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Wykaz skrétow

AJCC

ApoBD
Bax

Bcl-2

Bid

CT

DD

DED
DMEM
DMSO
DMU-212
DMU-214
DMU-281
DMU-291
DMU-295
DMU-807
EDTA
EGF
EGFR

FADD
FBS

GLOBOCAN
HER

Amerykanski Komitet ds. Raka (The American Joint Committee

on Cancer)

Apolipoprotein BD

BCL2-associated X protein

B cell lymphoma gene-2

BH3 interacting domain death agonist

tomografia komputerowa (computed tomography)

domena $mierci (death domain)

domeny $mierci efektorowe (death effector domain)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

dimetylo sulfotlenek (dimethyl sulfoxide)

3,4,4’5-tetrametoksystylben

3’-hydroksy-3,4,5,4-tetrametoksystilben
4’-hydroksy-3,4,5-trimetoksystilben

4-hydroksy-3,5,4 -trimetoksystilben
4,4’-dihydroksy-3,5-dimetoksystylben
3-hydroksy-4,5,4-trimetoksystilben

kwas wersenowy

naskorkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor)

receptor naskdrkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor re-
ceptor)

biatko zawierajace domene $mierci wspotdziatajace z FAS (fas-associa-
ted death domain)

serum plodowe z cielat (fetal bovine serum)

The Global Cancer Observatory

receptor naskorkowego ludzkiego czynnika wzrostu (human epider-

mal growth factor receptor)
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HIC
HIF-1a
HPV
ICON-§
LMIC
MMP
MMP9
MRI

PCR
RIP
RTK
TBP
TGF a
TNF
TNM

TPA
TRADD

UICC

VEGF

kraje wysoko rozwiniete (high-income countries)

czynnik indukowany hipoksja la (hypoxia-inducible factor 1a)

ludzki wirus brodawczaka (human papilloma virus)

The International Collaboration on Oropharyngeal Network for Staging
kraje slabo i srednio rozwinigte (low- and middle-income countries)
potencjal blony mitochondrialnej (mitochondrial membrane potential)
matrix metallopeptidase 9

obrazowania za pomocg rezonansu magnetycznego (magnetic reso-
nance imaging)

reakcja fancuchowej polimerazy (polymerase chain reaction)
receptor-interacting protein

receptor kinazy tyrozynowej (receptor tyrosine kinases)

TATA box binding protein

transformujgcy czynnik wzrostu a (transforming growth factor o)
czynnik martwicy nowotwordw (tumor necrosis factor)

tumour — guz (pierwotny), node — wezel (chlonny), metastasis — prze-
rzut (odlegty)

12-O tetradecanoylphorbol-13-acetate

biatko zawierajace domeng¢ $mierci wspodtdziatajace z TNFR (TNFR-
-associated death domain)

Unia na rzecz Migdzynarodowej Kontroli Raka (Union for Internatio-
nal Cancer Control)

czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego (vascular endothelial gro-

wth factor)



1. Wstep

1.1. Epidemiologia nowotworéw

W ostatnich dziesigcioleciach czestos¢ wystepowania nowotwordéw rosnie niepokojaco,
co jest zwigzane ze zmieniajacym si¢ stylem zycia, niezdrowymi nawykami i dluzsza
$rednig przezywalnos$cig. Rak byt jedng z najpowazniejszych choréb XX wieku, a przez
zwigkszone obecnie narazenie na czynniki kancerogenne i rosngcg zapadalnos¢ choro-
by nowotworowe staly sie gtéwnym problemem medycyny XXI wieku. Jest to szczegol-
nie zauwazalne w krajach slabo i $rednio rozwinietych (ang. low- and middle-income
countries, LMIC) w zwigzku z transformacjg gospodarczg wigzacg si¢ z mechanizacja
transportu i pracy, zmianami kulturowymi oraz zwiekszonym dostepem do rynkéw
miedzynarodowych. W rezultacie wiele czynnikéw ryzyka zwigzanych ze stylem zycia,
tj. palenie tytoniu, brak aktywnosci fizycznej, nadwaga, ktdre s juz masowe w krajach
wysoko rozwinietych (ang. high-income countries, HIC), staja si¢ coraz bardziej po-
wszechne w LMIC [1]. Wystepuja znaczne rozbieznosci dotyczace najczesciej diagnozo-
wanego raka w poszczegolnych krajach, szczegélnie wsréd mezczyzn (rycina 1). Wedtug
GLOBOCAN w 2012 roku najczesciej diagnozowanym rakiem wséréd mezczyzn w 87
krajach, zwlaszcza w Ameryce Péinocnej i Potudniowej, Europie PéInocnej, Zachodniej
i Potudniowej oraz Oceanii, byt rak prostaty. Rak ptuc jest najczesciej diagnozowanym
rakiem wsrod mezczyzn w Europie Wschodniej. W Afryce dominujgcymi nowotwora-
mi wéréd mezczyzn s3 nowotwory prostaty, pluca, jelita grubego, watroby, przetyku,
miesak Kaposiego, biataczka, nowotwdr Zoladka i chloniak nieziarniczy, podczas gdy
w Azji obejmuja one pluca, warge i jame ustng, watrobe, zoladek, jelito grube oraz raka
prostaty. U kobiet najczgsciej wystepujacym nowotworem w Ameryce PéInocnej, Euro-
pie i Oceanii jest rak piersi. Nowotwory piersi i szyjki macicy sg najczesciej diagnozowa-
nymi nowotworami w Ameryce Lacinskiej i na Karaibach, w Afryce i wiekszosci Azji.
Jednak bardzo czg¢sto nowotwory u kobiet w Azji obejmujg takze pluca (Chiny, Korea
Péinocna), watrobe (Laotaniska Republika Ludowo-Demokratyczna, Mongolia) i tarczy-

ce (Korea Poludniowa) [1].



Mezczyzni
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Rycina 1. Czesto$¢ zachorowan na nowotwory na swiecie [1]

1.2. Nowotwory gtowy i szyi

Pomimo ze rak glowy i szyi jest zwigzany z bélem, stresem psychospotecznym, trwaly-
mi okaleczeniami znacznie obnizajacymi jako$¢ zycia oraz przedwczesng $miercig, ostat-

nie postepy medycyny przyczynily sie do znacznej poprawy rokowania tego nowotworu.
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Wprowadzenie inhibitoréw immunologicznych do standardéw leczenia w terapii wzno-
wy lub przerzutéw raka glowy i szyi przyniosto znaczace korzysci pacjentom dotknigtym
ta chorobg. Rownolegle ulepszenia standardowej terapii, tj. maloinwazyjne metody chi-
rurgiczne oszcz¢dzajace narzady, postepy w radioterapii, wielokierunkowe podejscie w le-
czeniu oraz ulepszona diagnostyka onkologiczna, poprawily funkcjonowanie pacjentow,
zmniejszyly zachorowalnos¢ i $miertelnos¢. W diagnostyce nowotworéw glowy i szyi, po
zebraniu dokladnej historii choroby i przeprowadzeniu badania fizykalnego u pacjenta,
najczesciej wykonuje si¢ obrazowanie radiologiczne przed pobraniem duzych prébek pod-
czas biopsji w celu uniknigcia mozliwego znieksztalcenia anatomicznego lub falszywie
dodatnich wynikéw biopsji w tomografii pozytonowej. Biopsja aspiracyjna cienkoiglowa
jest wysoce czula, specyficzna i dokladna w poczatkowej diagnostyce histologicznej [2].
W przypadku koniecznosci wykonania biopsji wezla chlonnego szyjnego i po uwzgled-
nieniu jej wynikéw, wskazana jest resekcja calej grupy weztéw, aby zapobiec rozprzestrze-
nianiu si¢ przerzutéw i progresji guza, co wymagatoby bardziej radykalnego leczenia [2].

Okoto 90% nowotworéw gérnego odcinka ukladu pokarmowego i drég oddecho-
wych stanowig raki ptaskonablonkowe, ktére wywodza si¢ z nierogowaciejacego na-
blonka wielowarstwowego plaskiego (plaskonablonkowe raki glowy i szyi). Raki pla-
skonabtonkowe rozwijajg si¢ na podlozu stanéw przedrakowych (zmiany morfologiczne
zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem powstania nowotworu zlodliwego). Metaplazja pla-
skonablonkowa moze towarzyszy¢ zmianom regeneracyjnym i polega na zastgpieniu
nablonka charakterystycznego dla okreslonego miejsca wielowarstwowym nabtonkiem
plaskim. Dysplazja polega na powstawaniu zaburzen w dojrzewaniu nablonka i w za-
leznosci od jego zajgcia mozna ocenic¢ stopien jej zaawansowania (niewielki — komorki
dysplastyczne zlokalizowane w 1/3 dolnej nablonka, §redni — komorki dysplastyczne
zlokalizowane w 2/3 dolnych nabtonka, duzy — komorki dysplastyczne zlokalizowane
dodatkowo w gornej 1/3 nabtonka, ale nie w calej jego grubosci). Proces tworzenia no-
wotworu, zwany kancerogeneza, jest procesem wieloletnim, a wczesne etapy moga by¢
odwracalne. Do typowych zmian przedrakowych w jamie ustnej nalezg leukoplakia, ery-
troplakia i liszaj ptaski [3]. W regionie glowy i szyi wystepuja rowniez raki gruczolowe,
ktore wywodzg si¢ z nablonka gruczotowego Slinianek. Sg one najczestszymi nowotwo-
rami zlo$liwymi duzych i malych gruczotéw slinowych. Sporadycznie w regionie glowy
i szyi wystepuja raki drobnokomérkowe pochodzenia neuroendokrynnego, a takze raki
skory typu Merkla. Zwigkszona swiadomos¢ i przyspieszona diagnoza raka zwigzanego

z ludzkim wirusem brodawczaka (ang. human papilloma virus, HPV), wraz ze zmniej-
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szeniem liczby nowotworéw glowy i szyi zwigzanych z paleniem wyrobéw tytoniowych,
zmieniajg podejscie do sposobu ich leczenia. Rokowanie i wielowymiarowe mozliwosci
terapeutyczne dla chorych na raka glowy i szyi réznig si¢ w zaleznosci od czynnikéw
epidemiologicznych, umiejscowienia anatomicznego i stadium nowotworu [4].

Istnieje wyrazna niejednorodnos¢ guzéw powstajacych w obrebie glowy i szyi.
Rak glowy i szyi byl siddmym najczesciej wystepujacym rakiem na $wiecie w 2018 r.
(890000 nowych przypadkow i 450000 zgonéw) [5]. W Polsce nowotwory nablonkowe
(raki) regionu glowy i szyi stanowia okoto 5% wszystkich zarejestrowanych nowotwo-
réw zlosliwych (ok. 4% wsréd mezczyzn i ponad 1% wsrdd kobiet). W ostatnich latach
rozpoznawano rocznie okoto 6000 nowych zachorowan i zarejestrowano 3800 zgondw.
W minionej dekadzie odnotowano spadek zachorowalnosci na raka krtani i jednoczes-
nie wzrost zachorowalnosci na raka ustnej czesci gardla [6]. Rak jamy ustnej i gardta
stanowi 2% wszystkich nowotworéw ztosliwych, z czego okolo 40% to rak jezyka [7]. Za-
zwyczaj sg one diagnozowane u starszych pacjentéw, naduzywajacych alkoholu i wyro-
béw tytoniowych. Istnieje Swiatowa tendencja spadkowa w wystepowaniu nowotwordw
glowy i szyi, ktdra jest czgsciowo spowodowana zmniejszong konsumpcjg tytoniu wraz
ze zwickszajacy si¢ $wiadomoscig spoleczng [8]. Z drugiej strony, obserwuje si¢ coraz
wiecej przypadkow raka jamy ustnej i gardla zwigzanego z wirusem HPV, najczesciej
HPV typu 16. Problem ten wystepuje gléwnie w Stanach Zjednoczonych oraz Europie
Pétnocnej u 0s6b w mlodym wieku (od 10. do 30. roku Zycia), u ktérych doszto do ekspo-
zycji na wirusa HPV podczas seksu oralnego [9, 10]. W 2000 r. w samych tylko Stanach
Zjednoczonych liczba zdiagnozowanych nowotwordéw glowy i szyi, ktore byly zwigzane
z wystepowaniem u pacjenta wirusa HPV wzrosta z 16,3% do ponad 72,7%. Odnotowany
wzrost zachorowan spowodowany byl zwiekszajacg si¢ $wiadomoscig na temat zalezno-
$ci pomiedzy HPV a nowotworami glowy i szyi, a takze rozwijajacymi sie mozliwoscia-
mi diagnostycznymi potwierdzajacymi obecno$¢ wirusa HPV [11]. Skutecznos¢ profilak-
tycznego szczepienia przeciwko HPV nie jest naukowo potwierdzona w przypadku raka
jamy ustnej i gardta, w przeciwienstwie do raka odbytu i narzagdéw plciowych. Niemniej
jednak sugeruje si¢, ze zmniejszona czg¢sto$¢ wystepowania raka jamy ustnej i gardla
na skutek szczepien moze by¢ widoczna, ale dopiero po 2060 r. [9]. Rokowanie i ogélna
przezywalnos¢ jest korzystniejsza dla pacjentéw z HPV-dodatnim rakiem jamy ustnej
i gardla. Bardzo czesto jest to uwarunkowane lepszg reakcjg na chemioterapig¢ i radio-
terapie, a takze lepszg sprawnoscig fizyczng i mniejszg liczbg wspotistniejacych choréb.

U pacjentéw z nowotworem niezaleznym od HPV nie ma czg¢sto mozliwosci zwiekszenia
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aktywnosci fizycznej, ktora polepsza rokowanie chorego. Wykazano, ze jest to spowodo-
wane dolegliwosciami zwigzanymi z uzaleznieniem od wyrobéw tytoniowych i naduzy-
waniem alkoholu [10]. Latwiejszy dostep do radioterapii wraz z wprowadzeniem réwno-
czesnej terapii wspomagajacej oraz chemioradioterapii poprawily przezycie chorych na
raka glowy i szyi, zwlaszcza na raka jamy ustnej i gardlta zwigzanym z HPV [10].

Amerykanski Komitet ds. Raka (ang. The American Joint Committee on Cancer,
AJCC) wykorzystuje system oceny zaawansowania TNM (guz, wezel chlonny, przerzut)
wraz z systemem stworzonym przez Uni¢ na rzecz Miedzynarodowej Kontroli Raka (ang.
Union for International Cancer Control, UICC) w celu klasyfikacji i okreslenia schema-
tu leczenia okreslonego przypadku plaskonablonkowego raka gtowy i szyi [12]. Stopien
zaawansowania jest uwarunkowany od lokalizacji nowotworu w okreslonym miejscu
anatomicznym. Zasadniczo wczesne stadia (I i II) obejmujg mniejsze guzy bez widocz-
nego zajecia weztow chlonnych. Pézniejsze stadia (III i IV) charakteryzuja si¢ lokalnie
zaawansowang chorobg i objeciem otaczajgcych struktur lub zwigkszong liczbg zajetych
wezldw chlonnych. Odlegle rozprzestrzenianie si¢ przerzutéw rowniez definiuje stadium
IV. Stopien zaawansowania raka jamy ustnej i gardla wymaga wykonania badan po-
twierdzajacych obecno$¢ wirusa HPV, ktére obejmujg hybrydyzacje in situ lub techniki
wykorzystujace reakcje tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR)
w celu ustalenia wystepowania DNA HPV lub miana wirusa. Wykorzystuje sie réwniez
testy immunohistochemiczne opierajace si¢ na oznaczeniu ekspresji biatka p16, ktére jest
markerem potwierdzajacym wystepowanie HPV w organizmie chorego [13].

W 2017 r. AJCC i UICC wprowadzity oddzielny system oceny zaawansowania no-
wotworow dla pacjentéw z HPV-dodatnim rakiem jamy ustnej i gardla, co bylo spo-
wodowane innym rokowaniem chorych z tej podgrupy [12]. Stowarzyszenie The Inter-
national Collaboration on Oropharyngeal Network for Staging (ICON-S) poréwnalo
kryteria prognostyczne oceny zaawansowania nowotworu (6sma edycja, obowigzujaca
od 2017 r.) z poprzednim system (siodma edycja, ktéra weszla w zZycie w 2010 r.). W tym
celu wykorzystano bialko pl6 jako marker choroby uwarunkowanej wystepowaniem
HPV. Przeprowadzona analiza potwierdzila réznice w rokowaniu 1907 pacjentéw z ra-
kiem jamy ustnej i gardla, u ktérych stwierdzono obecnos¢ HPV [14, 15]. Calkowity
5-letni wskaznik przezycia w przypadku raka jamy ustnej gardla z dodatnim wynikiem
HPV byt podobny dla stadiow I, II, IIT i IVA, ale istotnie nizszy dla stadium IVB. Prze-
zycie nie rdznilo si¢ istotnie migedzy pacjentami z guzami T4a i guzami T4b oraz z NO,

N1, N2, N2a i N2b. Jednak przezycie zmniejszylo si¢ u pacjentéw z nowotworem obej-



mujacym wezlty chlonne grupy N3. W siédmej wersji klasyfikacji TNM nie brano pod
uwage wystepowania HPV u chorych na raka jamy ustnej i gardla. Dlatego rokowanie
pogarszalo si¢ z kazdym nastepnym stadium choroby, od stadium I do stadium IVB [14,
15]. Ten system oceny stopnia zaawansowania mial odzwierciedla¢ prognozy dotycza-
ce przewaznie chorych, u ktérych nie stwierdzono wystepowania HPV. Wiaczenie wy-
nikow ICON-S do 6smej edycji oceny zaawansowania tych nowotworéw spowodowalo
wiec wzgledng poprawe rokowania chorych z wynikiem HPV-dodatnim.

Zachowanie struktury i funkcji narzagdéw w obrebie glowy i szyi, zmniejszenie za-
chorowan i dlugoterminowe utrzymanie jakosci zycia chorych poddanych leczeniu
wymaga specjalistycznej opieki obejmujacej chirurgie, radioterapi¢ i onkologie wspo-
magang przez opieke stomatologiczng, reedukacje nawykow zywieniowych, wspoiprace

z fizjoterapeuty i pomoc psychologiczng.

1.3. Rak jezyka — dane epidemiologiczne i czynniki ryzyka

Nowotwory jamy ustnej stanowia 14% wszystkich nowotworéw glowy i szyi. Pomimo
tego, Ze jezyk jest narzadem tatwo dostepnym podczas rutynowego badania okresowego,
czgsto$¢ wystepowania nowotwordow jezyka w zaawansowanym stadium (III-IV etap wg
klasyfikacji TNM) wynosi nadal okoto 30-35% [16]. Zwiekszona swiadomos¢ spoteczen-
stwa na temat wpltywu wyrobow tytoniowych i alkoholu na zdrowie spowodowala spa-
dek ich konsumpcji w ciggu ostatnich lat. Nie znalazlo to jednak odzwierciedlenia w wy-
stepowaniu raka jezyka (obejmujacego 2/3 przedniej jego czesci). Odnotowano bowiem
60% wzrost zachorowan na raka jezyka u pacjentéw w wieku ponizej 40. r.z., zwlaszcza
wérod mlodych kobiet [17]. Powigzanie wirusa HPV z wystepowaniem nowotworéw
jamy ustnej i gardfa moze wyjasnia¢ zaobserwowang tendencja zachorowan w mlodym
wieku [18]. Dostepne sg dane literaturowe, ktore wykazaly wplyw niektorych typow wi-
rusa HPV (beta i gamma) na rozwo6j nowotwordw glowy i szyi, w tym raka jamy ustne;j.
Nie potwierdzono jednak, czy wspomniane powyzej typy wirusa HPV majg wigkszy
wplyw na wystepowanie raka jezyka w grupach palacych i niepalgcych oraz w grupach
0s6b mlodszych i starszych [19, 20]. Wykazano, ze niezaleznie od przynaleznosci do gru-
py wiekowej i wspdlistniejacych czynnikéw ryzyka, wystepowanie przewleklego stanu
zapalnego lub zaburzen mikrobiomu jamy ustnej moze zwigksza¢ prawdopodobienstwo

wystgpienia raka jezyka [21]. Ostatnio przeprowadzono badania kohortowe wykorzystu-



jace modele klonalnej ekspansji w celu ustalenia czynnikéw wywolujacych powstawanie
nowotworéw w obrebie glowy i szyi, ich wzrostu oraz przeksztalcenia sie w zmiang zlo-
sliwg. Wykazano znaczng roznice strukturalng, niezalezng od wieku chorego, pomie-
dzy rakiem jezyka a innymi nowotworami jamy ustnej i gardta (zwigzanymi z paleniem
tytoniu, naduzywaniem alkoholu i uwarunkowanym wystepowaniem wirusa HPV), co
sugeruje wyjatkows, jeszcze niewyjasniong do konca etiologi¢ tego nowotworu [22].
Zazywanie marihuany, ktdre jest potencjalnym czynnikiem powodujacym wyste-
powanie raka jamy ustnej, w tym jezyka, znacznie zwiekszylo si¢ w ciggu ostatnich lat,
zwlaszcza wéréd miodych osob. Przeprowadzone ostatnio analizy przez Migdzynarodo-
we Konsorcjum Epidemiologiczne Raka Glowy i Szyi sugeruja jednak, Ze palenie mari-

huany moze by¢ czynnikiem zmniejszajacym ryzyko wystepowania raka jezyka [23].

1.3.1. Objawy raka jezyka

Najczestszym i najwczesniejszym objawem raka jezyka jest bol w czasie potykania, ktéry
moze promieniowac do ucha. Na jezyku i przylegajacych strukturach mogg pojawic si¢
pecherze, ktore pekajac, zamieniajg si¢ w owrzodzenia (ryciny 2 i 3). W nastepnej kolej-
nosci pojawiajg si¢ zaburzenia w przyjmowaniu pokarmoéw, trudnosci w zuciu i potyka-
niu, kaszel, zachlystywanie si¢, ograniczenie ruchomosci jezyka, slinotok, szczekoscisk,
chrypka, klucie w uchu, betkotliwa mowa, dusznos$¢, krwioplucie, fetor ex ore, spadek

wagi, brak faknienia, trudnosci w swobodnym komunikowaniu si¢ z otoczeniem i nie-

Rycina 2. Owrzodzenie na prawej bocznej czesci jezyka u 34-letnie-
go pacjenta z rozpoznaniem ptaskonabtonkowego raka jezyka [25]



Rycina 3. Duzy pecherz w dolnej lewej czesci jezyka u 29-letniej pa-
cjentki z rozpoznaniem ptaskonabtonkowego raka jezyka [25]

che¢ do spozywania positkéw. Rak jezyka moze tez manifestowac sie w postaci guza
w obrebie szyi. Badania ilosciowe i jako$ciowe wykonywane przed zabiegiem operacyj-

nym nie wykazaly istotnych zaburzen wrazliwosci smakowej [24].

1.3.2. Diagnostyka raka jezyka

Nowotwor plaskonablonkowy jezyka jest jednym z najbardziej niebezpiecznych nowo-
tworéw glowy i szyi na $wiecie [26]. Jego rozwoj jest czesto niezauwazalny, poniewaz
progresja procesu nowotworowego w poczatkowym stadium przebiega bez znaczacych
i uchwytnych objawdw, w wyniku czego rokowanie pacjentéw jest znaczaco gorsze [27].
Pomimo szybkiego, od momentu wykrycia nowotworu, wdrozenia leczenia chirurgicz-
nego, radioterapii i chemioterapii, wskaznik 5-letniego przezycia jest caly czas niezado-
walajacy [28]. Jedng z przyczyn jest wysoki odsetek przerzutéw (40%) do szyjnych weztow
chlonnych u pacjentéw pierwotnie zdiagnozowanych [29]. Wynika to z charakterystycz-
nej budowy anatomicznej jezyka, ktdéry sktada sie gléwnie z mieéni i naczyn krwionos-
nych. Proces nowotworowy rozwija si¢ szybko, niezauwazalnie zwiekszajac swoj zasieg
i obejmujgc wezly chtonne. Innym powodem niezadowalajacych wynikow leczenia moze
by¢ takie samo podejscie terapeutyczne do wszystkich pacjentéw z rozpoznaniem raka
jezyka, pomimo osobniczej zmiennosci genetycznej. Podstawg diagnostyki w przypad-
ku nowotworow jamy ustnej, w tym jezyka, jest wnikliwy wywiad, a nastepnie doktadne

badanie przedmiotowe, w tym ocena weztéw chlonnych podbrédkowych, podzuchwo-
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wych i szyjnych. W przypadku stwierdzonych zmian w weztach chtonnych wskazane
jest wykonanie badania USG szyi, a takze niekiedy biopsji aspiracyjnej cienkoiglowe;.
Potwierdzenie diagnozy choroby nowotworowej odbywa sie za pomocg badania histo-
patologicznego. Gdy stwierdza si¢ naciekanie kosci szczek, wskazane jest wykonanie
badania tomografii komputerowej (ang. computed tomography, CT) i obrazowania za
pomocg rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging, MRI) czy zdjecia
pantomograficznego. Podejrzenie przerzutow odlegtych jest wskazaniem do wykonania
RTG klatki piersiowej i USG jamy brzusznej [30].

Obecnie standardem jest wykonywanie u pacjenta badan majacych na celu wykrycie
markeréw nowotworowych. Markerem nowotworowym jest substancja wielkoczasteczko-
wa, najczesciej biatko z komponentg weglowodanowa/lipidowa lub glikolipid, ktéra bez
wzgledu na spelniane funkcje jest wytwarzana wylgcznie w komdrce nowotworowej. Mar-
kerem moze by¢ biatko ulegajace nadekspresji w komoérce nowotworowej w poréwnaniu
z komorky prawidlowy [31]. W procesie kancerogenezy dochodzi bardzo cz¢sto do kon-
stytutywnej (niezaleznej od fizjologicznych mechanizméw regulacyjnych) ekspresji ge-
néw, ktorych produkty (biatka) pojawiajg si¢ tylko przejsciowo — w okresie ich rozplemu
i réznicowania komdrek nowotworowych. W przypadku uwolnienia biatek kodowanych
przez te geny z komoérki nowotworowej do ptyndw ustrojowych, staja si¢ one markerami
przydatnymi w rozpoznawaniu i monitorowaniu choroby nowotworowej [32]. W celu wy-
krycia i charakterystyki konkretnych, nowych markeréw nowotworéw glowy i szyi prowa-
dzi si¢ ludzkie hodowle komdrkowe i tkankowe, modele zwierzece; wykonuje si¢ réwniez
badania diagnostyczne, tj. badania patomorfologiczne, badania genetyczne oraz analize
probki surowicy lub $liny pacjenta [33]. Najczesciej wykorzystywane jest jednak badanie
patomorfologiczne, poniewaz oceniany jest bezposrednio pobrany od pacjenta wycinek
zmiany (zazwyczaj w formie fragmentu zanurzonego w formalinie, a nastepnie bloczkéw
parafinowych). Umozliwia to wykonanie oceny histologicznej lub immunohistochemicz-
nej oraz hybrydyzacji in situ. Jest to niestety metoda, ktdrej wynik zalezy od subiektyw-
nych umiejetnosci osoby wykonujacej dany pomiar. Ponadto posiadanie tego samego typu

i cech guza niekoniecznie oznacza takie samo rokowanie u réznych pacjentow [33, 34].

1.3.3. Terapia raka jezyka
Jezyk mozna uzna¢ za narzad zlozony z trzech cze¢sci — nasade, trzon i koniec. Nasa-
de od trzonu oddziela bruzda graniczna. Trzon jezyka jest podzielony na dwie polowy

(prawg i lewg) przez cienkg blaszke tkanki facznej, zwang przegrods jezyka. Jezyk po-



siada migénie zewnetrzne (migsien brédkowo-jezykowy, gnykowo-jezykowy i rylcowo-
-jezykowy) i migsnie wewnetrzne (podtuzny jezyka gorny i dolny, poprzeczny jezyka
i pionowy jezyka), naczynia zylne i tetnicze oraz wldkna nerwowe ruchowe i czuciowe.
W obrebie grzbietu i trzonu wigkszo$¢ miesni jezyka przyczepia si¢ do mocnej warstwy

facznotkankowej, zwanej rozciggnem jezyka (rycina 4) [35].

migsnie wewngtrzne jezyka
e migsien rylcowo-jezykowy

migsien policzka

Slinianka podzuchwowa -7 tetnica jezykowa

Zzyla twarzowa

Rycina 4. Budowa anatomiczna jezyka i tkanek otaczajacych [36]

W przeciwienstwie do pozostalych nowotworéw glowy i szyi, w raku jezyka jamy
ustnej podstawowa metodg leczenia jest zabieg operacyjny. Termin ,glosektomia” jest
uzywany do opisywania zabiegdw chirurgicznych resekeji jezyka zaréwno zwigzanych
z usunieciem nowotworu tego narzadu, jak i niezaleznych od nowotworu. W 1979 roku
Péri opisal cztery rodzaje glosektomii, jednak zabiegi te nie mialy powigzania z onko-
logiag [37]. Ansarin i wsp. w 2019 zaproponowali podzial glosektomii, opierajac sie na
wyznaczeniu precyzyjnych granic planowego zabiegu oraz uwzgledniajac zasieg zmiany
z jak najwigkszg oszczednoscia tkanek jezyka i struktur otaczajacych [36]. Wyrdznia sie
pie¢ typéw glosektomii.

Typ 1 glosektomii

Polega na wycieciu blony sluzowej w obrebie zdrowej tkanki z odpowiednimi mar-
ginesami bezpieczenstwa (1,0-0,5 cm w zaleznosci od tego, czy zmiana ma wyraznie
okreslony zasieg). Blona §luzowa i podsluzowa sg potaczone z wtéknami miesni we-

wnetrznych jezyka. Gleboki margines resekcji powinien obejmowac cienkg warstwe



wewnetrznych migéni, poniewaz nie mozna wykluczy¢ wnikania nowotworu w war-
stwe podsluzowkowy. Zasadniczo rang pozostawia sie¢ do wygojenia wtérnego. Brzegi
ubytku tkanek mozna do siebie zblizy¢, umozliwiajac gojenie pierwotne lub wykona¢
przeszczep tkanki w miejsce przeprowadzonego zabiegu. Wskazanie do tego zabiegu
to zmiany przedrakowe oraz powierzchowne obejmujgce nablonek jezyka. Celem ope-
racji jest usuniecie wszystkich zmian z odpowiednimi marginesami bezpieczenstwa

(rycina 5) [36].

Rycina 5. Typ 1 glosektomii [36]

Typ 2 glosektomii

Obejmuje usunigcie zmiany i przylegajacej sluzowki, tkanki podsluzowej oraz wewnetrz-
nych migsni jezyka do powierzchni mig$ni zewnetrznych, z odpowiednim zachowaniem
marginesu bezpieczenstwa (zazwyczaj 1,5 cm). Resekcja na powierzchni ma ksztalt
~diamentu”, a w glab tkanek $cietego stozka, ktérego wierzchotek dochodzi do migs$ni
wewnetrznych jezyka. Konicowe galezie tetnicy jezykowej powinny zosta¢ podwigzane.
Nerw jezykowy jest zazwyczaj zachowany. Zamknigcie rany pozabiegowej moze by¢
czegsciowe lub calkowite w celu unikniecia krwawienia, obrzeku pooperacyjnego i po-
wstania blizn. Wskazanie do tego zabiegu to zmiany naciekajace podsluzéwkowo i po-
wierzchownie do wewnetrznych migséni jezyka, nie dochodzac do zewnetrznych miesni

lub naciekajgce ponizej 10 mm w glab tkanek (rycina 6) [36].



Rycina 6. Typ 2 glosektomii [36]

Typ 3 glosektomii
Wyréznia si¢ dwa podtypy: A oraz B.

Typ A to taki, w ktérym usunigciu podlega zmiana nowotworowa obejmujaca blone
$luzows, podéluzéwkows, miesnie wewnetrzne i zewnetrzne jezyka. Sluzéwka podlega
resekcji az do zdrowych tkanek z zachowaniem marginesu bezpieczenstwa (co najmniej
1,5 cm). Tetnica jezyka musi zosta¢ podwiazana i réwnoczes$nie z nerwem jezykowym
i podjezykowym usunigta razem z resztg zmiany i zajetymi weztami chfonnymi. Podsta-
wa jezyka jest zachowana. Czubek jezyka moze by¢ zachowany w zaleznosci od zasiegu
zmiany. Wskazania do tego zabiegu to zmiana naciekajaca mig¢$nie wewnetrzne i mi-
nimalnie mig¢$nie zewnetrzne lub naciekajaca wigcej niz 10 mm i ograniczona tylko do
jednej strony jezyka (rycina 7A) [36].

Typ B to taki, w ktérym zabieg obejmuje usunigcie btony sluzowej, podsluzéwkowej,
mies$ni wewnetrznych i zewnetrznych po tej samej stronie jezyka, migsni brodkowo-je-
zykowego (ac. genioglossus), gnykowo-jezykowego (tac. hyoglossus) i rylcowo-jezykowe-
go (tac. styloglossus) oraz dolng cze¢$¢ mie$nia podniebiennego. Przegroda jezyka tez jest
uwzgledniona w trakcie resekcji razem z nerwem jezykowym i podjezykowym. Tetnica
jezykowa jest podwigzana i usunieta razem z calg zmiang i zajetymi weztami chtonny-
mi. Zabiegowi temu jest poddawany chory, u ktorego stwierdzi si¢ masywne naciekanie
nowotworu obejmujace miesnie zewnetrzne i wewnetrzne jezyka, jednak ograniczone

do jednej strony narzadu (rycina 7B) [36].



Rycina 7. Typ 3A i 3B glosektomii [36]

Typ 4 glosektomii
Podobnie jak typ poprzedni, sktada si¢ z dwdch podtypoéw: A oraz B.

Typ A polega na cz¢sciowej przedniej glosektomii z zachowaniem obu stron podsta-
wy jezyka, tylnego mies$nia gnykowo-jezykowego, a takze nerwdw podjezykowego i jezy-
kowego po mniej zajetej przez nowotwor stronie. Wskazania do wykonania tego zabiegu
to zmiany w przedniej ruchomej czesci jezyka, ktorych zasieg obejmuje zaréwno jego
strone prawa i lewa, dochodzac do migénia brédkowo-jezykowego, jednak ograniczajac
sie do ruchomej czgsci jezyka (rycina 8A) [36].

Typ B jest to zasadniczo typ A ze zwigkszonym zakresem obejmujgcym tez podsta-
we jezyka po jednej stronie. W trakcie tego zabiegu zachowane sg takie struktury, jak:
miesien brédkowo-jezykowy, rylcowo-jezykowy, nerwy podjezykowy i jezykowy oraz
tetnica jezykowa (bez ktdrej nie bytoby mozliwe zachowanie funkgcji pozostawionej cze-
$ci podstawy jezyka). Wskazania do tego zabiegu to masywne zmiany obejmujace swoim
zasiggiem cze$¢ ruchomg jezyka oraz czgs¢ podstawy jezyka wraz z migsniem brédko-

wo-jezykowym (rycina 8B) [36].



Rycina 8. Typ 4A i 4B glosektomii [36]

Typ 5 glosektomii

Jest to najbardziej radykalny zabieg, obejmujacy usuniecie calej czgsci ruchomej i nieruchome;j
jezyka, wlacznie z wszystkimi miesniami wewnetrznymi i zewnetrznymi, tetnicg jezykowa,
nerwami jezykowym i podjezykowym oraz dnem jamy ustnej. Wskazania do takiego zabiegu
to zmiana, ktdra penetruje gleboko w glab tkanek jezyka, przedniej brzusznej powierzchni
jezyka, grzbietu jezyka lub podstawy jezyka, obejmujac miesient brédkowo-jezykowy, gnyko-
wo-jezykowy i rylcowo-jezykowy, powodujac zaburzenie ruchomosci jezyka (rycina 9) [36].

Rycina 9. Typ 5 glosektomii [36]
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Tworzac koncepcje leczenia, chirurg powinien mie¢ na uwadze sasiadujgce z pla-
nowanym zasiegiem resekcji struktury anatomiczne, ale takze wplyw, jaki moze mie¢
przeprowadzenie zabiegu na funkcje jezyka, tj. mowa, potykanie czy aspekt estetycz-
ny. Po pierwotnej resekcji guza nalezy wykona¢ jak najszybciej rekonstrukcje jezyka,
aby unikng¢ mozliwych powiklan w postaci zaburzen czynnosciowych [38]. Jednak aby
otrzymac najbardziej skuteczne wyniki leczenia u pacjentéw z zaawansowanym proce-
sem nowotworowym niezbedne jest wdrozenie kilku metod leczenia obok metody chi-
rurgicznej, tj. chemioterapia i radioterapia [39].

Pod koniec XX wieku w leczeniu nowotworéw glowy i szyi chemioterapia byla
uzywana tylko u chorych poddawanych leczeniu paliatywnemu w celu zahamowania
progresji nowotworu. Obecnie chemioterapia ma duzo szersze zastosowanie, jednak
w przypadku nowotwordéw glowy i szyi jest gléwnie uzywana jako leczenie wspoma-
gajace, obok radioterapii i zabiegu chirurgicznego. Istnieje wiele lekow wykorzystywa-
nych w chemioterapii, ktére rdznig si¢ sposobem, w jaki niszczg komorki rakowe. Wybédr
odpowiedniej terapii ustala si¢ na podstawie przeprowadzonych wczesniej badan kli-
nicznych wykazujacych ich skutecznos$¢. W niektérych przypadkach stosuje sie leczenie
skojarzone (polichemioterapi¢) polegajaca na podaniu pacjentowi kilku terapeutykow
jednoczes$nie. Moze to nasili¢ dzialania niepozadane, jednak réwnoczes$nie wykazac
wiekszg skuteczno$¢ przeciwnowotworowg. Najczesciej wykorzystywanym chemiote-
rapeutykiem w przypadku raka glowy i szyi jest cisplatyna. Poza nig wykorzystywane
sg: karboplatyna, 5-fluorouracyl, paklitaksel, docetaksel i epirubicyna. W terapii nowo-
twordw glowy i szyi podjeto réwniez prébe stosowania innych lekéw przeciwnowotwo-
rowych, tj. gemcytabina, metotreksat, czy ifosfamid [40, 41]. Ponadto dostepne jest tzw.
leczenie biologiczne. W terapii nowotwordw glowy i szyi stosowany jest cetuksymab,
biatko taczace si¢ z receptorem naskoérkowego czynnika wzrostu EGFR, ktéry wystepuje
na powierzchni komorek rakowych. Obecnie cetuksymab jest faczony z innymi chemio-
terpaeutykami, jezeli u pacjenta dojdzie do wznowy lub stwierdzi si¢ u niego przerzuty.
Cetuksymab Igczy sie z radioterapig w przypadku poczatkowego leczenia zaawansowa-
nego raka ptaskonablonkowego glowy i szyi [40].

Zastosowanie radioterapii ma na celu zniszczenie komoérek nowotworowych przy
réwnoczesnym oszczedzeniu zdrowych tkanek. Zaréwno radioterapia jak i zabieg chi-
rurgiczny stanowig efektywng metode leczenia nowotworéw dna jamy ustnej i jezyka
o niskim stopniu zaawansowania, jednak w przypadku zmian zaawansowanych zaleca

sie terapie skojarzong. Teleradioterapia umozliwia uzyskanie dobrych wynikow terapeu-



tycznych w przypadku powierzchownych zmian w obrebie jezyka i dna jamy ustnej, jed-
nak nie jest zalecana w leczeniu zaawansowancyh zmian gleboko naciekajacych tkanki,
ze wzgledu na ryzyko wystapienia kserostomii, odczynu kostnego ze strony zuchwy, za-
burzenia wrazen smakowych i dlugiego czasu trwania leczenia [42].

Zachowanie zdolnos$ci do polykania i méwienia jest jednym z gléwnych celéw w le-
czeniu raka jezyka. Chociaz stosowanie chemioterapii nie przekltada si¢ na bezposrednie
poprawienie jakosci zycia pacjentdw, przyczynia si¢ do zmniejszenia rozmiaréw guza
przed zabiegiem operacyjnym. Wowczas zasieg resekcji jezyka moze by¢ duzo bardziej

oszczedny, co ulatwia utrzymanie funkgcji tego narzadu [39].

1.4. EGFR

Sygnalizacja komorkowa jest czescig zozonego systemu regulujgcego podstawowe funkcje
komorkowe. Dzigki niej komoérka moze odpowiadaé na zmiany w jej mikrosrodowisku,
a receptory znajdujace si¢ na powierzchni blony komoérkowej sg istotng czescia szlaku syg-
nalizacyjnego. Nalezy do nich m.in. grupa receptoréw zaliczana do rodziny receptoréw
kinazy tyrozynowej (ang. receptor tyrosine kinases, RTK). RTK biorg udzial w kontro-
li najbardziej podstawowych proceséw zachodzacych w komorkach, tj. cykl komdrkowy,
migracja komorek, metabolizm i przezycie. Zaliczany do RTK receptor naskérkowego
czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR) jest jednym z gléwnych
bialek nalezacych do rodziny ludzkich naskérkowych receptoréw wzrostu HER (ang. hu-
man epidermal growth factor receptor) w kontekscie nowotworéw glowy i szyi. Wiek-
szo$¢ nowotwordw tego regionu wykazuje jego nadekspresje [43]. Aktywacja EGFR po-
przez jego fosforylacje indukowang przez kinazy tyrozynowe powoduje progresje choroby,
a nadekspresja EGFR w ludzkich nowotworach wigze si¢ z chorobg o bardziej agresywnym
przebiegu [44]. Radioterapia zwicksza ekspresje EGFR, dlatego czesto z radioterapig stosu-
je si¢ leki blokujace sygnalizacje EGFR. Powoduje to zwigckszenie wrazliwosci komoérek no-

wotworowych na promieniowanie jonizujgce przy zahamowanej nadekspresji EGFR [45].

1.4.1. Budowa EGFR
EGFR to monomeryczna glikoproteina. Podobnie do wszystkich bialek nalezacych do
rodziny HER, EGFR posiada trzy domeny: zewnatrzkomdrkowg, hydrofobowg przezblo-

nowg i wewnatrzkomorkows cytoplazmatyczng domene kinazy tyrozynowej [46]. Do-



mena zewnatrzkomodrkowa skiada si¢ z okoto 621 aminokwaséw i jest odpowiedzialna
za wigzanie si¢ z ligandem. Domena przezblonowa, zbudowana z okoto 640 aminokwa-
séw, odpowiada za umiejscowienie receptora w blonie komdrkowej. Domena wewnatrz-
komorkowa zawiera kinaze tyrozynows i jest odpowiedzialna za proces autofosforylacji

(rycina 10) [47].
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Rycina 10. Budowa receptora EGFR [48]

1.4.2. Fosforylacja EGFR

Gloéwnymi biatkami wigzacymi si¢ z EGFR sa czynnik wzrostu naskoérka (ang. epider-
mal growth factor, EGF) oraz transformujacy czynnik wzrostu a (ang. transforming
growth factor a, TGF a). Polaczenie si¢ naskorkowego czynnika wzrostu (EGF) z jego
receptorem (EGFR) powoduje indukcje fosforylacji reszt tyrozyny w obrebie dome-
ny wewnatrzkomoérkowej (autofosforylacja). Do reszt tyrozynowych fosforylowanych
w wyniku tej reakeji naleza: Y703, Y920, Y992, Y1045, Y1068, Y1086, Y1148 oraz Y1173.
Fosforylacja jest niezbednym procesem do aktywacji czgsteczki EGFR, ktora odgrywa
istotng role w regulacji wielu istotnych szlakow sygnatowych [49]. Zhang i wsp. wyka-
zali, Ze wzmozona aktywnos¢ receptora naskorkowego czynnika wzrostu polegajaca na
tworzeniu dimeréw ma miejsce w komdrkach nowotworowych [50]. Kazdy ze szlakéow

kontrolowanych przez EGFR zwigzany jest z indukcjg proliferacji komoérek i hamowa-



niem apoptozy. Mozliwos¢ ich farmakologicznego kontrolowania i wplywania na nie
jest gléwnym celem nowych terapii przeciwnowotworowych. Coraz czestsze staje sie
réwniez stosowanie chemioterapeutykéw w polfaczeniu z inhibitorami kinazy tyrozyno-

wej tj. gefitynib [51].

1.5. Apoptoza

Istnieje wiele form $mierci komoérkowej, wérdd ktdrych najlepiej poznanymi sg procesy
apoptozy i nekrozy. W 1965 roku John Foxton Ross Kerr z University of Queensland
dokonal ich pierwszego rozréznienia, a dopiero w 1972 r. Kerr i wsp. zaproponowali
termin ,apoptoza” (gr. ,opadanie lisci”), ktdra jest procesem zaprogramowanej $mierci
komorek [52, 53]. W odrdznieniu od nekrozy, gdzie dochodzi do uszkodzenia w wy-
niku dzialania czynnika zewnetrznego, apoptoza jest zjawiskiem naturalnym w roz-
woju i zyciu organizméw wielokomoérkowych. Zaburzony proces apoptozy wigze sie
z wieloma chorobami, w tym z chorobami neurodegeneracyjnymi, tj. choroba Alzhei-
mera i choroba Huntingtona, uszkodzeniem niedokrwiennym, zaburzeniami autoim-
munologicznymi oraz nowotworami [54]. Wyrézniamy kilka drég aktywacji apoptozy,
m.in. wewnetrzng, zewnetrzng, pseudoreceptorowy i retikulum endoplazmatycznego.
W przebiegu kazdej z nich kaspazy petnig kluczowq funkcje [56]. Rodzine kaspaz bio-
racych udzial w procesie apoptozy mozna podzieli¢ na inicjatorowe (kaspaza 2, 8, 9, 10
i 12) oraz efektorowe (kaspaza 3, 6 i 7). Zaréwno bodzce zewnetrzne, jak i wewnetrz-
ne, polaczone ze $ciezkami apoptozy zewnatrz- i wewnetrzpochodnej, moga inicjowac
apoptoze. Pomimo wielu réznic w przebiegu tych dwoch szlakéw, zbiegaja sie one, two-
rzac cialka apoptotyczne (ang. Apolipoprotein BD — ApoBD). Zostajg one pochlonigte
przez fagocyty w procesie eferocytozy, ktora przyjmuje si¢ za punkt koncowy apoptozy

zamykajacy cykl zycia komdrek [57].

1.5.1. Szlak wewnatrzkomérkowy

Szlak wewnetrzny jest nazywany inaczej szlakiem mitochondrialnym, ze wzgledu na
gltéwny udzial tego organellum w aktywacji apoptozy [58]. Caly proces jest zapoczatko-
wany na skutek dziatania czynnikéw stresowych, takich jak: stres oksydacyjny, uszko-
dzenie DNA, wzrost poziomu jonéw wapnia, patogendw, nieprawidlowo sfatldowanych

biatek czy lekow cytotoksycznych. Za regulacje szlaku mitochondrialnego apoptozy sg
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odpowiedzialne biatka z rodziny Bcl-2, wéréd ktérych wyrézniamy biatka proapopto-
tyczne, m.in. Bax, Bak, Bok, Bim, Bid, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, PUMA, BIk i anty-
apoptotyczne (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Al, Mcl-1) [59]. W wyniku indukcji apoptozy na-
stepuje naptyw bialek proapoptotycznych i destabilizacja blony mitochondrialnej na
skutek tworzenia poréw w blonie zewnetrznej mitochondrium przez oligomeryzujace
biatka Bax lub Bak. W fizjologicznych warunkach sg one nieaktywne dzieki zwigzaniu
z biatkami antyapoptotycznymi Bcl-2 i Bcl-XL, ktére dopiero w przypadku dziatania
czynnikéw uszkadzajacych ulegaja inaktywacji poprzez fosforylacje. Biatka Noxa oraz
PUMA petnig role pomocniczg poprzez hamowanie dzialania biatek antyapoptotycz-
nych (Noxa) oraz zwigkszenie ekspresji i zmian konformacyjnych biatka Bax wplywa-
jacego na tworzenie porow w blonie mitochondrium (PUMA) [59]. Cytochrom C jest
zwigzany po zewnetrznej stronie wewnetrznej blony mitochondrialnej z ujemnie nata-
dowang kardioliping. Na skutek utleniania kardiolipina zmniejsza swoje powinowactwo
do cytochromu ¢, umozliwiajac w ten sposob uwolnienie go do cytozolu, gdzie tworzy
razem z czynnikiem Apaf-1 oraz prokaspazg-9 apoptosom. Prowadzi to do aktywacji
kaspazy-9. Koncowym efektem jest indukcja aktywnosci kaspazy-3, ktora w konsekwen-

cji prowadzi do degradacji bialek cytoplazmatycznych (rycina 11) [60].
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Rycina 11. Szlak wewnatrzkomérkowy apoptozy [61]



1.5.2. Szlak zewnatrzkomoérkowy

Szlak zewnatrzkomdrkowy nazywany jest rowniez, ze wzgledu na swoj przebieg, szla-
kiem receptorowym. Sygnalem rozpoczynajacym zewnatrzkomorkows sciezke apoptozy
jest ograniczona ilo$¢ czynnikéw wzrostowych lub substancji odzywczych. Inicjatorem
moze by¢ réwniez lokalny wzrost stezenia hormondéw i cytokin. Ponadto czynnikami
uruchamiajgcymi szlak receptorowy apoptozy s substancje chemiczne, m.in. cytosta-
tyki oraz czynniki fizyczne, tj. rézne rodzaje promieniowania czy temperatura. Sygnat
proapoptotyczny przekazywany jest za posrednictwem receptoréw z rodziny TNF (ang.
tumor necrosis factor), nazywanych receptorami $mierci (ang. death receptors) [62]. Po-
laczenie si¢ odpowiedniego liganda (np. TNF czy FasL) z receptorem (TNFR i Fas) indu-
kuje przekazanie sygnatu poprzez domene smierci (ang. death domain, DD) biatka FADD
(ang. fas-associated death domain). Polaczenie prokaspazy-8 z bialkiem FADD odbywa
sie poprzez domeny efektorowe $mierci DED (ang. death effector domain). Nastepuje ak-
tywacja kaspazy-8 i w konekwencji kaspaz efektorowych. Aby mogtlo dojs¢ do indukcji
kaskady kaspaz, niezbedne jest rowniez wigczenie biatka RIP (ang. receptor-interacting
protein) w kompleks receptorowy przy udziale bialka TRADD (ang. TNFR-associated
death domain) (rycina 12) [63].
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Rycina 12. Szlak zewnatrzpochodny apoptozy [61]



Szlak zewnatrzkomdrkowy moze réwniez ,,przejs¢” w szlak wewnetrzny poprzez ak-
tywacje biatka t-BID, ktére powoduje uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondriéw do
cytozolu [61].

Poza szlakiem zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowym istnieja réwniez inne $ciezki apo-
ptozy, tj. szlak pseudoreceptorowy, szlak retikulum endoplazmatycznego oraz sfingomie-
linowo-ceramidowy. Ten ostatni wigze si¢ ze wzrostem stezenia ceramidéw w komorce,
co jest wynikiem polaczenia odpowiedniego liganda z receptorem z rodziny TNEF. Ce-
ramidy moga aktywowac takze inne procesy komorkowe oraz wpltywac na aktywacje
wewnetrznej $ciezki apoptozy poprzez zwiekszenie przepuszczalnosci blony mitochon-
drialnej i uwolnienie cytochromu c. W szlaku pseudoreceptorowym sygnal proapopto-
tyczny przekazywany jest do wnetrza komorki, wykorzystujac ziarnistosci pochodzace
z komorek ukladu immunologicznego wykazujacych aktywnos¢ cytotoksyczng (limfo-
cyty T cytotoksyczne, komorki NK czy neutrofile). Szlak retikulum endoplazmatycznego
to natomiast rodzaj zaprogramowanej $mierci komoérki wywotywany przez zaburzenie
réwnowagi jonowej (szczegdlnie jonéw Ca**) oraz nagromadzenie sie nieprawidtowo po-
fatdowanych lub zmodyfikowanych biatek w komoérce [63].

Ze wzgledu na udzial wielu $ciezek sygnalizacyjnych w procesie rozwoju choroby
nowotworowej, indukcja apoptozy przebiegajacej na drodze kilku mechanizmoéw wydaje

sie by¢ trafnym podejsciem terapeutycznym.

1.6. Resweratrol

Dostepnych jest wiele danych literaturowych wskazujacych na wielokierunkowe dziala-

nie prozdrowotne resweratrolu.

1.6.1. Budowa resweratrolu (3,4',5-trihydroksystylbenu)

Resweratrol jest to fitoaleksyna o budowie stylbenu wystepujaca gléwnie w skdrce czer-
wonych winogron. Struktura chemiczna tego zwigzku opiera si¢ na dwdch pierscieniach
fenolowych polaczonych mostkiem etylenowym i jest podobna do syntetycznego diety-
lostylbestrolu estrogenowego (4,4-dihydroksy-trans-a, p-dietylostylbenu). Dlatego res-
weratrol zaliczany jest do fitoestrogenow — hormondw roslinnych, ktére majg dziatanie
podobne do estrogenow [64]. Zwigzek ten charakteryzuje si¢ dzialaniem plejotropowym

i poza swoimi wlasciwo$ciami przeciwnowotworowymi, resweratrol wykazuje dzialanie



kardioprotekcyjne, neuroprotekcyjne, antyoksydacyjne, przeciwzapalne i przeciwdrob-
noustrojowe [65]. Resweratrol posiada izomery cis i trans. W $rodowisku naturalnym
wystepuje tylko jako izomer trans i tylko on wykazuje aktywno$¢ biologiczna (ryci-
na 13). Przeksztalcenie w forme cis nastepuje pod wplywem dziatania takich bodzcow,

jak ciepto lub promieniowanie ultrafioletowe [65].
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Rycina 13. Struktura chemiczna resweratrolu — izomery cis i trans [66]

1.6.2. Dziatanie przeciwnowotworowe resweratrolu w modelu raka jezyka
Sugeruje sig, ze resweratrol jest potencjalnym chemioterapeutykiem w schemacie lecze-
nia ptaskonabtonkowego raka jamy ustnej, w tym raka jezyka. Nadekspresja czynnika
indukowanego hipoksja la (ang. hypoxia-inducible factor la, HIF-la) w wielu nowo-
tworach jest zwigzana z bardziej agresywnym przebiegiem choroby [66]. Zhang i wsp.
wykazali, Ze resweratrol hamuje proces angiogenezy w raku jezyka poprzez inhibicje
HIF-1a i czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor, VEGF). Ponadto Kim i wsp. zaobserwowali, ze resweratrol jest odpowiedzialny
za indukcje apoptozy wewnetrznej w komorkach raka jezyka. Wykazano, ze reswera-
trol obniza potencjal blony mitochondrialnej (ang. mitochondrial membrane potential,
MMP), uwalniajgc cytochrom c z mitochondriéw, indukujgc tym samym ekspresje bia-
lek proapoptotycznych Bax i Bak, a hamujac biatka Bcl-2 i Bel-xL [67].

Lin i wsp. wykazali dzialanie przeciwnowotworowe resweratrolu w komérkach pta-
skonablonkowego raka jamy ustnej poprzez inhibicje, indukowang przez TPA (ang.
12-O tetradecanoylphorbol-13-acetate) zelatynazy B (ang. Matrix metallopeptidase 9,
MMPY), ktérej aktywnos¢ w okolicy pierwotnych guzéw nowotworowych wigze si¢
z powstawaniem przerzutow i szybka progresja choroby [68]. Pomimo danych literaturo-

wych wykazujacych nie tylko dzialanie proapoptotyczne, ale takze anty-migracyjne oraz



anty-proliferacyjne resweratrolu, jego potencjalnie szerokie zastosowanie w medycynie

jest jednak ograniczone z powodu niskiej biodostepnosci.

1.6.3. Metylowe analogi resweratrolu

Liczba i pozycja grup hydroksylowych, obecnos$¢ wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych, izomeria przestrzenna i wigzania podwojne to elementy zlozonej struk-
tury chemicznej resweratrolu, ktore decyduja o jego aktywnosci biologicznej. Wyka-
zano, ze zamiana grup hydroksylowych na metylowe w czasteczce resweratrolu zmie-
nia szereg jego wlasciwosci [69]. Metylowe pochodne resweratrolu charakteryzujg si¢
zwigkszong biodostepnoscia ze wzgledu na wigkszg lipofilno$¢, dzieki czemu fatwiej sg
transportowane do komorek. Metylacja resweratrolu zwieksza réwniez odporno$¢ na
biotransformacje i hamuje tempo metabolizmu jego analogdéw [70]. Ponadto obecnos¢
grup metylowych w pozycjach 3,5 oraz 3,4,5 pierscienia fenylowego zwieksza dzialanie
proapoptotyczne i cytotoksyczne pochodnych resweratrolu [71]. Przykladem takiego
analogu jest 3,4,4’5-tetrametoksystylben (DMU-212) (rycina 14), w ktdrego strukturze
zastgpiono trzy grupy hydroksylowe czterema grupami metylowymi. Powszechnie wia-
domo, ze resweratrol podlega reakcjom II fazy biotransformacji w watrobie, co prowa-
dzi do koniugacji z kwasem glukuronowym i kwasem siarkowym. W przeciwienstwie
do resweratrolu, DMU-212 ulega w watrobie utlenieniu, gléwnie O-demetylacji i hy-
droksylacji w pozycjach 3, 4 lub 4. W wyniku biotransformacji DMU-212 powstaje piec
gléwnych metabolitow: DMU-295 (4,4’-dihydroksy-3,5 dimetoksystilben), DMU-281
(4-hydroksy-3,4,5-trimetoksystilben), DMU-214 (3’-hydroksy-3,4,5,4-tetrametoksystil-
ben), DMU-291 (4-hydroksy-3,5,4"-trimetoksystilben), DMU-807 (3-hydroksy-4,5,4-tri-
metoksystilben) [72].

DMU-212

Rycina 14. Struktura chemiczna DMU-212 [73]
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Sposrod wszystkich metabolitéw DMU-212 na szczegolng uwage zastuguje 3’-hy-
droksy-3,4,5,4"-tetrametoksystylben (DMU-214) (rycina 15). Piotrowska-Kempisty i wsp.
wykazali duzo wyzsza aktywnos¢ biologiczng DMU-214 w poréwnaniu ze zwigzkiem
macierzystym DMU-212. Sugeruje si¢ zatem, ze DMU-214 powstaje w wyniku aktywacji
metabolicznej DMU-212 [74]. Ponadto po raz pierwszy wykazano, ze jego biotransfor-
macja jest katalizowana gltéwnie przez enzym cytochromu P450 CYP1A1, a tylko w mi-
nimalnym stopniu przez izoform¢ CYP1BI1 [75]. Jego dzialanie przeciwnowotworowe
polega nie tylko na indukcji apoptozy, ale réwniez na hamowaniu przerzutowania oraz

proliferacji komoérek nowotworowych [75].

DMU-214

Rycina 15. Struktura chemiczna DMU-214 [74]
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2. Zalozenia i cel pracy

Resweratrol (3,5,4- trihydroksystylben) jest zwigzkiem wystepujacym w srodowisku
naturalnym, ktory posiada szereg wlasciwosci prozdrowotnych, m.in.: antyoksydacyj-
ne, przeciwzapalne, przeciwmiazdzycowe, neuro- i kardioprotekcyjne oraz przeciwno-
wotworowe. Rosngce zainteresowanie resweratrolem mozna dostrzec przegladajac baze
PubMed, wedtug ktorej do 2010 roku na temat resweratrolu powstalo 3791 artykutow,
a od 2010 do 2020 roku az 10275. Resweratrol jest opisywany jako fitoaleksyna, ktéra
posiada zdolno$¢ hamowania procesu nowotworowego na wszystkich trzech etapach
rozwoju: inicjacji, promocji oraz progresji. Pomimo jego obiecujgcych wlasciwosci, za-
stosowanie resweratrolu jest umiarkowane ze wzgledu na bardzo niskg biodostepnos¢.
Dlatego w ostatnich latach srodowiska naukowe skupialy si¢ nad synteza pochodnych
resweratrolu, ktdre charakteryzowatyby sie lepszymi wlasciwos$ciami farmakokinetycz-
nymi. Jedng ze strategii poprawy jego biodostepnosci jest przylaczenie do pierscienia
fenylowego grup metylowych, zwickszajac tym samym lipofilno$¢ i stabilnos¢ stylbe-
nu. Powoduje to zmniejszenie podatno$ci zwigzku na drugg faze biotransformaciji kse-
nobiotykéw, opdzniajac jego eliminacje z organizmu. Ponadto analiza zaleznosci po-
miedzy strukturg a bioaktywnoscig czasteczki sugeruje, ze obecno$¢ grup metylowych
w pierscieniu fenylowym w pozycjach -3, -5 oraz -3, -4, -5 ma zasadnicze znaczenie dla
wlasciwosci proapoptotycznych stylbenu. Teza ta znalazla swoje potwierdzenie w szere-
gu publikacji dotyczacych wilasciwosci przeciwnowotworowych metylowej pochodnej
resweratrolu — 3,4,5,4-tetrametoksystylbenu (DMU-212). Podczas badania wlasciwo-
$ci tego zwigzku zaobserwowano, Ze ulega on aktywacji metabolicznej do 3’-hydroksy-
-3,4,5,4-tetrametoksystylbenu (DMU-214), wykazujac silniejsze dzialanie cytotoksycz-
ne niz zwigzek macierzysty. Mechanizm jego dzialania przeciwnowotworowego polega
m.in. na blokowaniu podziatu komoérek w fazie G2/M, indukcji apoptozy i hamowaniu
migracji, w ktére zaangazowane s3 m.in. $ciezki sygnalizacyjne receptora naskérkowego
czynnika wzrostu (EGFR). Nadekspresja tego receptora jest obserwowana w wielu no-

wotworach ptaskonablonkowych, m.in. glowy i szyi, do ktdrych zalicza sie rak jezyka.



W terapiach celowanych molekularnie wykorzystywane sa zwigzki, ktdrych skutecznos¢
opiera si¢ na inhibicji kinaz tyrozynowych, np. EGFR, co ostatecznie prowadzi do in-
dukeji apoptozy i hamowania proliferacji komoérek nowotworowych. Jednym z takich
inhibitoréw jest gefitynib.

Celem rozprawy doktorskiej jest ocena skutecznosdci przeciwnowotworowej 3’-hy-
droksy-3,4,5,4"-tetrametoksystylbenu (DMU-214), metabolitu metylowego analogu res-
weratrolu DMU-212 w modelu raka jezyka. Cel pracy zostal zrealizowany poprzez:

1. Oceng dzialania cytotoksycznego i apoptotycznego DM U-214, gefitynibu oraz kom-
binacji gefitynibu i DMU-214 w ludzkich liniach komérkowych raka jezyka SCC-25
oraz CAL-27.

2. Poréwnanie profilu ekspresji EGFR i jego ufosforylowanej formy EGFRP w bada-
nych liniach komoérkowych, a takze analize wptywu DM U-214, gefitynibu oraz kom-
binacji DMU-214 i gefitynibu na poziom ww. bialek.

3. Analize Sciezek sygnalizacyjnych EGFR pod wplywem DMU-214, gefitynibu oraz
mieszaniny DMU-214 i gefitynibu.



3. Materiat i metody

3.1. Odczynniki i sprzet

3.1.1. Hodowla komérek
Material: ludzkie linie komdrkowe raka jezyka — CAL-27 i SCC-25.

3.1.1.1. Linia komorkowa CAL-27

Morfologia: komorki epitelialne.
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Rycina 16. Ludzka linia komorkowa raka jezyka CAL-27
(fot. Piotr Ramlau)

Pochodzenie: linia komdrkowa zostata wyizolowana z raka ptaskonablonkowego jezyka

od 56-letniego mezczyzny rasy kaukaskie;.

Rodzaj hodowli komdrkowej: hodowla adherentna.



Medium hodowlane: pozywka Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), do kt6-
rej dodano ptodows surowice bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS) do konicowego ste-
zenia 10% oraz mieszanine streptomycyny (0,1 mg/ml), gentamycyny (100 U) i L-gluta-
miny (2,0 mM).

3.1.1.2. Linia komorkowa SCC-25

Morfologia: komorki epitelialne.
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Rycina 17. Ludzka linia komorkowa raka jezyka SCC-25
(fot. Piotr Ramlau)

Pochodzenie: linia komdrkowa zostata wyizolowana z raka plaskonablonkowego jezyka

od 70-letniego mezczyzny.
Rodzaj hodowli komérkowej: hodowla adherentna.

Medium hodowlane: mieszanina 1:1 zmodyfikowanej pozywki DMEM oraz pozywki
Ham’s F12 zawierajaca 1,2 g/l wodoroweglanu sodu, 2,5 mM Lglutaminy, 15 mM HEPES
i 0,5 mM pirogronianu sodu, ktéra zostala uzupetniona o 400 ng/ml hydrokortyzonu,
10% FBS oraz mieszaning L-glutaminy 2,0 mM, penicyliny 100 U oraz streptomycyny
0,1 mg/ml.
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Badane zwigzki:
— 3-hydroksy-3,4,5,4-tetrametoksystylbenu (DMU-214),
—  Gefitynib (Sigma Aldrich, Niemcy).

Odczynniki: DMEM, Ham’s F12, L-glutamina, FBS, bufor fosforanowy (ang. phosphate
buffered saline, PBS), roztwor trypsyny-EDTA, dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sul-
foxide, DMSO), Trypan blue (Sigma-Aldrich, USA).

Sprzet:

— plytki do hodowli komdrkowych 6-, 24-, 96-dotkowe, butelki hodowlane o pow.
25 cm® i 75 cm?, polipropylenowe probéwki wiréwkowe 15 ml i 50 ml, ptytki Petrie-
go (Srednica 10 cm) (Corning Inc., USA),

— pipety Pasteura (Medlab, Polska),

— pipety 5mli 10 ml (Nest, Chiny),

— probowki do zamrazania komorek (Nalgene Comp., USA),

— pompa prézniowa Biochem-VaccuCenter BVC 21 (Vaccubrandt, Niemcy),

— wiréwka Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Niemcy),

— komora laminarna Bio-Ban 48 (Dow Chem. Comp., Wlochy),

— inkubator CO, do hodowli komdrkowych z plaszczem powietrznym HERACELL
150 1 (Thermo Scientific, USA),

— mikroskop $wietlny TS 100, kamera Digital Sight Camera System (Nikon, Japonia).

3.1.2. Test MTT
Odczynniki: DMEM, MTT, DMSO (Sigma-Aldrich, USA).

Sprzet: czytnik ptytek Elx-800 (BioTek, USA).

3.1.3. Test ELISA

Odczynniki:

— Cell Death Detection ELISAPLUS, kit, w sklad ktérego wchodza: przeciwcialo anty-
-histon znakowane biotyna, przeciwcialo anty-DNA sprzezone z HRP, kontrola pozy-
tywna, bufor do inkubacji, bufor lizujacy, bufor do substratu, substrat ABTS w tablet-
kach, roztwdér ABTS STOP, plytki ze streptawidyng (Roche Diagnostics, Niemcy),

— PBS (Sigma-Aldrich, USA).



Sprzet:
— wytrzgsarka ptytek DTS-4 (Sky Line, Lotwa),
— czytnik ptytek Elx-800 (BioTek, USA).

Oprogramowanie:

— KC Junior v 1.4.1.8 — program sterujacy czytnikiem BioTek Elx-800,

— MS Excel 365,

— GraphPad v. 8.0 — program uzyty do sporzadzenia wykreséw oraz analizy staty-

stycznej (GraphPad Prism Software, USA).

3.1.4. Oznaczenie aktywnosci kaspaz 3/7,8i 9
Odczynniki:

— Caspase-Glo® 3/7 Assay Kit (ProMega, USA),
— Caspase-Glo® 8 Assay Kit (ProMega, USA),
— Caspase-Glo® 9 Assay Kit (ProMega, USA).
— plytki 96-dotkowe (Corning Inc., USA).

Sprzet: czytnik plytek do luminescenciji i fluorescencji (BioTek, USA).

3.1.5. Cytometria przeptywowa

Odczynniki:

— jodek propidyny, bufor PBS, rybonukleaza A (Sigma-Aldrich, USA),
— etanol (POCh, Polska).

Sprzet: cytometr przeplywowy Facs Aria (Becton Dickinson Biosciences, USA).

3.1.6. Western Blot
Odczynniki:
— RIPA (Sigma-Aldrich, USA),
— zestaw do oznaczenia stezenia biatka Quick Start Bradford Protein A (Bio-Rad, USA),
— przeciwciala:
> przeciwcialo krélicze I-rzedowe anty-EGF Receptor (T43) Antibody (Ab) (Cell
Signaling, #2963),



> przeciwcialo krolicze I-rzedowe anty-Phospho-EGF Receptor (Tyrl068) (D7A5)
XP Rabbit mAb (Cell Signaling, #3777),
> przeciwcialo II-rzedowe przeciwkrolicze skoniugowane z peroksydaza chrzano-
wa HRP (ang. horseradish peroxidase) goat anti-rabbit IgG HRP-linked Ab (Cell
Signaling, #7074, przeciwcialo krélicze anti-B-Actin (13E5) mAb skoniugowane
z HRP (Cell Signaling, #5125),
— bufor glicynowy 10 x Tris/Glycine/SDS 1L (Bio-Rad, USA),
— bufor TBS 10 x Tris Buffered Saline 1 L (Bio-Rad, USA), Tween (Sigma Aldrich, USA),
— zele gradientowe 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 10-well, 50 ul
(Bio-Rad, USA),
— zestawy do transferu Trans-Blot Turbo Mini 0.2 um PVDF Transfer Packs (Bio-Rad,
USA),
— zestaw substratow Super Signal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Ther-
mo Scientific, USA).

Sprzet:

— Mini-PROTEAN Electrophoresis System (Bio-Rad, USA),

— Trans-Blot Turbo Transfer Sysytem (Bio-Rad, USA),

— aparat do wizualizacji sygnatu Invitrogen iBright FL1000 (Thermo Fisher Scientific,
USA).

3.1.7. 1zolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Odczynniki:

— TriPure Isolation Reagent (Merck, Niemcy),

— chloroform, izopropanol, etanol (POCh, Polska),

— zestaw do odwrotnej transkrypcji, w skiad ktérego wchodza: 5 x First Strand Buf-
fer, 0,1 M DTT, odwrotna transkryptaza SuperScriptTM II Reverse Transcriptase
200 U/pl, inhibitor rybonukleaz Rnase OUT 40 U/ul (Invitrogen, USA),

— heksamery, oligo-dT, dNTP 25 mM (Roche Diagnostics, Niemcy).

Sprzet:

— probowki typu Eppendorf 1,5 ml z wieczkiem (Biozym, Polska),
— spektrofotometr DeNovix DS-11 (DeNovix, USA),

— termoblok Mastercyckler nexus gradient (Eppendorf, Niemcy).



3.1.8. qPCR array
Odczynniki: Quantum EvaGreen® PCR Kit (Syngen, Polska).

Sprzet:
— LightCycler Instrument 96 (Roche Diagnostics, Niemcy),
— plytki EGFR SIGNALING H96 (Bio-Rad, USA).

3.2. Metody

3.2.1. Hodowla komérek
Linie komérkowe SCC-25 oraz CAL-27 hodowano w butelkach o powierzchni 25 cm?
oraz 75 cm®. Optymalne warunki hodowli utrzymywano dzieki wykorzystaniu inkuba-
tora — model HERACELL 150 | (Thermo Scientific., USA). Temperatura utrzymywana
byla na poziomie 37 °C, wilgotno$¢ wynosita 95%, a stezenie CO, 5%. W przypadku
komdrek SCC-25, jako pozywke, wykorzystano mieszaninge DMEM i F 12. Do hodowli
komorek CAL-27 stosowano medium DMEM.

Po uzyskaniu 80% konfluencji komoérek, odtrawiano je od podtoza przy wykorzysta-
niu 10% roztworu trypsyny/EDTA. Komorki zliczano z uzyciem komory Biirkera i mi-
kroskopu $wietlnego. Pasaze komorek przeprowadzano w warunkach jalowych, w ko-

morze z przeptywem laminarnym.

3.2.2. Ocena cytotoksycznosci badanych zwigzkéw za pomoca testu MTT
Test MTT jest metodg powszechnie stosowang do oceny dzialania cytotoksycznego kse-
nobiotykéw i opiera si¢ na zdolnosci redukowania soli tetrazolowej MTT przez mito-
chondrialne dehydrogenazy komoérkowe do nierozpuszczalnego w wodzie fioletowego
formazanu.

W celu wykonania testu MTT komdrki wysiewano na plytki 96-dotkowe (Corning
Inc., USA) w liczbie 10 000/dolek.

Po uplywie 24 h $ciggano medium i dodawano roztwory badanych zwigzkéw
o stezeniach:
— wlinii komérkowej CAL-27:

» DMU-214 — 1 uM, 0,5 pM, 0,25 uM, 0,125 uM, 0,0625 uM, 0,03125 pM,

»  Gefitynib — 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM, 1,5625 uM,



> mieszanina DMU-214 i Gefitynibu — (50 uM Gef + 1 uM DMU-214) (25 uM Gef
+ 0,5 uM DMU-214) (12,5 uM Gef + 0,25 uM DMU-214) (6,25 uM Gef + 0,125 uM
DMU-214) (3,125 uM Gef, + 0,0625 uM DMU-214) (1,5625 uM Gef + 0,03125 uM
DMU-214),
— w linii komérkowej SCC-25:
» DMU-214 — 10 uM, 5 pM, 2,5 uM, 1,25 puM, 0,625 M, 0,3125 pM,
»  Gefitynib — 50 pM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM, 1,5625 uM,
» Mieszanina DMU-214 i Gefitynibu — (50 pM Gef + 10 uM DMU-214) (25 pM Gef
+ 5 uM DMU-214) (12,5 uM Gef + 2,5 uM DMU-214) (6,25 puM Gef + 1,25 uM
DMU-214) (3,125 uM Gef, + 0,625 uM DMU-214) (1,5625 uM Gef + 0,3125 uM
DMU-214).
Po 24-, 48- i 72-godzinnej inkubacji medium z badanymi zwigzkami $ciagano,
a nastepnie dodawano 150 pl medium oraz 20 ul MTT rozpuszczonego w PBS (stezenie
5 mg/ml). Po uptywie 2 godz. komérki wirowano (3 min, 200 xg), $ciaggano dodany
uprzednio roztwér MTT, po czym dodawano 200 ul DMSO (POCH, Polska). Absorbancje
mierzono z uzyciem czytnika plytek Elx-800 (BioTek, USA), przy dlugosci fali 570 nm

(dtugos¢ fali referencyjnej — 650 nm).

3.2.3. Test ELISA
W celu oceny zdolnosci DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny DMU-214 i gefitynibu do
indukcji apoptozy komdrek SCC-25 i CAL-27 wykorzystano zestaw Cell Death Detection
ELISA PLUS (Roche Diagnostics, Polska). Test opiera si¢ na enzymatycznej reakcji im-
munoprecypitacji przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko hi-
stonom i DNA. Umozliwia to oznaczenie mono- i oligonukleosoméw w lizatach, ktére sa
nanoszone na plytke ze streptawidyng. Nastepnie dodawana jest mieszanina przeciwcial
anty-histonéw oraz anty-DNA. W wyniku inkubacji przeciwciata anty-histony wigzg si¢
z histonowg komponentg nukleosomow, dzigki czemu powstaje kompleks z umieszczong
na plytce biotynylowang streptawidyng. Przeciwcialo antyDNA znakowane HRP przyta-
cza si¢ natomiast do komponenty DNA nukleosoméw. W koncowym etapie dokonuje si¢
pomiaru spektrofotometrycznego umozliwiajgcego okreslenie ilosci utworzonych immu-
nokomplekséw antyDNA: DNA oraz anty-histony: histony.

Komorki SCC-25 i CAL-27 wysiewano na plytki 96-dotkowe (Corning Inc., USA),
w ilosci 10 000 komorek/dolek. Nastepnego dnia $ciggano medium i dodawano roztwory

DMU-214 (5 uM oraz 10 uM), gefitynibu (15 pM) i mieszaniny obu substancji (2, 5 uM



gefitynibu oraz 0,5 pM DMU-214; 5 uM gefitynibu i 1 pM DMU-214). Komorki inku-
bowano z badanym zwigzkiem przez 24 godz., po czym $ciggano supernatant celem
oznaczenia liczby komdrek nekrotycznych. Komoérki zawieszano natomiast w 200 pl bu-
foru lizujacego i inkubowano przez pét godziny. Plytki z lizatem wirowano (1200 rpm,
10 min, rt), po czym pobierano 20 pl supernatantu i przenoszono na ptytke znakowana
streptawidyng. Do kazdego dotka dodano 80 ul przygotowanego uprzednio immunore-
agentu. Plytke wytrzasano przez 2 godz. (200 rpm, rt), po czym $ciggano supernatant
i przemywano j3 buforem do inkubacji. Nastepnie dodawano roztwdr ABTS i wytrza-
sano plytke przez 20 min (200 rpm, rt). Przebieg reakcji zostat zatrzymany przez doda-
nie roztworu ABTS Stop Solution. Absorbancje mierzono za pomocg czytnika ptytek
Elx-800 (BioTek, USA), przy dlugosci fali A = 405 nm i A = 490 nm. Liczbe komoérek
apoptotycznych i nekrotycznych wyrazono przy pomocy wspotczynnika EF (ang. en-

richment factor), obliczonego zgodnie z zaleceniami producenta.

3.2.4. Oznaczenie aktywnosci kaspaz 3/7,8i9

Metoda oznaczenia aktywnosci kaspaz 3/7, 8 1 9 polega na luminescencyjnej reakcji lu-
cyferazy, ktérej intensywnos¢ jest wprost proporcjonalna do aktywnosci kaspaz -3,7, -8
i -9. Komorki CAL-27 oraz SCC-25 wysiewano na plytki 96-dotkowe z bialymi $cian-
kami (Corning Inc., USA) w iloéci 10000 komorek na dotek. Po 24 godzinach $ciggano
medium, a nastepnie dodawano roztwér DMU-214 w stezeniu 2,5 uM i 5 uM, gefity-
nibu o stezeniu 15 pM oraz mieszaniny obu substancji w stezeniach 0,5 uM DMU-214
i 2,5 uM gefitynibu oraz 1 uM DMU-214 i 5 uM gefitynibu. Po 24-godzinnej inkuba-
cji komorek ze zwigzkami badanymi dodawano 100 uM odczynnika Caspase-Glo® 3/7,
Caspase-Glo® 8 oraz Caspase-Glo® 9 (Promega, USA) na dolek. Komorki delikatnie wy-
trzasano (400 rpm, przez 2 minuty w 21 °C), inkubowano przez 2 godz. w temperatu-
rze pokojowej, a nastepnie mierzono luminescencj¢ z wykorzystaniem czytnika plytek
(BioTek, USA).

3.2.5. Cytometria przeptywowa

Komorki SCC-25 i CAL-27 zostaly wysiane na ptytki 6-dotkowe (Corning Inc., USA)
w liczbie 1 mln na dofek. Po 24 godzinach $ciggano medium i dodawano roztwory ba-
danych zwigzkéw: DMU-214 (stezenie 5 uM oraz 2,5 pM), gefitynib o stezeniu 15 uM,
a takze mieszaniny obu substancji w stezeniach 1 pM DMU-214 i 5 uM gefitynibu oraz
0,5 uM DMU-214 i 2,5 uM gefitynibu. Po 24-godzinnej inkubacji, komorki odtrawiano,
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przemywano dwukrotnie buforem PBS (Sigma-Aldrich, USA), a w nast¢pnej kolejnosci
zawieszano w 70% etanolu (POCh, Polska), co miato na celu ich utrwalenie. Sporzadzo-
ne w ten sposob proby przechowywano w temp. -20 °C do momentu dalszej analizy. Po
rozmrozeniu proby wirowano przez 10 min 3000 obr./min. Powstaly osad przemywany
byt dwukrotnie buforem PBS, po czym ponownie wirowany. Do uzyskanego osadu ko-
morek dodano 5 pl roztworu jodku propidyny (SigmaAldrich, USA) oraz 2 ul RNAzy
A (Sigma-Aldrich, USA). Po 30-minutowej inkubacji nastgpowal pomiar fluorescencji

przy dlugosci fali wzbudzenia 535 nm i dlugosci fali emisji 617 nm.

3.2.6. Analiza poziomu ekspresji biatek EGFR oraz fosforylowanej formy

EGFR przy uzyciu metody Western Blot

W celu izolacji biatka komoérki SCC-25 i CAL-27 przemywano 2-krotnie buforem PBS,
w nastepnej kolejnosci dodawano mieszaning RIPA i inhibitora proteaz (Sigma-Aldrich,
USA). Po uptywie 30 minut lizat przenoszono do probéwek 1,5 ml i przechowywano
w -20 °C. Stezenie biatka oznaczono spektrofotometrycznie metodg Bradforda. Biatka
rozdzielano zgodnie z ich masg przy zastosowaniu elektroforezy w warunkach denatu-
rujacych SDS-PAGE w zelu gradientowym 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™, a nastepnie
identyfikowano przy pomocy swoistych przeciwcial. Do probéwek 1,5 ml podawano od-
powiednig objetos¢ biatka przeliczong na 20 pg, 5 ul 4 x stezonego obcigzacza Laemmli
4 x (Sigma-Aldrich, USA) i uzupelniono woda do koncowej objetosci 20 uM. W celu de-
naturacji biatka proby poddawano inkubacji w termobloku w temperaturze 95 °C przez
5 minut, po czym krétko wirowano. Elektroforeze przeprowadzano w buforze glicyno-
wym przy napieciu 120 V. Czas rozdzialu wynosit 90 minut. Po elektroforezie przysta-
piono do transferu bialek za pomoca gotowego zestawu Trans-Blot Turbo Mini 0.2 pm
PVDF Transfer Packs.

3.2.7. 1zolacja RNA metoda Chomczyniski-Sacchi i odwrotna transkrypcja

Do izolacji RNA uzyto metody Chomczynskiego i Sacchi [76]. Po 24-godzinnej inku-
bacji komoérek SCC-25 oraz CAL-27 z DMU-214 o stezeniu 5 uM oraz 2,5 pM, gefity-
nibem (15 uM), a takze mieszaning obu zwigzkéw w stezeniach 1 pM DMU-214 i 5 uM
gefitynibu oraz 0,5 uM DMU-214 i 2,5 uM gefitynibu, poddano je lizie TriPure Isolation
Reagent (Merck, Niemcy). Do otrzymanych prob dodano 200 pl chloroformu, po czym
je mieszano i inkubowano 5 minut na lodzie. Nast¢pnie proby wirowano przez 15 mi-

nut, w temperaturze 4 °C, 15000 xg. Na skutek wirowania uzyskano trzy warstwy; (1)
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faze wodng (zawierajaca RNA), (2) faze posrednig (interfaze, zawierajaca DNA) oraz (3)
faze fenolowo-chloroformowa (zawierajaca biatka i struktury subkomorkowe). Do dal-
szej izolacji RNA uzyto 500 pl fazy wodnej, ktorg przeniesiono do nowych probowek.
RNA wytracano poprzez dodanie izopropanolu (POCh, Polska) w stosunku objetoscio-
wym 1:1. Nastepnie proby mieszano i umieszczano w temperaturze -80 °C. Po uplywie
24 godz. wytragcony RNA wirowano 15 minut, 4 °C, 15000 xg. Usuni¢to supernatant,
a powstaly osad RNA przemywano dwukrotnie schtodzonym 75% etanolem (POCh,
Polska). Po usunigciu etanolu proby ponownie wirowano 15 minut, 4 °C, 15000 xg, a na
koncu osuszano. RNA rozpuszczano w 20 pul wody wolnej od RNaz. Uzyskane w ten spo-
s6b RNA wykorzystano jako matryce do syntezy cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji
(ang. Reverse Tanscription PCR, RT-PCR), do ktérej uzyto 1 pug catkowitego RNA. Ste-
zenie RNA okreslono spektrofotometrycznie z wykorzystaniem aparatu DeNovix DS-11
(DeNovix, USA). Calg reakcje RT-PCR wykonano pod komorg laminarng na lodzie. Do
1 ug RNA dodano 4 pl 2,5 mM dNTP (Roche, Niemcy), 0,5 pl oligo(dT) (Roche, Niemcy)
oraz 0,5 pl losowych heksameréw (Roche, Niemcy). Kazdg z prob mieszano, wirowano
i umieszczano na 5 minut w 65 °C w termobloku Mastercyckler nexus gradient (Ep-
pendorf, Niemcy) w celu denaturacji RNA. Proby ponownie wirowano, umieszczano
na lodzie i dodawano nastepujace sktadniki: 4 ul pieciokrotnie stezonego buforu First
Strand Buffer (Invitrogen, USA), 0,25 ul inhibitora rybonukleaz Rnase OUT 40 U/ul (In-
vitrogen, USA) 2 ul DTT 0,1 M (Invitrogen, USA) oraz 0,5 pl odwrotnej transkryptazy
SuperScriptTM II Reverse Transcriptase 200 U/ul (Invitrogen, USA). Préby wytrzasano,
a w nastepnej kolejnosci krétko wirowano i umieszczano w termobloku. Synteza cDNA
odbywata sie przez 50 minut w temp. 37 °C. W celu inhibicji reakcji proby inkubowano
przez 15 minut w temp. 65 °C. Uzyskany w ten sposob cDNA zostat wykorzystany jako
matryca do reakcji gPCR-array (ang. quantative PCR array).

3.2.8. qPCR-array

qPCR-array to metoda ilosciowego oznaczenia cDNA (ang. complementary DNA), opar-
ta na reakcji PCR w czasie rzeczywistym RT-qPCR (ang. Real-time quantative PCR). Po-
zwala ona na jednoczesne kontrolowanie zmian od kilkudziesi¢ciu do kilkuset produk-
tow PCR w czasie trwania reakcji. W celu oznaczenia poziomu ekspresji panelu genéw
zaangazowanych w $ciezke sygnalizacyjng EGFR wykorzystano metode qPCR-array
z wykorzystaniem aparatu LightCycler Instrument 96 (Roche Diagnostics, Niemcy) oraz

oprogramowania LightCycler Software 1.5. Reakcja qPCR-array zostata przeprowadzo-
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na na komercyjnie przygotowanych ptytkach 96-dotkowych EGFR SIGNALING H96
(Bio-Rad, USA), stosowanych do oceny ekspresji 40 genéw, ktorych produkty biatkowe
s zaangazowane w $ciezke sygnalizacyjng EGFR. Do kazdego dotka ptytki zawieraja-
cego zliofilizowane startery zaprojektowane w kierunku 5 > 3’ oraz 3’ - 5 nanoszono
10 pl mieszaniny reakcyjnej (1 pl cDNA, 2 ul Quantum EvaGreen® PCR Kit, 7 pl wody),
o stalym skladzie dla analizy ekspresji genéw danej proby:

— 40 pl cDNA (1 ul na 1 reakcje),

— 80 pl Quantum EvaGreen® PCR Kit (2 pl na 1 reakcje),

— 280 ul wody (5 pl na 1 reakcje).

Reakcje przeprowadzono wedlug protokotu zalecanego przez producenta (Bio-Rad,
USA):

— preinkubacja: 95 °C, 600 s,
— oznaczenie iloSciowe: 40 cykli (denaturacja: 95 °C, 15 s; przylaczanie starterow:

60 °C, 15 s; wydluzanie starteréw: 72 °C, 15 s),

— chlodzenie aparatu 37 °C, 30 s.

W celu oceny ekspresji wykorzystywano wzgledng metode ilosciowg. Otrzymane
wyniki analizowanych ¢cDNA normalizowano wzgledem trzech genéw konstytutyw-
nych: TBP (ang. TATA box binding protein), GAPDH (ang. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) oraz HPRT-1 (ang. hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1).

3.2.9. Analiza statystyczna wynikéw

W celu przeprowadzenia analizy statystycznej wynikéw wykorzystano program
GraphPad v.8.0 oraz Microsoft Excel 365. Przedstawione wyniki dos§wiadczen s3 $rednia
(£ SD) pomiaréw otrzymanych z trzech przeprowadzonych oddzielnie powtérzen kaz-
dego eksperymentu. Do oszacowania wptywu DMU-214, gefitynibu oraz ich mieszaniny
na poziom ekspresji badanych genéw wykorzystano jednoczynnikowg analize wariancji
(one-way ANOVA). Dodatkowo wszystkie wyniki zostaly przeanalizowane testem post-
-hoc Student-Newman-Keuls. Rdznice pomiedzy prébami zostaly przyjete za istotnie
statystyczne na poziomie istotnosci:

ns dla p > 0,05 (brak istotnosci statystycznej),

* — p<0,05,
“* _ p<0,01,
* _ p < 0,001.
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4. Wyniki

4.1. Ocena cytotoksycznosci metylowej pochodnej resweratrolu
DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny DMU-214 i gefitynibu
w liniach komérkowych raka jezyka SCC-25 oraz CAL-27

Wplyw metylowej pochodnej resweratrolu — DMU-214, gefitynibu i mieszaniny obu
zwigzkow na zywotno$¢ linii komdrkowych raka jezyka SCC-25 oraz CAL-27 okre-
$lono za pomocy testu MTT w trzech niezaleznych eksperymentach. Wyniki zostaly
przedstawione w formie tabeli (tabela 1) oraz wykreséw (ryciny 18 i 19). Wykazano
wlasciwosci cytotoksyczne DMU-214, gefitynibu oraz ich mieszaniny w obu liniach ko-
morkowych raka jezyka. Zaobserwowano, ze komoérki CAL-27 sg bardziej wrazliwe na
zwigzki badane w poréwnaniu z linig komdrkowa SCC-25. Najwyzsza aktywnos¢ cy-
totoksyczng zaobserwowano dla DMU-214. Wartos¢ IC,, tego zwigzku w komdrkach
CAL-27 po 24-godzinnej inkubacji wynosi 0,13 + 0,01 pM, natomiast w linii komdrko-
wej SCC-25 5,31 + 1,70 uM (tabela 1). Dzialanie cytotoksyczne gefitynibu bylo stabsze

Tabela 1. Wartosci IC., DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny gefitynibu i DMU-214 w liniac
komorkowyc SCC-25 i CAL-27

Wartos¢ IC 50 (uM
Badane zwiazki Czas ekspozycji (h) I
SCC-25 CAL-27
24 531+£1,70 0,13 £0,01
DMU-214 48 1,75 £0,19 0,08 £0,01
72 1,63 £0,17 0,07 £0,01
24 36,15 £ 1,09 17,14 £ 5,00
Gefitynib 48 17,66 + 3,33 2,00+£0,03
72 8,64 £ 2,67 1,03 = 0,01
) ) 24 8,73+£0,76 3,24+0,38
Mieszanina DMU-214 48 5,20 + 0,39 144 + 0,36
i Gefitynibu
72 3,64 £0,74 0,93+0,20
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(wartos¢ IC,, = 17,14 + 5,0 uM w komdrkach CAL-27, a w SCC-25 to 36,15 + 1,09 uM
po 24 h inkubacji). Wykazano réwniez, ze dodanie DMU-214 do gefitynibu znacza-
co zwiekszylo aktywnos¢ biologiczng mieszaniny w poréwnaniu z gefitynibem (w li-
nii komoérkowej CAL-27 — warto$¢ IC,, = 3,24 + 0,38 uM, w komdrkach SCC-25 —
IC., = 8,73 + 0,76 uM).
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Rycina 18. Przezywalnos¢ komorek raka jezyka CAL-27 po 24, 48 oraz 72 go-
dzinach inkubacji z DMU-214 (0-1 uM), gefitynibem (0-50 uM) oraz miesza-
ning DMU-214 i gefitynibu (0-51 uM); srednia z trzech niezaleznych ekspery-
mentéw + SD
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Rycina 19. Przezywalnos¢ komorek raka jezyka SCC-25 po 24, 48 oraz 72 go-
dzinach inkubacji zDMU-214 (0-10 uM), gefitynibem (0-50 uM) oraz miesza-
ning DMU-214 i gefitynibu (0-60 uM); srednia z trzech niezaleznych ekspe-
rymentéw + SD

4.2. Poziom ekspres;ji biatka EGFR i fosforylowanej postaci EGFRP
w liniach komérkowych raka jezyka CAL-27 i SCC-25

Analize profilu ekspresji bialek EGFR oraz EGFRP w linii komoérkowej SCC-25 oraz
CAL-27 wykonano wykorzystujac technike Western Blot (rycina 20). Wykazano niz-
szy poziom ekspresji bialek EGFR i jego fosforylowanej izoformy EGFRP w komoérkach
CAL-27, w poréwnaniu z SCC-25.

Lizaty komorkowe SCC-25 oraz CAL-27 zostaly rozdzielone elektroforetycznie.
Analizy profilu biatek dokonano, wykorzystujac technike Western Blot, przy uzyciu
przeciwcial anty-EGRF i anty-EGFRP. Do oznaczenia poziomu biatka referencyjnego

wykorzystano przeciwcialo anty f-aktyna.
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Rycina 20. Porownanie poziomu ekspresji biatek EGFR i EGFRP w liniach komorkowych SCG-25
oraz CAL-27

4.3. Ocena indukgcji apoptozy i nekrozy komdrek raka jezyka
CAL-27 oraz SCC-25 pod wptywem DMU-214, gefitynibu oraz
mieszaniny DMU-214 i gefitynibu

Celem wyjasnienia mechanizmu cytotoksycznego dzialania DMU-214, gefitynibu oraz
mieszaniny DMU-214 i gefitynibu poprzez ocen¢ indukcji proceséw apoptozy i nekrozy
wykorzystano test ELISA, ktérego wyniki przedstawiono na rycinie 21. Dzialanie apopto-
tyczne i nekrotyczne badanych zwiazkéw wyrazono jako wartosci wspdtczynnika EF (ang.
enrichment factor), ktéry przedstawia liczbe komoérek podlegajacych procesom apotozy
i/lub nekrozy. W linii komérkowej CAL-27 najsilniejszy efekt proapoptotyczny zaobser-
wowano przy podaniu mieszaniny DMU-214 oraz gefitynibu w stezeniach 1 uyM DMU-214
i 5 uM gefitynibu (EF = 6,11 + 0,96, P < 0,001) oraz 0,5 uM DMU-214 i 2,5 uM gefitynibu
(EF = 5,07 + 0,73, P < 0,001) (rycina 21A). DMU-214 aplikowany osobno wykazywal stab-
sze wlasciwosci proapoptotyczne zaréwno w stezeniu 2,5 uM (EF = 2,89 + 0,57, P < 0,01),
jaki5 uM (EF = 2,91 + 0,11, P < 0,01). Dziatanie samego gefitynibu podanego w stezeniu
15 uM réwniez bylo stabsze w poréwnaniu z mieszaning obu zwigzkéw (EF = 2,82 + 0,37,
P < 0,01). W linii komoérkowej SCC-25 najwyzszg aktywno$¢ proapoptotyczng zaobserwo-
wano po podaniu mieszaniny DMU-214 i gefitynibu w stezeniu 1 DMU-214 i 5 uM gefi-
tynibu (EF = 4,82 + 0,54, P < 000,1) (rycina 21B). Stabsze dzialanie wykazala mieszanina
DMU-214 i gefitynibu o stezeniu 0,5 uM DMU-214 i 2,5 uM gefitynibu (EF = 2,87 + 0,29,
P < 0,01). Dla DMU-214 podanego osobno odnotowano potencjal proapoptotyczny od-
powiednio na poziomach EF = 2,077 + 0,21 oraz EF = 3,34 + 0,30 dla st¢zenia 2,5 uM
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i 5 pM. Gefitynib podany w stezeniu 15 uM wykazal slabsze dzialanie niz mieszanina
obu zwigzkéw (EF = 3,32 + 0,66, P < 0,001). Kamptotecyna zostata wykorzystana jako
pozytywna kontrola procesu apoptozy. Zaobserwowano indukcje apoptozy pod wplywem
kamptotecyny w stezeniu 5 pM zaréwno w linii komdrkowej SCC-25 (EF = 4,94 £ 0,72,
P <0,001), jak i CAL-27 (EF = 4,22 + 0,49, P < 0,001). Nie wykazano dzialania nekrotycz-
nego zwigzkéw badanych poza komdrkami CAL-27 inkubowanymi z najwyzszym steze-

niem DMU-214 (5 uM), dla ktérego EF wynosi 1,89 + 0,34 (P < 0,05) (rycina 21A).

A CAL-27 B SCC-25
8_
ok apoptoza

EE3 nekroza

wspotczynnik EF
wspétczynnik EF

Rycina 21. Indukcja procesu apoptozy i nekrozy przez DMU-214, gefitynib oraz mieszanine
DMU-214 i gefitynibu w liniach komérkowych (A) CAL-27 i (B) SCC-25. Wyniki stanowig Srednia
z trzech niezaleznych doswiadczen (£ SD). ***P < 0,001; **P < 0,01 *P < 0,05

4.4. Analiza aktywnosci kaspaz 3/7, 8 i 9 pod wptywem DMU-214,
gefitynibu oraz mieszaniny DMU-214 i gefitynibu

W celu okreslenia zdolnosci DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny obu zwigzkéw do
aktywacji kaspaz 3/7, 8 oraz 9 w liniach komérkowych SCC-25 oraz CAL-27 wykorzy-
stano testy Caspase-Glo® 3/7 Assay Kit, Caspase-Glo® 8 Assay Kit oraz Caspase-Glo® 9
Assay Kit (ProMega, USA). Badanie przeprowadzono w trzech niezaleznych ekspery-
mentach, ktérych wyniki przedstawiono na rycinie 22. W linii komdrkowej CAL-27
wykazano istotny statystycznie wzrost aktywnosci kaspazy 8 o ok. 80% w przypadku

wszystkich badanych zwigzkow. Nie zaobserwowano natomiast zmian w aktywacji ka-
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spazy 8 w poréwnaniu z probg kontrolng w przypadku linii komérkowej SCC-25 (ryci-
na 22A). Odnotowano wzrost aktywnosci kaspazy 9 o ~30% w obu liniach komoérko-
wych inkubowanych z DMU-214 o stezeniu 2,5 pM oraz gefitynibem o stezeniu 15 pM.
W komoérkach CAL-27 oraz SCC-25 poddanych inkubacji z mieszaning 5 pM gefi tynibu
i 1 uM DMU-214 wykazano podwyzszenie aktywnosci kaspazy 9 o ok. 50-60%. Na po-
dobnym poziomie zaobserwowano wzrost aktywnosci tej kaspazy w linii komdrkowej
CAL-27 inkubowanej z DMU-214 o st¢zeniu 5 uM oraz mieszaning 2,5 uM gefitynibu
i 0,5 uM DMU-214. W przypadku linii komdrkowej SCC-25 inkubowanej z ww. kom-
binacjami zwigzkéw odnotowano wzrost aktywnosci kaspazy 9 o ok. 35-40%, w po-
réwnaniu z kontrolg (rycina 22B). Wykazano wzrost aktywnosci kaspaz 3/7 o ok. 45%
pod wplywem DMU-214 oraz jego mieszaniny z gefitynibem we wszystkich badanych
stezeniach w obu liniach komdrkowych. Aktywno$¢ kaspaz 3/7 (ok. 280%) byla wyzsza
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Rycina 22. Aktywnos¢ kaspazy -3/-7, -8 oraz -9 pod wyptywem DMU-214, gefitynibu i miesza-
niny DMU-214 oraz gefitynibu
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w komorkach CAL-27 inkubowanych z gefitynibem o stezeniu 15 pM w poréwnaniu
z ich aktywacja w linii komodrkowej SCC-25 (ok. 180%) (rycina 22C).

Komoérki SCC-25 i CAL-27 byly inkubowane przez 24 godz. z DMU-214 o steze-
niu 2,5 i 5 pM, gefitynibem o stezeniu 15 pM oraz mieszaning DMU-214 i gefityni-
bu w dwoch stezeniach — 2,5 uM gefitynibu i 0,5 pM DMU-214 oraz 5 pM gefitynibu
i 1 uM DMU-214. Wyniki stanowig $rednig z trzech eksperymentéw (+ SD). **P < 0,001;
*P < 0,01 *P < 0,05.

4.5. Ocena wptywu DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny DMU-214
i gefitynibu na cykl komérkowy w liniach CAL-27 oraz SCC-25

W celu okreslenia wplywu DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny obu substancji na
aktywnos$¢ proliferacyjng linii komérkowych SCC-25 i CAL-27 wykonano trzy nieza-
lezne eksperymenty, podczas ktoérych wykorzystano cytometrie przeptywows. Wyniki
przedstawiono w postaci wykresu (rycina 23). W linii komérkowej CAL-27 wykazano
najwigkszy wzrost liczby komdrek w fazie G2/M w pordéwnaniu z prébag kontrolng po
podaniu DMU-214 o stezeniu 5 pM (rycina 23A). Zatrzymanie komorek w tej fazie za-
obserwowano réwniez w wyniku ekspozycji komérek CAL-27 na DMU-214 o stezeniu
2,5 uM oraz na mieszanine DMU-214 i gefitynibu w obu badanych stezeniach. W fazie S
odnotowano spadek liczby komérek CAL-27 po inkubacji z DMU-214 o stezeniu 5 uM.

2 CAL-27 B SCC-25
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Rycina 23. llo$¢ komoérek raka jezyka CAL-27 oraz SCC-25 w poszczegolnych fazach cyklu ko-
morkowego uzyskana po ekspozycji na zwigzek DMU-214, gefitynib oraz na mieszanine obu
substancji. *P < 0,05



W obu badanych liniach komdrkowych po podaniu gefitynibu o stezeniu 15 pM wyka-

zano wzrost liczby komdrek w fazie GO/G1 oraz jej spadek w fazie S (rycina 23A, B).

4.6. Analiza poziomu ekspresji biatka EGFR oraz jego
fosforylowanej formy EGFRP pod wptywem DMU-214, gefitynibu
i mieszaniny DMU-214 oraz gefitynibu w komoérkach raka jezyka
SCC-25 oraz CAL-27

W celu oceny wplywu DMU-214, gefitynibu oraz ich mieszaniny na ekspresje bialek
EGEFR oraz EGFRP w liniach komoérkowych SCC-25 oraz CAL-27 wykorzystano tech-
nike Western Blot (ryciny 24 i 25). Badania zostaly przeprowadzone w trzech nieza-
leznych eksperymentach. Komoérki SCC-25 oraz CAL-27 inkubowano przez 24 godziny
z DMU-214 w stezeniu 2,5 uM oraz 5 uM, gefitynibem o stezeniu 15 pM oraz 30 uM
i mieszaning obu substancji w stezeniach 0,5 uM DMU-214 i 2,5 uM gefitynibu oraz
1 uM DMU-214 i 5 uM gefitynibu.

Rozdzial elektroforetyczny bialek oraz analiza Western Blot z wykorzystaniem prze-
ciwcial anty-EGFR i anty-EGFRP umozliwily uzyskanie sygnalow, ktorych lokalizacje
odpowiadaja masie czgsteczkowej EGFR (170 kDa) oraz EGFRP (170 kDa). W linii ko-
morkowej SCC-25 zaobserwowano obnizenie poziomu biatka EGFR 0 ~50% po podaniu
obu stezen DMU-214 (2,5 uM i 5 uM) oraz gefitynibu (15 uM i 30 uM) (rycina 24). Naj-
silniejszy efekt uzyskano po inkubcji komoérek SCC-25 z mieszaning zwigzkéw w ste-
zeniach 0,5 pM DMU-214 i 2,5 uM gefitynibu oraz 1 uM DMU-214 i 5 uM gefitynibu,
w wyniku ktérej ekspresja biatka EGFR zmniejszyla si¢ o ok. 80%, w poréwnaniu z proba
kontrolng. Poziom biatka EGFRP w linii komérkowej SCC-25 zmniejszyt si¢ 0 ~20-25%
po podaniu DMU-214 o nizszym stezeniu (2,5 uM). Inkubacja komoérek SCC-25 z 5 uM
DMU-214, gefitynibem (15 uM i 30 uM) oraz mieszaning obu substancji spowodowata
obnizenie ekspresji biatka EGFRP o ok. 50%, w poréwnaniu z préba kontrolng (ryci-
na 24). W linii komoérkowej CAL-27 zaobserwowano spadek poziomu biatka EGFR po
podaniu DMU-214 o stezeniu 2,5 uM oraz 5 uM, o ok. 10-15%, w poréwnaniu z kontrolg
(rycina 25). Nie wykazano zmian w ekspresji biatka EGFR w wyniku inkubacji komérek
CAL-27 z gefitynibem w obu stezeniach oraz jego mieszaning z DMU-214 w stezeniu
2,5 uM DMU-214 i 0,5 uM gefitynibu. Po podaniu mieszaniny 5 uM gefi tynibu i 1 uM

DMU-214 odnotowano obnizenie poziomu biatka EGFR 0 ~30%, w poréwnaniu z kon-



trola. Poziom ekspresji EGFRP zmniejszyl si¢ nieznacznie w wyniku inkubacji komoérek
CAL-27 z nizszym stezeniem DMU-214 (2,5 pM). Spadek poziomu biatka EGFRP o ok.
50% zaobserwowano po podaniu DMU-214 w stezeniu 5 uM, gefitynibu w obu steze-
niach (15 uM i 30 uM) oraz mieszaniny 2,5 uM gefitynibu i 0,5 uM DMU-214, a takze
5 uM gefitynibu i 1 uM DMU-214 (rycina 25).
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Rycina 24. Wptyw DMU-214, gefitynibu oraz ich miesza-
niny na ekspresje biatek EGFR oraz EGFRP w linii komor-
kowej SCC-25
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Rycina 25. Wptyw DMU-214, gefitynibu oraz ich miesza-
niny na ekspresje biatek EGFR oraz EGFRP w linii komor-
kowej CAL-27

Lizaty komdrkowe SCC-25 uzyskane po 24-godzinnej inkubacji z DMU-214, gefity-
nibem oraz ich mieszaning rozdzielano elektroforetycznie oraz analizowano za pomoca
techniki Western blotting z wykorzystaniem przeciwcial anty-EGFR oraz anty-EGFRP.
Anty-B-aktyna zostala uzyta jako kontrola: 1 — kontrola, 2 — 2,5 uM DMU-214, 3 —
5 uM DMU-214, 4 — 15 uM gefitynib, 5 — 30 uM gefitynib, 6 — 2,5 uM gefitynib +
0,5 uM DMU-214, 7 — 5 uM gefitynib + 1 uM DMU-214.



Lizaty komérkowe CAL-27 uzyskane po 24-godzinnej inkubacji z DMU-214, gefity-
nibem oraz ich mieszaning rozdzielano elektroforetycznie oraz analizowano za pomoca
techniki Western blotting z wykorzystaniem przeciwcial anty-EGFR oraz anty-EGFRP.
Anty-B-aktyna zostala uzyta jako kontrola: 1 — kontrola, 2 — 2,5 pM DMU-214, 3 —
5 uM DMU-214, 4 — 15 pM gefitynib, 5 — 30 uM gefitynib, 6 — 2,5 uM gefitynib +
0,5 uM DMU-214, 7 — 5 uM gefitynib + 1 uM DMU-214.

4.7. Ocena wptywu DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny DMU-214
i gefitynibu na ekspresje genéw zaangazowanych w $ciezke
sygnalizacyjng EGFR

Analize poziomu ekspresji wybranych gendw $ciezki sygnalizacyjnej EGFR przeprowa-
dzono przy wykorzystaniu RT-qPCR, a wyniki przedstawiono w postaci wykresow (ry-
ciny 26, 27 i 28).

Pod wplywem DMU-214 o stezeniu 5 uM zaobserwowano zmiang profilu ekspresji
tych samych genéw zaangazowanych w $ciezke sygnalizacyjng EGFR zaréwno w linii
komoérkowej CAL-27 (rycina 26A), jak i SCC-25 (rycina 26B). Wykazano obnizenie po-
ziomu nastepujacych transkryptow: AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, EGF, EGFR, ERBB2,
GSK3B, JAK2, JUN, MAP2K1, MAPK1, MAPK14, MAPK3, MAPKS, NFxBI1, NFxB2,
PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD, PRKCA, RAFI1, RELA, STAT1 i STATS3.

Po podaniu gefitynibu o stezeniu 15 pM odnotowano spadek ekspresji genéw AKT],
AKT2, AKT3, CHUK, EGF, EGFR, ERBB2, GSK3B, JAK2, JUN, MAP2K1, MAPKI1,
MAPK14, MAPK3, MAPKS8, NFKB1, NFKB2, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD, PRKCA,
RAF1, RELA, STAT1 i STAT3 w linii komdrkowej CAL-27 (rycina 27A) oraz AKT]I,
AKT2, AKT3, CHUK, EREG, FOS, JUN, MAP2K1, MAPK1, MMP9, MYC, NFKBI,
NFKB2, PRKCA, PRKCQ i TGFA w linii komdrkowej SCC-25 (rycina 27B).

Po inkubacji komérek CAL-27 z mieszaning obu zwigzkéw (5 uM DMU-214, 15 uM
gefitynib) wykazano zmniejszony poziom mRNA AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, EGF,
EGFR, ERBB2, GSK3B, JAK2, JUN, MAP2K1, MAPK1, MAPK14, MAPK3, MAPKS,
NFKBI1, NFKB2, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD, PRKCA, RAF1, RELA, STAT1 oraz STAT3
(rycina 28A). W linii komdrkowej SCC-25 zaobserwowano natomiast spadek ekspre-
sji nastepujacych genéw AKTI, AKT2, AKT3, CHUK, EREG, FOS, JUN, MAP2KI,
MAPKI1, MMP9, MYC, NFKBI, PRKCA i TGFA (rycina 28B).



STAT3
STAT1
RELA
RAF1
PRKCA
PIK3CD
PIK3CB
PIK3CA
NFKB2
NFKB1
MAPKS
MAPK3
MAPK14
MAPK1
MAP2K1
JUN
JAK2
GSK3B
ERBB2
EGFR
EGF
CHUK
AKT3
AKT2
AKT1

<

¥
=%
Ll
%
¥
wxE

*%

*
-
LT3
*%

%

Le L]

EET

"

**

*E

**

0,2

0,4 -

-1,4

T
!
-

1,8 4

T T
8} 2!
< -

0,6 -

1joJuU0y Wap3|8zm YNYW nwoizod euejwz

STAT3
STAT1
RELA
RAF1
PRKCA
PIK3CD
PIK3CB
PIK3CA
NFKB2
NFKB1
MAPK8
MAPK3
MAPK14
MAPK1
MAP2K1
JUN
JAK2
GSK3B
ERBB2
EGFR
EGF
CHUK
AKT3
AKT2
AKT1

%

%

=%

Letd
Ll
¥
Ll
L L]

w2

e

%

*%

T T T T
N n N
(=] o o

-0,6 -
0,8 -

1|oJ3uoy wepa|Szm yNYW nwoizod euelwz

-1,4 -
41,6 -

Rycina 26. Wptyw DMU-214 o stezeniu 5 uM na ekspresje gendw $ciezki sygnalizacyjnej EGFR

w linii komorkowej raka jezyka CAL-27 (A) oraz SCC-25 (B). Wyniki stanowig $rednia z trzech

eksperymentéw (+ SD). ***P < 0,001; **P < 0,01 *P < 0,05

— 54 —



STAT3
STAT1
RELA
RAF1
PRKCA
PIK3CD
PIK3CB
PIK3CA
NFKB2
NFKB1
MAPKS8
MAPK3
MAPK14
MAPK1
MAP2K1
JUN
JAK2
GSK3B
ERBB2
EGFR
EGF
CHUK
AKT3
AKT2
AKT1

<

LT

LLL]

b

e

*EE

LLL]

*%

.

0,5 4

-0,5 4
-1,5

1|oJluoy wapd|Szm yNYw nwoizod eueiwz

preca R -
nFke2 R -
nrkBl R ¢

vveo I,

Ll L]

markl IR -

marzkl R -

cHuk IR :
INSEN |
A2 R
wer,
(=] [Ta] — [fg] ~ i
S . o . o
(aa] 1[oluoy Wap3|Fzm YNYW nwoizod eueiwz

ki sygnalizacyjnej EGFR w linii komérkowej raka jezyka CAL-27 (A) oraz SCC-25 (B). Wyniki

Rycina 27. Wptyw gefitynibu o stezeniu 15 uM na ekspresje genéw wchodzacych w sktad
stanowig $rednig z trzech eksperymentéw (£ SD). ***P < 0,001 **P < 0,01 *P < 0,05

sciez

s



zmiana poziomu mMRNA wzgledem kontroli

1,5

-2,5

*%

**

< =
m G T £ ¥ £ £ 2z =z 2 3 3 4 w o own
A = = B 0O m ™ = Y * ©v P P W™ 7T A ® A @ =™ m A A
xszmmmzb‘amvxnnxzwwwxpmbb
4 4 4 €€ 6O m m W = x xR =2 = = O m O O O 0O |\ o 494 4+
H OMN W R Mm W™ MmN Z2Z Rk B W o, NP @O P R I W
O_
-0,5 2
-1 A ) ko
= T ) , e
e - waw ko
15 s ]
8 -15 1 ** - =
E - -
_g e ®k -
o
W -2 A
; *k R aw
Ll
<<
= =%
e
E_2’5_ ® k&
=
E
]
~N
0__
CL3
m
c
o
£
N -3.5 4 1
-
4 4
=
> £ = o
B b b b e m - o = s ] ES
3 3 3 g = c N 3 = E Fad FS
= = -
= . w = (9] = = = (0] o] = p -
1_
0,5 A
0 T

T I T T I T T T T r
. * -
*x%
k%

*%

Rycina 28. Wptyw mieszaniny DMU-214 (5 uM) oraz gefitynibu (15 uM) na ekspresje genéw
$ciezki sygnalizacyjnej EGFR w linii komérkowej raka jezyka CAL-27 (A) oraz SCC-25 (B). Wyniki
stanowig $rednig z trzech eksperymentéw (+ SD). ***P< 0,001 **P < 0,01 *P < 0,05



5. Dyskusja

Nowotwory zlosliwe na calym $wiecie, takze i w Polsce, jak i pozostalej czesci swiata
stanowig jeden z gtéwnych problemdw, z ktérymi musi si¢ mierzy¢ wspolczesna medy-
cyna. Wystepowanie nowotwordw glowy i szyi w ostatnim czasie wykazuje tendencje
spadkowgy, co jest spowodowane zwiekszajacg sie Swiadomoscig spoteczenstwa na temat
czynnikéw kancerogennych, szkodliwosci nalogéw i wptywu stylu zycia na ogélny stan
zdrowia. Pomimo tego liczba pacjentéw, u ktérych diagnozowane s nowotwory z tej
grupy pozostaje wysoka [8]. Rak jezyka w 90% jest rakiem plaskonablonkowym i stano-
wi 40% wszystkich nowotworéw zlosliwych jamy ustnej i gardla [7]. Jego wystepowanie
bardzo czesto zwigzane jest z naduzywaniem alkoholu i wyrobéw tytoniowych. Rozwi-
ja sie na podfozu zmian przedrakowych, do ktérych naleza: leukoplakia, erytroplakia
i liszaj plaski [3]. Dostepne sg liczne dane, ktore sugeruja, ze jego wystepowanie jest
skorelowane z zakazeniem wirusem HPV [11]. Poza konsekwencjami dla chorego, ktore
za sobg pociaga (uposledzenie narzagdu mowy, zaburzenie w przyjmowaniu pokarmow,
silny stres psychospoleczny), rak jezyka wiaze si¢ tez z duzymi kosztami ekonomiczny-
mi, poniewaz jego leczenie jest ztozone i rzadko ogranicza si¢ do jednego zabiegu [36,
37]. Ponadto wczesna diagnostyka pozostaje caly czas problematyczna. W wiekszosci
przypadkow rak jezyka diagnozowany jest w zaawansowanym stadium i u 40% chorych
pierwotnie zdiagnozowanych stwierdza si¢ przerzuty [16]. Z powodu braku skutecznej
alternatywny dla radykalnych zabiegéw chirurgicznych, wykorzystywanych w lecze-
niu tego nowotworu, konieczny jest rozwdj nowych strategii terapeutycznych. Obecnie
standardem w leczeniu nowotwordw jest uzupelnianie zabiegéw chirurgicznych o che-
mioterapie i radioterapie [39]. W ostatnich latach pojawilo si¢ wiele doniesien na temat
substancji pochodzenia naturalnego o wysokim potencjale przeciwnowotworowym.
Nalezy do nich m.in. resweratrol (3,4’,5-trihydroksystylben). Jest to fitoaleksyna wyste-
pujaca w srodowisku naturalnym, produkowana w odpowiedzi na czynniki stresogenne.
Zwigzek ten charakteryzuje sie dzialaniami wielokierunkowymi, poza swoimi wtasci-

wosciami przeciwnowotworowymi (anty-profilacyjnym, anty-migarcyjnym i pro-apop-



totycznym), wykazuje aktywno$¢ antyoksydacyjng, neuroprotekcyjna, kardioprotekcyj-
ng, przeciwzapalng, przeciwbakteryjna i przeciwwirusowg [65]. Resweratrol cechuje si¢
bardzo niskg biodostepnoscia, co bylo przyczyna rozpoczecia intensywnych badan nad
synteza jego metylowych analogéw o wiekszej stabilnosci i lepszych parametrach far-
makokinetycznych [70]. Jedng z metylowych pochodnych resweratrolu o silnym dziala-
niu cytotoksycznym jest 3,4,5,4-tetrametoksystylben (DMU-212). Przedmiotem badan
niniejszej pracy doktorskiej jest jego metabolit 3’-hydroksy-3,4,5,4"-tetrametoksystylben
(DMU-214), ktory wykazuje wickszg aktywnos¢ biologiczng niz zwigzek macierzysty
[74]. W celu analizy dzialania cytotoksycznego DMU-214, komorki raka jezyka SCC-25
oraz CAL-27 zostaly poddane ekspozycji na zwigzek badany w czasie 24, 48 oraz 72 go-
dzin. W terapiach eksperymentalnych raka jezyka wykorzystywany jest m.in. gefitynib,
ktorego dzialanie opiera si¢ na hamowaniu domeny wewnatrzkomdrkowej receptora na-
skorkowego czynnika wzrostu EGFR [41]. Dostepne sg dane literaturowe wskazujgce na
silniejsze dzialanie antyproliferacyjne gefitynibu w polaczeniu z innymi chemioterapeu-
tykami np. cisplatyng niz kazdego z osobna [77]. Dlatego do badan w ramach rozprawy
doktorskiej wiaczono réwniez gefitynib i oceniono wlasciwosci cytotoksyczne mieszani-
ny gefitynibu oraz DMU-214. W wyniku przeprowadzonych analiz zaobserwowano, ze
linia komdrkowa CAL-27 jest bardziej wrazliwa, w poréwnaniu z SCC-25 (wartos¢ IC,,
dla DMU-214, gefitynibu i ich mieszaniny po 24-godzinnej inkubacji komoérek CAL-27
wynosi odpowiednio 0,13 + 0,01 pM, 17,14 + 5,00 uM oraz 3,24 + 0,38 pM vs 5,31 + 1,70
1M, 36,15 £ 1,09 puM, 8,73 £ 0,76 uM w linii komoérkowej SCC-25). Wykazano réwniez,
ze mieszanina DMU-214 i gefitynibu posiada silniejsze wlasciwosci antyproliferacyjne
niz gefitynib zaréwno w linii komérkowej CAL-27, jak i SCC-25. Uzyskane wyniki s
zgodne z obserwacjami Helal i wsp. (2015), ktérzy odnotowali synergistyczne dzialanie
gefitynibu i gemcytabiny czy gefitynibu i cisplatyny [77].

W raku jezyka stwierdza si¢ czesto nadekspresje biatka EGFR u pacjentéw z gor-
szym rokowaniem [44]. Zimmermann i wsp. wykazali zwigzek pomiedzy nadekspresja
EGFR w nowotworach glowy i szyi a duzo slabszg odpowiedzig na chemioterapie [78].
Dostepne s3 rowniez dane literaturowe wskazujace, ze w raku pluca podwyzszony po-
ziom fosforylacji EGFR zwigzany jest z bardziej agresywnym przebiegiem choroby [79].
W pracy doktorskiej zaobserwowano podobng zalezno$¢, poniewaz linia komorkowa
SCC-25 wykazujgca wiekszg oporno$¢ na dzialanie cytotoksyczne DMU-214, gefityni-
bu i ich mieszaniny charakteryzuje si¢ duzo wyzszym poziomem ekspresji EGFR i jego

fosforylowanej postaci EGFRP, w poréwnaniu z komérkami CAL-27. W zwigzku z tym



sugeruje sig, ze profil ekspresji biatek EGFR oraz EGFRP warunkuje wrazliwo$¢ komo-
rek raka jezyka CAL-27 i SCC-25 na dzialanie DMU-214.

Test MTT wykorzystywany jest w celu analizy cytotoksycznosci badanych zwigzkow.
Nie pozwala jednak ustali¢ mechanizmu $mierci komoérkowej, czy doszlo do indukcji
apoptozy i/lub nekrozy komorek nowotworowych. W celu poznania mechanizmu dzia-
lania cytotoksycznego badanych zwigzkéw wykonano test ELISA, umozliwiajacy okre-
$lenie liczby komdrek apoptotycznych i nekrotycznych. Apoptoza jest naturalnym i za-
programowanym procesem biologicznym, ktéry przebiega we wszystkich organizmach
wielokomdrkowych [80]. Powszechnie wiadomo, Ze apoptoza jest bardziej pozadang
odpowiedzig komdrek nowotworowych na chemioterapie, poniewaz charakteryzuje si¢
kontrolowanym przebiegiem, a jej efektem nie jest powstanie miejscowego stanu zapal-
nego, co ma miejsce w przypadku nekrozy [81]. Wiekszos¢ lekow stosowanych w che-
mioterapii swoje dzialanie opiera na zatrzymaniu cyklu komérkowego, jednak kazda
grupa posiada inny mechanizm, ktéry do tego doprowadza. Wiele cytostatykéw powo-
duje uszkodzenia DNA oraz struktur odpowiedzialnych za podzial komérek nowotwo-
rowych, kierujac je na droge apoptozy [80]. Jednym z najwazniejszych postepéw ostat-
nich lat w badaniach nad rakiem jest wykazanie, ze §mier¢ komorek, gtéwnie na skutek
apoptozy, ma decydujacy wplyw na regulacje powstawania nowotworu, a takze warun-
kuje jego odpowiedz na leczenie [82]. Zrozumienie zaleznosci molekularnych, ktére re-
gulujg apoptoze w odpowiedzi na chemioterapi¢ oraz zjawiska w jaki sposéb komorki
nowotworowe jej unikaja, zapewnia nowe mozliwosci opracowania ukierunkowanych
molekularnie terapii przeciwnowotworowych [82]. Przeprowadzone w ramach niniejszej
rozprawy badania wykazaly, ze DMU-214, gefitynib i ich mieszanina maja silne wlasci-
wosci proapoptotyczne zaréwno w linii komoérkowej SCC-25, jak i CAL-27. Mozna na tej
podstawie sugerowac, ze wlasciwosci cytotoksyczne DMU-214 i gefitynibu sg zwigzane
z ich zdolnoscig do indukcji apoptozy. Prezentowane wyniki sg zgodne z obserwacjami
Bruzesse i wsp. (2011), ktorzy wykazali, ze za dziatanie przeciwnowotworowe gefityni-
bu w raku plaskonablonkowym rejonu gltowy i szyi odpowiada proces apoptozy [83].
Dostepne s3 rowniez dane literaturowe na temat dziatania proapoptotycznego hydro-
ksylowych i metylowych pochodnych resweratrolu, tj. 3,3’,4’,5-tetra-trans-hydroksystyl-
ben, 3,3’4,4’,5,5-heksa-hydroksy-trans-stylben [84] oraz 3,5,4-trimetoksystylben [85]
w modelu in vivo oraz in vitro. Szczegdlnie obiecujgcym analogiem wydaje sie jednak
by¢ 3,4,4’,5-tetrametoksystylben — DMU-212, ktéry indukuje apoptoze w komédrkach

raka piersi [86], transformowanych nowotworowo fibroblastach [87], gruczolakoraku



pluca [88], w modelu eksperymentalnym in vitro ludzkich linii limfoidalnych [89], raku
okreznicy [90], raku watroby [91] oraz w komdrkach raka jajnika [73, 75-77]. W ludzkich
liniach komoérkowych raka jajnika A-2780 i SKOV-3, raka piersi MCF-7 oraz raka wa-
troby HepG2 wykazano indukcje apoptozy nie tylko w wyniku dzialania DMU-212, ale
réwniez jego metabolitu DMU-214 [75, 92]. Badania przeprowadzone w ramach pracy
doktorskiej potwierdzajg wyniki uzyskane przez Androstopolus i wsp. (2011) oraz Pio-
trowska i wsp. (2012), poniewaz zaobserwowano, ze dzialanie cytotoksyczne DMU-214
w modelu raka jezyka wiaze si¢ z jego zdolnoscig do indukgji apoptozy.

Nekroza to rodzaj $mierci komdrkowej, ktéra nastepuje w wyniku jej uszkodzenia
czynnikami zewnetrznymi. Zhang i wsp. (2014) wskazali na istotng role, jakg odgrywa
nekroza w $mierci komoérek nowotworowych. Na skutek jej przebiegu uwalniane sg bo-
wiem skladniki stymulujace funkcje odpornosciowe organizmu [93]. He i wsp. (2015)
wykazali, ze cisplatyna stosowana w polgczeniu z terapig fotodynamiczng (ang. photo-
dynamic therapy, PDT) indukuje zaréwno apoptoze, jak i nekroze w komoérkach nowo-
tworow glowy i szyi. Sugeruje sig, ze indukcja obu tych proceséw moze przyczynic si¢ do
przezwyciezenia lekoopornosci i poprawienia skutecznosci leczenia przeciwnowotwo-
rowego [94]. W pracy doktorskiej, poza dzialaniem proapoptotycznym DMU-214 w obu
badanych liniach komérkowych raka jezyka CAL-27 i SCC-25, wykazano réwniez in-
dukcje nekrozy w komdrkach CAL-27 inkubowanych z 5 pM DMU-214. Obserwacje te
moga czesciowo tlumaczy¢ jego silniejszy efekt cytotoksyczny w poréwnaniu z nizszym
stezeniem (2,5 uM).

Apoptoza moze przebiega¢ na drodze zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowej. Kazda
znich w gléwnej mierze regulowana jest aktywacja odpowiednich kaspaz [56]. Powszech-
nie wiadomo, ze kaspaza 8 jest markerem apoptozy przebiegajacej na drodze mechani-
zmu receptorowego. Sekiguchi i wsp. (2019) wykazali wzrost aktywnosci kaspazy 8 pod
wplywem gefitynibu w liniach komdrkowych ludzkiego wiékniakomigsaka HT1080,
ludzkiego gruczolakoraka ptuc A549 oraz mysich fibroblastach MEF. Zaobserwowano,
ze wzrostowi aktywnosci kaspazy 8 indukowanemu przez gefitynib towarzyszyl pro-
ces apoptozy zewnatrzkomorkowej [95]. Piotrowska i wsp. (2016) wykazali, ze DMU-214
réwniez powoduje wzrost aktywnosci kaspazy 8 oraz indukcje apoptozy receptorowej
w linii komoérkowej raka jajnika A-2780 oraz SKOV-3 [74]. W badaniach przeprowadzo-
nych w ramach pracy doktorskiej zaobserwowano wzrost aktywnosci kaspazy 8 pod
wplywem badanych zwigzkow tylko w komérkach CAL-27. Dlatego sugeruje sie, ze apo-
ptoza indukowana przez DMU-214 i gefitynib w linii komoérkowej CAL-27 przebiega na



drodze mechanizmu zewnetrznego. Brak wzrostu aktywnosci kaspazy 8 w komdrkach
SCC-25 wyklucza natomiast udzial tej sciezki apoptozy w mechanizmie dzialania cy-
totoksycznego badanych zwiazkéw. W pracy doktorskiej wykazano wzrost aktywnosci
kaspazy 9 w obu liniach komérkowych raka jezyka pod wptywem DMU-214, gefityni-
bu oraz ich mieszaniny. Liczne dane literaturowe wskazuja na kluczows role kaspazy 9
w przebiegu apoptozy wewnatrzkomorkowej [96]. Uzyskane wyniki sugeruja zatem, ze
w linii komdrkowej SCC-25 apoptoza moze przebiega¢ poprzez $ciezke mitochondrial-
n3. W komorkach CAL-27, majac na uwadze wzrost aktywnosci rdwniez kaspazy 8, su-
geruje si¢, Ze w mechanizm dziatania przeciwnowotworowego DMU-214 oraz gefitynibu
zaangazowana jest, oprocz $ciezki receptorowej, apoptoza przebiegajaca na drodze mi-
tochondrialnej. Aktywacja kaspaz przebiega w uporzadkowany sposéb na drodze prote-
olizy i oligomeryzacji, w wyniku ktérej dochodzi do ,,kaskady kaspaz”. W pierwszej ko-
lejnosci aktywowane sg kaspazy inicjatorowe m.in. kaspaza 8 czy 9, ktérych rola polega
natomiast na aktywacji kaspaz wykonawczych [97]. W pracy doktorskiej zaobserwowano
wzmozong aktywno$¢ efektorowych kaspaz 3/7 w linii komérkowej SCC-25 i CAL-27 po
podaniu DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny obu zwigzkoéw, co potwierdza przebieg
tazy wykonawczej procesu apoptozy w tych komdrkach.

Proces apoptozy jest $cisle zwigzany z kontrolowaniem cyklu podziatu komoérek no-
wotworowych [98]. W zwiazku z tym w pracy doktorskiej, w ramach badan majacych
na celu wyjasnienie mechanizmu dziatania przeciwnowotworowego DMU-214, przepro-
wadzono analize aktywnosci proliferacyjnej komoérek SCC-25 oraz CAL-27 pod wply-
wem DMU-214 oraz gefitynibu. Cykl komdrkowy to szereg zdarzen majacych miejsce
w komorkach eukariotycznych, ktéry prowadzi do ich podziatu. W trakcie jego trwania
wyrdznia sie dwa okresy — interfaze oraz faze podzialu [99]. W interfazie dochodzi do
wzrostu komorki i gromadzenia substancji odzywczych potrzebnych do rozpoczecia po-
dzialu swojego materiatu genetycznego DNA (kariokinezy). Faza podzialu moze prze-
biega¢ w formie mitozy, gdzie dochodzi do podziatu komorki na dwie komorki potomne
(jak ma to miejsce w przypadku komoérek nowotworowych) i mejozy, w wyniku ktorej
powstajg cztery komoérki potomne o zredukowanej liczbie chromosoméw. Mitoza jest
wiec procesem, dzieki ktéremu komorki proliferuja, a indeks mitotyczny pozwala uzy-
ska¢ informacje umozliwiajagcag monitorowanie aktywnosci proliferacyjnej nowotworu
[100]. W trakcie trwania cyklu komérkowego wyrdznia si¢ cztery fazy: G, S, G, oraz M.
W fazie M, trwajgcej najkrdcej, dochodzi do podzialu jadra komorki (kariokinezy) oraz

cytokinezy, w trakcie ktérej ma miejsce podziat cytoplazmy i utworzenie odrebnych ko-



morek. Jest to wiec faza, podczas ktorej nastepuje podzial komorki [100]. Po zakoniczeniu
fazy M kazda z komoérek potomnych rozpoczyna interfaze nowego cyklu komoérkowego.
W fazie G, ktora jest poczatkiem interfazy i trwa do poczatku syntezy DNA, dochodzi
do syntezy enzymodw niezbednych do replikacji DNA w fazie S. Faza S rozpoczyna sig¢
wraz z rozpoczeciem syntezy DNA i trwa do momentu ukonczenia replikacji wszyst-
kich chromosomoéw. Podczas tej fazy ilos¢ materialu genetycznego zostaje podwojona
[101]. Komorka nastepnie przechodzi w faze G,, ktora trwa az do czasu wejscia w faze
M. W trakcie jej trwania syntetyzowane s3 biatka niezbedne do rozpoczecia procesu
mitozy, m.in. tubulina, ktoéra jest skladnikiem mikrotubul, z ktérych zbudowane jest
wrzeciono podzialowe. Zahamowanie syntezy bialek w tej fazie uniemozliwia komor-
ce przeprowadzenie mitozy [102]. Niedzielgce si¢ komoérki organizmoéw wielokomoérko-
wych eukariotycznych moga przej$¢ z fazy G, w faze G,. Moze by¢ to spowodowane
przejsciem komorki w stan spoczynku (jak ma to miejsce w przypadku neuronéw) lub
by¢ odpowiedzig na uszkodzenie lub zniszczenie materiatu genetycznego. Jest to rowniez
biochemiczna alternatywa dla zaprogramowanej $mierci uszkodzonej komorki, ktorg
jest apoptoza [102]. Zhou i wsp. (2009) wykazali, ze dzialanie cytostatyczne gefityni-
bu w modelu raka trzustki jest konsekwencja mi.in. zatrzymania cyklu komdrkowego
w fazie G /G, oraz zablokowania przejicia fazy G, w faze M [103]. Wyniki otrzymane
w ramach pracy doktorskiej potwierdzaja zdolnosé¢ gefitynibu do zatrzymania cyklu ko-
morkowego w fazie G,/G, w komorkach raka jezyka, poniewaz odnotowano jego wptyw
na wzrost liczby komoérek SCC-25 oraz CAL-27 w tej fazie cyklu podzialu. Piotrowska
i wsp. (2012, 2016) zaobserwowali, Ze apoptozie komorek raka jajnika indukowanej za-
réwno przez metylowy analog resweratrolu DMU-212, jak i jego metabolit DMU-214
towarzyszy zablokowanie cyklu komoérkowego w fazie G,/M [74, 104]. W pracy doktor-
skiej wykazano wzrost ilosci komorek raka jezyka CAL-27 w fazie G,/M po podaniu
DMU-214 oraz jego mieszaniny z gefitynibem. W $wietle powyzszych danych sugeruje
sie, ze za dzialanie proapoptotyczne DMU-214 w linii komoérkowej bardziej wrazliwej
na jego dzialanie — CAL-27 odpowiada m.in. zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie
G,/M. Stabsza ,odpowiedZ” komorek SCC-25 moze by¢ natomiast zwigzana z mniejsza
liczbg mechanizméw indukowanych przez DM U-214, np. z brakiem zahamowania cyklu
komdrkowego czy brakiem udziatu $ciezki receptorowej apoptozy.

Receptor naskoérkowego czynnika wzrostu EGFR, ktérego nadekspresja w komor-
kach nowotworowych stanowi niekorzystny czynnik prognostyczny, charakteryzuje sie

aktywnoscig kinazy tyrozynowej [105]. Kinazy tyrozynowe, przylaczajac grupe fosfo-



ranowg do bialka, prowadza do zmiany jego aktywnosci i/lub zdolnosci wigzania sig
z innymi bialkami. Aktywacja szlaku sygnalizacyjnego EGFR rozpoczyna si¢ od jego
zwigzania z ligandem EGF, w wyniku czego dochodzi do autofosforylacji reszt tyrozyno-
wych na cytozolowych domenach receptora [105, 106]. Dlatego w pracy doktorskiej ba-
dano wptyw DMU-214, gefitynibu oraz ich mieszaniny nie tylko na profil ekspresji EGF
i EGFR, ale rowniez na poziom fosforylowanego biatka EGFRP. W wyniku przeprowa-
dzonych analiz zaobserwowano w obu liniach komérkowych raka jezyka inkubowanych
z DMU-214 obnizenie poziomu mRNA EGF i EGFR, ktéremu towarzyszy! spadek eks-
presji bialek EGFR oraz EGFRP. Podobne obserwacje poczyniono dla gefitynibu oraz jego
mieszaniny z DMU-214 w bardziej wrazliwych komérkach CAL-27. W linii komoérkowej
SCC-25, pomimo braku zmian na poziomie transkryptéw, odnotowano obnizenie eks-
presji bialek EGFR i EGFRP w tych komoérkach. Ponadto zaobserwowano pod wptywem
gefitynibu i jego mieszaniny z DMU-214 spadek poziomu transkryptu EREG, ktory, pet-
nigc funkcje liganda EGFR, zaangazowany jest w proliferacje komoérek nowotworowych.
Dlatego sugeruje si¢, ze DMU-214, podobnie do stosowanego komercyjnie gefitynibu,
pelni funkcje inhibitora EGFR. W wyniku autofosforylacji EGFR dochodzi do rekrutacji
bialek adaptorowych GRB i SOS, ktdre aktywuja natomiast biatko RAS oraz kinaze sery-
nowo-treoninowa RAF [106]. W pracy doktorskiej wykazano, ze DMU-214 powodowal
obnizenie poziomu ekspresji genu RAF-1 w obu liniach komdrkowych. Ponadto w bar-
dziej wrazliwych komérkach CAL-27 obserwowano spadek tego transkryptu réwniez
pod wplywem gefitynibu oraz mieszaniny DMU-214 i gefitynibu. Helal i wsp. wykazali,
ze dzialanie przeciwnowotworowe gefitynibu i cisplatyny w komdrkach raka jezyka zwia-
zane jest m.in. z obnizeniem ekspresji RAF-1 oraz hamowaniem szlaku sygnalizacyjne-
go EGFR aktywowanego przez RAF [77]. W $wietle powyzszych danych sugeruje sig, ze
wlasciwosci antyproliferacyjne DMU-214 w modelu raka jezyka moga wynika¢ z jego
zdolnosci do hamowania ekspresji EGFR oraz RAF-1. Powszechnie wiadomo, ze induk-
cja RAF stymuluje kinaze kinazy bialkowej aktywowanej przez mitogeny (MAPKK), co
nastepnie powoduje fosforylacje kinazy MAP (MAPK) na resztach tyrozynowych i tre-
oninowych. Ulega ona wdéwczas translokacji do jadra komoérkowego i fosforyluje wy-
brane czynniki transkrypcyjne, co prowadzi do proliferacji komoérek nowotworowych
[106]. W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykazano spadek
ekspresji genow zaangazowanych w $ciezke sygnalizacyjng MAPKK w wyniku podania
wszystkich badanych zwigzkéw. W linii komoérkowej SCC-25 zaobserwowano zmniej-

szenie poziomu transkryptow MAP2K1, MAPKI1 i JUN pod wplywem gefitynibu oraz



jego mieszaniny z DMU-214. Ponadto odnotowano spadek ekspresji genéw MAP2KI,
MAPK1, MAPK14, MAPK3, MAPKS oraz JUN w linii komérkowej CAL-27 po podaniu
DMU-214, gefitynibu i ich mieszaniny, a takze w komoérkach SCC-25 inkubowanych
z DMU-214. Zhao i wsp. (2020) wskazali na kluczowa role jednoczesnego wyciszenia
$ciezki sygnalizacyjnej MAPK oraz JAK2/STAT3 w skutecznej terapii przeciwnowotwo-
rowej [107]. Kinaza janusowa 2 (ang. Janus-activated kinases, JAK2) nalezy do rodziny
niereceptorowych kinaz tyrozynowych, ktérej nadaktywnos¢ powoduje m.in. wystepo-
wanie nowotwordw mieloproliferacyjnych [108]. Dane literaturowe wskazujg, ze proces
fosforylacji JAK2 powoduje aktywacje STAT (ang. Signal Transducers and Activators of
Transcription) [108]. W pracy doktorskiej zaobserwowano obnizenie poziomu mRNA
JAK2 w linii komdrkowej CAL-27 po podaniu DMU-214, geflitynibu i ich mieszaniny
oraz w bardziej opornych komdrkach SCC-25, ale tylko po podaniu DMU-214. Ponadto
wykazano spadek ekspresji gendw STAT1 oraz STAT3 w linii komdrkowej SCC-25 in-
kubowanej z DMU-214 i gefitynibem oraz w CAL-27 po podaniu DMU-214, geiftynibu
i ich mieszaniny. Uzyskane wyniki sugeruja, Ze za silne dzialanie przeciwnowotworowe
DMU-214 moze odpowiadac jego zdolno$¢ do hamowania ekspresji genéw zaangazowa-
nych zaréwno w $ciezke sygnalizacyjng JAK2/STATS3, jak i MAPK.

Freudlsperger i wsp. (2011) w swojej publikacji skupiajacej si¢ na potencjalnych ce-
lach molekularnych terapii nowotworéw glowy i szyi wskazali, Ze najczgsciej aktywo-
wang $ciezka sygnalizacyjng przyczyniajacy si¢ do progresji nowotworu jest kaskada
EGFR/PI3K/AKT/mTOR [109]. W pracy doktorskiej wykazano spadek ekspresji genow
sciezki sygnalizacyjnej 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K): PIK3CA, PIK3CB oraz
PIK3CD w linii komdrkowej CAL-27 po podaniu DMU-214, gefitynibu i ich miesza-
niny oraz w mniej wrazliwych komdrkach SCC-25, ale tylko pod wptywem DMU-214.
Obserwacje te sugeruja, ze DMU-214 moze by¢ silniejszym inhibitorem kaskady EGFR/
PI3K w poréwnaniu z gefitynibem. Powszechnie wiadomo, ze gléwnym przekaznikiem
sygnatu w szlaku PI3K jest serynowo troninowa kinaza bialkowa AKT, a jej rola zwigza-
na jest z regulacja wzrostu, metabolizmu, przezycia i proliferacja komorek. Jej zwiekszo-
na ekspresja i aktywacja zostata zaobserwowana w wielu nowotworach [110]. Obnizenie
poziomu transkryptow AKT1 oraz AKT2 zaobserwowano zaréwno w linii komérkowej
SCC-25, jak i CAL-27 po podaniu gefitynibu, DMU-214 oraz mieszaniny obu zwigz-
kéw. Poziom ekspresji AKT3 réwniez ulegl obnizeniu z wyjatkiem komoérek SCC-25
inkubowanych z DMU-214. Do bialek fosforylowanych przez AKT nalezy réwniez m.in.
biatko GSK3B [110]. Zmniejszony poziom mRNA GSK3B zaobserwowano w komdrkach
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CAL-27 eksponowanych na gefitynib. DMU-214 spowodowal spadek tego transkryptu
w obu liniach komoérkowych raka jezyka. AKT moze by¢ réwniez aktywowana posred-
nio przez receptor kinazy tyrozynowej, tj. ErbB-2 [111], ktérego obnizenie zaobserwo-
wano w linii komoérkowej SCC-25 po podaniu DMU-214 oraz w komdrkach CAL-27
inkubowanych z gefitynibem. Powszechnie wiadomo, ze AKT promuje migracje¢ komo-
rek i inwazje poprzez regulacje m.in. czynnika transkrypcyjnego MYC [111] oraz po-
woduje réwniez aktywacje MMP9 [112]. Obnizenie ekspresji mRNA MYC oraz MMP9
zaobserwowano w linii komoérkowej SCC-25 po podaniu tylko gefitynibu, co moze su-
gerowac inny mechanizm jego dzialania w tych komérkach w poréwnaniu z DMU-214.
Rotman i wsp. (2010) w swojej publikacji zwrocili uwage na role, jakg odgrywa kinaza
biatkowa A (PRKA) w regulacji aktywnosci PI3K. Poza bezposrednig aktywacja PI3K
przez PRKA, posredniczy ona w degradacji PRKCA i PPP1CC2, co jest rowniez istotne
dla aktywacji PI3K [113]. W pracy doktorskiej wykazano spadek ekspresji genu PRKCA
w linii komdrkowej SCC-25 oraz CAL-27 pod wpltywem DMU-214, gefitynibu oraz ich
mieszaniny. Ponadto w linii komoérkowej SCC-25 zaobserwowano obnizenie ekspresji
genu PRKCQ pod wplywem gefitynibu.

Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (NF-kB) jest niezbedny do przezy-
cia, wzrostu, replikacji i apoptozy komoérek. Odgrywa réwniez kluczowa role w proce-
sie kancerogenzy i odpornosci komdrek nowotworowych na chemio- oraz radioterapig
[114]. W komérkach stymulowanych PDGF, AKT aktywuje kinaze IKK (ang. I-kB ki-
nase), degradujac inhibitor NF-«xB, w wyniku czego NF-kB moze przemiescic si¢ do ja-
dra komoérkowego i indukowac transkrypcje poszczegoélnych genéw [110]. W badaniach
przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykazano spadek poziomu transkryp-
tu NFkB1 w linii komdrkowej SCC-25 po podaniu mieszaniny DMU-214 i gefitynibu.
W komorkach SCC-25 zaobserwowano réwniez obnizenie poziomu ekspresji mRNA
obu podjednostek NFxkB: NFkB 1 i NFkB 2 pod wplywem, odpowiednio, gefitynibu
oraz DMU-214, a w linii komdrkowej CAL-27 po inkubacji z gefitynibem, DMU-214
oraz mieszaning obu zwigzkéw. CHUK (ang. conserved helix-loop-helix ubiquitous ki-
nase) to kinaza proteinowa wchodzgca w sklad kompleksu IkB, ktory pelni kluczowsg
role w regulacji transkrypcji NF-xB [115]. Liu i wsp. (2019) wykazali, ze terapia prze-
ciwnowotworowa, ktoérej celem molekularnym jest CHUK, poprzez szlak sygnalizacyjny
NF-xB powoduje zatrzymanie proliferacji komoérek niedrobnokomdrkowego raka ptuc
[116]. W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykazano zmniej-

szenie poziomu transkryptu CHUK w liniach komdrkowych SCC-25 oraz CAL-27 po



podaniu DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny obu substancji. W $wietle tych danych
oraz hamowania ekspresji podjednostek NF-kB sugeruje si¢, ze aktywnos$¢ przeciwno-
wotworowa badanych zwiazkéw moze wigzac sie z ich zdolnoscig do inhibicji $ciezki
sygnalizacyjnej NF-kB.

Uzyskane wyniki badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej pozwolity
na cze¢$ciowe wyjasnienie mechanizmu dzialania cytotoksycznego DMU-214, gefitynibu
i mieszaniny obu zwigzkéw w liniach komoérkowych raka jezyka SCC-25 oraz CAL-27.
We wspolczesnej chemioterapii za najbardziej pozadang odpowiedz komoérek nowotwo-
rowych uwaza si¢ apoptoze, poniewaz podlega ona duzo wigkszej kontroli niz nekroza
i przebiega bez powstania miejscowego stanu zapalnego. Lekoopornos¢ jest coraz czest-
szym problemem wspodlczesnej medycy, a sposobem na jej przelamanie jest m.in. in-
dukgcja procesu apoptozy na drodze wigcej niz jednego mechanizmu. W niniejszej pracy
doktorskiej po raz pierwszy wykazano, ze DMU-214 aktywuje apoptoze przebiegajaca
na drodze mechanizmu zaréwno wewnatrz-, jak i zewnatrzkomoérkowego, obnizajgc

jednoczes$nie ekspresje gendw nalezgcych do $ciezki sygnalizacyjnej EGFR.



6. Podsumowanie i wnioski

1. DMU-214, metabolit metylowego analogu resweratrolu DMU-212, wykazuje wtas-
ciwosci cytotoksyczne w ludzkich liniach komoérkowych raka jezyka CAL-27 oraz
SCC-25. Komorki CAL-27, o nizszym poziomie bialka receptora nablonkowego
czynnika wzrostu EGFR oraz jego fosforylowanej postaci EGFRP, sg bardziej wraz-
liwe na dzialanie DMU-214 w poréwnaniu z SCC-25 z wyzszg ekspresjg tych biatek.
Sugeruje sig, ze poziom ekspresji EGFR oraz EGFRP warunkuje wrazliwo$¢ bada-
nych linii komérkowych na DMU-214.

2. Uzyskane wyniki wskazujg, ze wlasciwosci cytotoksyczne DMU-214 sg zwigzane
z jego zdolnoscig do indukcji apoptozy. Wzrost aktywnosci kaspaz inicjatorowych 8
oraz 9 indukowany przez DMU-214 w komoérkach CAL-27 sugeruje udziat apoptozy
zaré6wno receptorowej, jak i mitochondrialnej w mechanizmie jego dzialania cyto-
toksycznego. Brak zmian w aktywnosci kaspazy 8 pod wplywem zwigzku badanego
w linii komoérkowej SCC-25 wyklucza przebieg apoptozy receptorowej w tych komor-
kach. Aktywacja kaspazy 9 pod wptywem DMU-214 sugeruje natomiast jego zdol-
nos$¢ do indukgji $ciezki mitochondrialnej w linii komérkowej raka jezyka SCC-25.

3. Sugeruje sig, ze za dzialanie proapoptotyczne DMU-214 w linii komérkowej bardziej
wrazliwej na jego dziatanie — CAL-27 odpowiada m.in. zatrzymanie cyklu komor-
kowego w fazie G,/M. Slabsza ,,odpowiedz” komoérek SCC-25 moze by¢ natomiast
zwigzana z mniejszg liczbg mechanizméw indukowanych przez DMU-214, m.in.
z brakiem zahamowania cyklu komoérkowego czy brakiem udziatu $ciezki recepto-
rowej apoptozy.

4. Uzyskane wyniki potwierdzily dzialanie przeciwnowotworowe gefitynibu (kontrola
pozytywna dla DMU-214) jako inhibitora kinazy tyrozynowej w modelu raka jezyka
poprzez indukcje apoptozy, zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G /G, oraz in-
hibicje $ciezki sygnalizacyjnej EGFR.

5. Obnizenie poziomu biatek EGFR oraz jego fosforylowanej postaci EGFRP, a takze
spadek ekspresji genow zaangazowanych w Sciezke sygnalizacyjng EGFR pod wply-
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wem DMU-214 w liniach komérkowych raka jezyka CAL-27 oraz SCC-25 sugeruje,
ze dzialanie proapoptotyczne DMU-214 jest zwigzane z hamowaniem transdukcji
sygnalu EGFR w tych komdrkach. Niezbedne jest jednak podjecie dalszych badan
majacych na celu m.in. analize profilu ekspresji panelu genéw regulowanych przez
EGFR, charakterystycznych dla wewnatrz- czy zewnatrzkomorkowego mechanizmu

apoptozy.
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7. Streszczenie

W ostatnich dziesiecioleciach liczba zgonéw spowodowana chorobami nowotworowymi
znaczaco si¢ zwiekszyla. Jest to spowodowane szybkim rozwojem gospodarczym kra-
jow nisko i $rednio rozwinigtych oraz stalg ekspozycja spoleczenstw na czynniki ryzy-
ka. Pomimo wdrazanych innowacyjnych terapii przeciwnowotworowych, smiertelnos¢
spowodowana nowotworami nie zmniejsza sie. Dlatego bardzo istotne jest prowadzenie
badan nad nowymi zwigzkami o potencjale antyproliferacyjnym. Resweratrol to natu-
ralnie wystepujaca fitoaleksyna, ktora wykazuje silne dziatanie przeciwnowotworowe.
Udowodniono, zZe hamuje rozwdj procesu kancerogenezy na wszystkich trzech etapach,
inicjacji, promocji oraz progresji. Jego powszechne stosowanie uniemozliwia jednak ni-
ska biodostepnos¢ oraz krétki czas dziatania zwigzku w organizmie. Sklonilo to $rodo-
wiska naukowe do rozpoczecia badan majacych na celu synteze metylowych pochod-
nych resweratrolu o lepszych wlasciwosciach farmakokinetycznych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest ocena dzialania przeciwnowotworowego
3’-hydroksy-3,4,5,4-tetrametoksystylbenu (DMU-214), metabolitu metylowego analo-
gu resweratrolu DMU-212 w ludzkich liniach komdérkowych raka jezyka SCC-25 oraz
CAL-27.

W pierwszym etapie badan oceniono aktywno$¢ cytotoksyczng DMU-214, gefity-
nibu oraz mieszaniny obu zwigzkéw w liniach komoérkowych SCC-25 oraz CAL-27 za
pomoca testu MTT. W celu okredlenia zdolno$ci DMU-214, gefitynibu i ich mieszaniny,
do indukcji apoptozy zostal wykorzystany zestaw Cell Death Detection ELISA PLUS
(Roche Diagnostics, Polska). Aktywnos¢ kaspaz inicjujacych -8 i -9 oraz wykonawczych
-3/7 zbadano przy pomocy testu Caspase-Glo® 3,7,8 i 9 opartego na luminescencyjnej
reakgji lucyferazy. Cytometria przeptywowa z jodkiem propidyny umozliwila okreslenie
fazy cyklu komdrkowego linii CAL-27 oraz SCC-25 pod wplywem zwigzkéw badanych.
Analize poziomu ekspresji bialek EGFR oraz fosforylowanej formy EGFR wykonano
przy uzyciu metody Western Blot. Do izolacja RNA zostala uzyta metoda Chomczyn-

skiego—Sacchi. W celu oznaczenia poziomu ekspresji genéw zaangazowanych w $ciez-



ke sygnalizacyjng EGFR wykorzystano metode qPCR-array, ktdra oparta jest na reakcji
PCR w czasie rzeczywistym RT-qPCR (ang. Real-time quantative PCR).

W rozprawie doktorskiej wykazano wtasciwosci cytotoksyczne DMU-214, gefitynibu
oraz mieszaniny obu substancji w modelu raka jezyka. Linia komdérkowa CAL-27 oka-
zala sie by¢ bardziej wrazliwa na badane zwigzki w poréwnaniu z komérkami SCC-25.
Wykazano réwniez, ze dodanie DMU-214 do gefitynibu zwigcksza wlasciwosci antyproli-
feracyjne mieszaniny w poréwnaniu z samym gefitynibem. Wykorzystujac technike We-
stern Blot, wykazano wigksza ekspresje biatka EGFR i jego fosforylowanej formy EGFRP
w linii komdrkowej SCC-25. Wykazano zdolnos¢ DMU-214, gefitynibu oraz ich miesza-
niny do indukgcji apoptozy w linii komdrkowej SCC-25 oraz CAL-27 przy pomocy testu
ELISA. Dzialanie nekrotyczne zostalo zaobserwowane tylko w linii komorkowej CAL-27
po podaniu DMU-214 o stezeniu 5 uM. Okreslono zdolnos¢ DMU-214, gefitynibu oraz
ich mieszaniny do aktywacji kaspaz 3/7, 8 oraz 9. W obu liniach komérkowych doszlo
do wzmozonej aktywnosci kaspaz 3/7 oraz 9 pod wptywem badanych zwigzkdéw. Tylko
w linii komdrkowej CAL-27 zaobserwowano zwigkszong aktywnos¢ kaspazy 8. Wyko-
rzystujac cytometrie przeplywows, wykazano zatrzymanie podzialu komoérek w fazie
G2/M w linii komoérkowej CAL-27 po podaniu DMU-214 oraz mieszaniny DMU-214
i gefitynibu. Po podaniu gefitynibu w obu liniach komdrkowych zaobserwowano wzrost
liczby komorek w fazie GO/G1 oraz spadek ich liczby w fazie S. Wykorzystujac technike
Western Blot, zaobserwowano w obu liniach komérkowych obnizenie poziomu ekspre-
sji bialek EGFR oraz EGFRP pod wplywem DMU-214, gefitynibu oraz ich mieszaniny.
Analiza poziomu ekspresji genéw wykazala obnizenie aktywnosci gendw bedacych wy-
nikiem nadekspresji EGFR pod wptywem DMU-214, gefitynibu i ich mieszaniny w obu
liniach komoérkowych.

Otrzymane w pracy wyniki wykazaly, ze wlasciwosci cytotoksyczne DMU-214, gefi-
tynibu oraz ich mieszaniny polegaja na zdolnosci zwigzkéw do indukcji apoptozy. Wy-
kazano réwniez, ze DMU-214 nasila wlasciwosci cytotoksyczne gefitynibu. Uzyskane
informacje $wiadczg réwniez o tym, ze poziom ekspresji bialka EGFR wplywa na wraz-

liwos¢ komorek nowotworowych na cytostatyki stosowane w terapii raka jezyka.



8. Summary

The number of cancer-related deaths has increased significantly in recent decades. This
is due to the rapid economic development of low- and medium-developed countries and
the constant exposure of societies to risk factors. Despite the implementation of inno-
vative cancer therapies, cancer-related deaths are not decreasing. Therefore, it is very
important to conduct research on new compounds with antiproliferative potential. Res-
veratrol is a naturally occurring phytoalexin, which has a strong anti-cancer effect. It has
been proven to inhibit the development of carcinogenesis at all three stages; initiation,
promotion, and progression. Its widespread use, however, is prevented by low bioavai-
lability and short duration of the compound in the body. This prompted the scientific
community to initiate research aimed at synthesizing, among others, methyl derivatives
of resveratrol with better pharmacokinetic properties.

The aim of this dissertation is to evaluate the anticancer activity of 3’- hydroxy-3,4,5,4 -
tetramethoxystylbene (DMU-214), a methyl metabolite of the resveratrol analog DMU-212
in the human cell lines of oral squamous cell carcinomas SCC-25 and CAL-27.

In the first stage of the study, the cytotoxic activity of DMU-214, gefitinib, and
a mixture of both compounds in SCC-25 and CAL-27 cell lines was assessed using the
MTT assay. Cell Death Detection ELISA PLUS kit was used to determine the ability of
DMU-214, gefitinib, and the mixture of both compounds to induce apoptosis. The acti-
vity of 8 and 9 initiator caspases and 3 and 7 executioner caspases was tested with the
Caspase-Glo® 3, 7, 8, and 9 assay based on the luminescent reaction of luciferase. Flow
cytometry with the use of propidium iodide allowed to determine the cell cycle phase
of CAL-27 and SCC-25 line under the influence of the tested compounds. The analysis
of the EGFR protein expression level and the phosphorylated form of EGFR was perfor-
med using the western blot technique. The Chomczynski-Sacchi method was used for
RNA isolation. To determine the expression level of genes involved in the EGFR signa-
ling path, the qPCR-array method was used, which is based on the RT-qPCR (real-time
quantitative PCR).



The dissertation showed cytotoxic properties of DMU-214, gefitinib, and the mixture
of both substances in the model of tongue cancer. CAL-27 cell line proved to be more
sensitive to the tested compounds than SCC-25 cells. It has also been demonstrated that
adding DMU-214 to gefitinib increases the antiproliferative properties of the mixture
compared to gefitinib alone. Higher expression of EGFR protein and its phosphorylated
form EGFRP was observed in the SCC-25 cell line compared to CAL-27. The ability of
DMU-214, gefitinib, and their mixture to induce apoptosis in both tongue cancer cell
lines was demonstrated. Necrotic effects were observed only in the CAL-27 cell line, fol-
lowing the administration of DMU-214 at 5 uM. Both cell lines indicated an increased
activity of caspases 3/7 and 9 under the influence of the tested compounds. An increased
activity of caspase 8, which is a marker of extracellular apoptosis, was observed only in
the CAL-27 cell line. Cell division in the G2/M phase in the CAL-27 cell line was shown
to stop after the administration of DMU-214 and the mixture of DMU-214 and gefiti-
nib. After the administration of gefitinib in both cell lines, an increase in the number
of cells in the GO/G1 phase and a decrease in their number in the S phase was observed.
A decrease in the level of EGFR and EGFRP protein expression under the influence of
DMU-214, gefitinib, and their mixture was observed in both cell lines. A decrease in
the expression of genes involved in the EGFR signal pathway under the influence of
DMU-214, gefitinib, and their mixture was demonstrated in both tongue cancer cell
lines.

The obtained data showed that cytotoxic properties of DMU-214 are related to its
ability to induce intra- and extracellular apoptosis in more sensitive CAL-27 cells and
mitochondrial apoptosis in the SCC-25 cell line. It is suggested that the level of EGFR
and EGFRP protein expression determines the “response” of the studied cell lines to
DMU-214. Lower sensitivity of SCC-25 cells may be associated with a smaller number
of mechanisms induced by DMU-214, such as the lack of cell cycle inhibition or the lack
of involvement of apoptosis receptor pathway. Anticancer activity of gefitinib (positive
control for DMU-214) as a tyrosine kinase inhibitor in the model of tongue cancer has
been confirmed. The lowering by DMU-214 of EGFR and EGFRP protein levels and the
decrease in the expression of genes involved in the EGFR signal pathway in CAL-27 and
SCC-25 cells suggests that the proapoptotic activity of DMU-214 is associated with the
inhibition of EGFR signal transduction. However, it is necessary to undertake further
studies to analyze the level of expression of genes regulated by EGFR, characteristic for

apoptosis occurring as a receptor or mitochondrial mechanism.
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10. Spis tabel i rycin

10.1. Tabela

Tabela 1.

Wartosci IC,, DMU-214, gefitynibu oraz mieszaniny gefitynibu i DMU-214
w liniach komérkowych SCC-251 CAL-27 . . . . . . . . . . . . . . ..

10.2. Ryciny

Rycina 1.
Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.
Rycina 5.
Rycina 6.
Rycina 7.
Rycina 8.
Rycina 9.

Rycina 10.
Rycina 11.
Rycina 12.
Rycina 13.
Rycina 14.
Rycina 15.
Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Czestos¢ zachorowan na nowotwory na Swiecie [1] . . . . . . . . . . . . .

Owrzodzenie na prawej bocznej czesci jezyka u 34-letniego pacjenta z roz-
poznaniem plaskonablonkowego raka jezyka [25] . . . . . . . . . . . ..

Duzy pecherz w dolnej lewej czesci jezyka u 29-letniej pacjentki z rozpozna-
niem ptaskonablonkowego raka jezyka [25] . . . . . . . . . .. oo

Budowa anatomiczna jezyka i tkanek otaczajacych [36] . . . . . . . . . ..
Typ 1 glosektomii [36] . . . . . . . . . . . . . ...
Typ 2 glosektomii [36] . . . . . . . . . . . .. ..o
Typ3Ai3B glosektomii [36] . . . . . . . . . . . .. ... ... ..
Typ 4Ai4B glosektomii [36] . . . . . . . . . . . .. ...
Typ 5 glosektomii [36] . . . . . . . . . . .. ..o
Budowa receptora EGFR[48] . . . . . . . . . . . .. . ... ...
Szlak wewnatrzkomoérkowy apoptozy [61]. . . . . . . . . ... oL L
Szlak zewnatrzpochodny apoptozy [61] . . . . . . . . . . . . . .. ...
Struktura chemiczna resweratrolu — izomery cisitrans [66] . . . . . . . .
Struktura chemiczna DMU-212 [73] . . . . . . . . . . . . . . . . ...
Struktura chemiczna DMU-214 [74] . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Ludzka linia komérkowa raka jezyka CAL-27 (fot. Piotr Ramlau) . . . . . .
Ludzka linia komorkowa raka jezyka SCC-25 (fot. Piotr Ramlau) . . . . . .

Przezywalnos¢ komorek raka jezyka CAL-27 po 24, 48 oraz 72 godzinach
inkubacji z DMU-214 (0-1 pM), gefitynibem (0-50 pM) oraz mieszaning



Rycina 19.

Rycina 20.

Rycina 21.

Rycina 22.

Rycina 23.

Rycina 24.

Rycina 25.

Rycina 26.

Rycina 27.

Rycina 28.

DMU-214 i gefitynibu (0-51 pM); $rednia z trzech niezaleznych ekspery-

mentOw £SD . . . . L L L e s

Przezywalnos¢ komdrek raka jezyka SCC-25 po 24, 48 oraz 72 godzinach
inkubacji z DMU-214 (0-10 pM), gefitynibem (0-50 uM) oraz mieszaning
DMU-214 i gefitynibu (0-60 pM); $rednia z trzech niezaleznych ekspery-

mentOW £ SD . . . . . L L s s,

Poréwnanie poziomu ekspresji bialek EGFR i EGFRP w liniach komérko-
wych SCC-250raz CAL-27 . . . . . . . . . . . . . . ..

Indukcja procesu apoptozy i nekrozy przez DMU-214, gefitynib oraz mie-
szaning DMU-214 i gefitynibu w liniach komdrkowych (A) CAL-27 i (B)
SCC-25. Wyniki stanowig $rednia z trzech niezaleznych doswiadczen (+ SD).
P <0,001,*P<0,01*P<0,05. . . . ..o

Aktywnos¢ kaspazy -3/-7, -8 oraz -9 pod wyplywem DMU-214, gefitynibu
i mieszaniny DMU-214 oraz gefitynibu . . . . . . . . . . . ..o 00

Ilo$¢ komorek raka jezyka CAL-27 oraz SCC-25 w poszczegolnych fazach
cyklu komoérkowego uzyskana po ekspozycji na zwigzek DMU-214, gefity-

nib oraz na mieszaning obu substancji. *P<0,05. . . . . . . . . ... L.

Wplyw DMU-214, gefitynibu oraz ich mieszaniny na ekspresje biatek EGFR
oraz EGFRP w linii komérkowej SCC-25 . . . . . . . . . . . . . . ...

Wplyw DMU-214, gefitynibu oraz ich mieszaniny na ekspresje biatek EGFR
oraz EGFRP w linii komérkowej CAL-27 . . . . . . . . . . . . . . ...
Wplyw DMU-214 o stezeniu 5 uM na ekspresje gendw $ciezki sygnalizacyjnej
EGFR w linii komoérkowej raka jezyka CAL-27 (A) oraz SCC-25 (B). Wyniki
stanowig $rednig z trzech eksperymentéw (+ SD). ***P < 0,001; **P < 0,01

Wplyw gefitynibu o stezeniu 15 pM na ekspresje genow wchodzacych w skiad
sciezki sygnalizacyjnej EGFR w linii komdrkowej raka jezyka CAL-27 (A)
oraz SCC-25 (B). Wyniki stanowig $rednig z trzech eksperymentéw (+ SD).
P <0,001 *P<0,00*P<0,05. . . . . ..o
Wplyw mieszaniny DMU-214 (5 uM) oraz gefitynibu (15 pM) na ekspre-
sje gendw S$ciezki sygnalizacyjnej EGFR w linii komoérkowej raka jezyka
CAL-27 (A) oraz SCC-25 (B). Wyniki stanowig $rednig z trzech ekspery-
mentow (+ SD). **P < 0,001 *P < 0,01 *P<0,05. . . . . . . . . . . . ..
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