcja duzej ilosci reaktywnych form tlenu, moga by¢ odpowiedzialne za obserwowang

liniowg zalezno$¢ odpowiedzi od dawki [155].

Poczatkowo sprawdzono interakcje 5-fluorouracylu z dwoma hydrolizatami wetny alpaki
—5-FU z MR3 oraz 5-FU z MR4. Jak przedstawiono w rozdziale 5, hydrolizaty te charakteryzuja
si¢ wlasciwosciami obnizajacymi zywotnos¢ rakowych komoérek SCC, a takze dobrg

bioaktywnoscig 1 umiarkowang toksycznoscig wobec prawidtowych keratynocytéw. Z uwagi
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na pozniejsze efekty rozpoczecia oddziatywania miedzy substancjami, wyniki przedstawiono
dopiero po 72 godzinach inkubacji. Okazato si¢, ze nie odnotowano wzmagania dziatania
antyproliferacyjnego 5-fluorouracylu w polaczeniu z hydrolizatem welny alpaki. Wyniki
wykazaly wyzsze wartoSci absorbancji dla komoérek SCC-25 traktowanych samym
hydrolizatem welny alpaki MR3 czy MR4, co moze by¢ skutkiem zaburzonego odczytu przez
aparat dotkow z gesta zawiesing hydrolizatu pokrywajacego powierzchni¢ komorek.
Najwicksze istotne statystycznie obnizenie zywotnosci komoérek nowotworowych uzyskano po
zastosowaniu najnizszego stezenia hydrolizatu (0,25%) z najwyzszym st¢zeniem 5-
fluorouracylu (1 uM). Skojarzone dzialanie hydrolizatow welny alpaki MR3 czy MR4 w
stezeniach 0,25% i 0,5% z kazdym zastosowanym w pracy stezeniem 5-fluorouracylu
zaprezentowato wartosci absorbancji nizsze od kontroli (komorek nietraktowanych zadng
substancjg). Nie uwidoczniono addytywnego efektu dzialania antyproliferacyjnego wobec
SCC-25 przy skojarzonym dziataniu najwyzszego st¢zenia hydrolizatu welny alpaki (1%) z
kazdym ze st¢zen S-fluorouracylu. Mozna zatem wnioskowaé, ze zmodyfikowanie sposobu
oczyszczenia i hydrolizy wetny alpaki mogtoby skutkowa¢ wigkszym obnizeniem zywotnos$ci

komorek raka kolczystokomdrkowego skéry, w monoterapii czy interakeji lekowej.

W nastgpnym etapie pracy badano interakcje 5-fluorouracylu z diklofenakiem, ktory juz
po 24 godzinach inkubacji samodzielnie spowodowat istotny statystycznie spadek zywotnosci
komorek raka kolczystokomorkowego. Diklofenak jest inhibitorem COX-2 i ten mechanizm
znalazt zastosowanie w leczeniu 1 profilaktyce wielu nowotworow. Kazde z zastosowanych
stezen diklofenaku w polaczeniu z 5-FU skutkowalo nizszymi wynikami absorbancji w
poréwnaniu do izolowanego zastosowania 5-fluorouracylu. Po 72 godzinach inkubacji
wspotoddziatujacych lekow najwigkszy efekt antyproliferacyjny uzyskano przy taczonym

dziataniu kazdego ze stezen 5-FU z najwyzszym stezeniem diklofenaku.

Mechanizm dziatania wspolczesnych miejscowych lekéw przeciwnowotworowych
polega na unicestwieniu komorek stransformowanych wieloetapowym procesem
kancerogenezy. Nierzadkie sg sytuacje, kiedy odczyn zapalny wokot i w obrebie traktowanej
takimi lekami zmianie skornej jest nasilony — objawia si¢ to rumieniem, obrzgkiem, saczeniem,
a czasami towarzyszacym nadkazeniem bakteryjnym martwiczo zmienionej tkanki.
Hydrolizaty welny alpaki posiadajace dzialanie przeciwnowotworowe, a takze
przeciwbakteryjne, moga by¢ dodatkiem do stosowanych aktualnie lekow miejscowych, aby
zminimalizowa¢ odczyn zapalny i ryzyko wtornego nadkazenia bakteryjnego na leczonym

obszarze.
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/. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Niniejsza praca doktorska opisuje wybrane wilasciwosci fizykochemiczne i biologiczne

hydrolizatow otrzymanych z welny alpaki oraz dziatanie referencyjnych substancji

stosowanych w leczeniu SCC i AK (takich jak 5-fluorouracyl i diklofenak). Przeprowadzone

badania wykazaly, ze:

1.
2.

Otrzymane hydrolizaty stanowig heterogenng mieszaning biatek 1 peptydow.
Hydrolizaty z welny alpaki wykazuja wiasciwosci przeciwbakteryjne, z wigksza
aktywnos$cig w stosunku do Gram-ujemnej bakterii E. coli niz Gram-dodatniej bakterii
S. aureus.

Aktywno$¢ hydrolizatow welny alpaki wobec komodrek nowotworowych i
prawidtowych keratynocytow bylta zalezna od stezenia i czasu ekspozycji.

Sposrod badanych zwigzkow, hydrolizaty welny alpaki MR 1 i1 MR4 charakteryzowaty
si¢ najlepszymi  wlasciwosciami  obnizajacymi  zywotnos¢ komodrek raka
kolczystokomorkowego. Wykazaly one rowniez mniejsza toksycznos¢ wobec
prawidlowych keratynocytow.

Hydrolizaty pozyskane z welny alpaki spowalnialty migracje komorek raka
kolczystokomorkowego.

Interakcja 5-fluorouracylu z hydrolizatami welny z alpaki nie wykazata wzmozonego
efektu obnizajacego zywotno$¢ komorek raka kolczystokomorkowego.

Mozna przypuszczaé, ze dodatek diklofenaku do niskiego stezenia 5-fluorouracylu
moze skutkowa¢ zminimalizowaniem wystgpienia dzialan niepozadanych
chemioterapeutyku przy rownej skutecznosci przeciwnowotworowej. Efekt takiej
interakcji moze mie¢ pozytywne skutki dla pacjenta stosujacego preparat miejscowy.
Potrzebne s3 dodatkowe badania w celu doktadniejszej charakterystyki wyizolowanych

hydrolizatow z welny alpaki i ich dziatania przeciwnowotworowego.

Innowacyjno$¢ prezentowanej pracy doktorskiej polega na tym, ze po raz pierwszy

zbadano i wykazano dziatanie hydrolizatow welny alpaki obnizajgce zywotno$¢ komorek raka

kolczystokomorkowego. W dotychczasowych danych literaturowych nie opisywano takiego

dziatania. Nie wykluczone, ze dalsze eksperymenty pozwolilyby na zbadanie innych

wlasciwosci hydrolizatow welny alpaki oraz przyblizyly mozliwos¢ ich ewentualnego
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wykorzystania w preparatach miejscowych w celu prewencji progresji stransformowanych

keratynocytow w rogowaceniu stonecznym czy raku kolczystokomorkowym skory in situ.
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