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1. Imi¢ i nazwisko: Jarostaw Paluszczak

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

Dyplom magistra farmacji — Akademia Medyczna w Poznaniu, 29.07.2003

Stopien doktora nauk farmaceutycznych (dyplom z wyrdznieniem) nadany w dniu 10 marca 2010 r. —
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (UMP), Wydziat Farmaceutyczny.

Tytut rozprawy doktorskiej: Ocena profilu metylacji DNA w komorkach nowotworowych oraz
mozliwos$ci jego modulacji przez roslinne polifenole.

Promotor: prof. dr hab. Wanda Baer-Dubowska

Dyplom magistra psychologii — Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu, 05.12.2011

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.09.2004 - 31.12.2010 — asystent, Katedra Biochemii Farmaceutycznej UMP
01.01.2011 - nadal — adiunkt, Katedra Biochemii Farmaceutycznej UMP

4. Wskazanie osiagnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882
zezm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) Tytul osiaggnigcia naukowego:

Ocena znaczenia Kklinicznego metylacji antagonistow kanonicznej $ciezki Wnt w nowotworach

glowy i szyi oraz poszukiwanie mozliwo$ci modulacji aktywnosci szlaku

Podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego stanowi cykl pigciu prac oryginalnych
opublikowanych w latach 2014-2018 przedstawiajacych wyniki oceny profilu metylacji genow,
ktorych produkty bialkowe hamujg przebieg szlaku Wnt, przeprowadzonej w materiale klinicznym
pochodzacym od chorych na nowotwory glowy i szyi, a takze rezultaty analizy wptywu zwiazkOw

naturalnych wyizolowanych z porostow na aktywno$¢ szlaku Wnt w komoérkach raka okreznicy.



b) Publikacje wchodzace w sktad osiggnig¢cia naukowego:

H1.Paluszczak J, Hemmerling D, Kostrzewska-Poczekaj M, Jarmuz-Szymczak M, Grenman R,
Wierzbicka M, Baer-Dubowska W. (2014) Frequent hypermethylation of WNT pathway
genes in laryngeal squamous cell carcinomas. J. Oral Pathol. Med. 43, 652-657.

IF=1,926; MNiSW=30. Liczba cytowan=14

H2.Paluszczak J, Sarbak J, Kostrzewska-Poczekaj M, Kiwerska K, Jarmuz-Szymczak M,
Grenman R, Mielcarek-Kuchta D, Baer-Dubowska W. (2015) The negative regulators of Wnt
pathway - DACH1, DKK1 and WIF1 are methylated in oral and oropharyngeal cancer and
WIF1 methylation predicts shorter survival. Tumor Biol. 36, 2855-2861.

IF=2,926; MNiSW=30. Liczba cytowan=21

H3.Paluszczak J, Wisniewska D, Kostrzewska-Poczekaj M, Kiwerska K, Grenman R, Mielcarek-
Kuchta D, Jarmuz-Szymczak M. (2017) Prognostic significance of the methylation of Wnt
pathway antagonists - CXXC4, DACT2, and the inhibitors of sonic hedgehog signaling - ZIC1,
ZIC4 and HHIP in head and neck squamous cell carcinomas. Clin. Oral Investig. 21, 1777-
1788.

IF=2,308; MNiSW=35. Liczba cytowan=3

H4.Paluszczak J, Kiwerska K, Mielcarek-Kuchta D. (2018) Frequent methylation of DAB2, a
Wnt pathway antagonist, in oral and oropharyngeal squamous cell carcinomas. Pathol. Res.
Pract. 214, 314-317.

IF=1,543; MNiSW=20

H5.Paluszczak J, Kleszcz R, Studzinska-Sroka E, Krajka-Kuzniak V. (2017) Lichen-derived
caperatic acid and physodic acid inhibit Wnt signaling in colorectal cancer cells. Mol. Cell.
Biochem. DOI:10.1007/s11010-017-3178-7.

IF=2,669; MNiSW=20

Dla catego cyklu prac sumaryczna warto$¢ wskaznika IF wynosi 11,372, taczna warto$¢ punktacji

MNIiSW wynosi 135, zas$ tgczna liczba cytowan wg WoS — 38.

*Oswiadczenia wspotautorow wraz z okresleniem indywidualnego wktadu kazdego z nich w powstanie
poszczegdlnych prac znajduja si¢ w zatagczniku 5. O$wiadczenia habilitanta dotyczace zakresu

wykonywanych prac i procentowego udziatu znajduja si¢ w zatgczniku 4.



¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Sciezka sygnalizacyjna Wnt pelni istotng role w embriogenezie, rdznicowaniu tkanek oraz
prawidlowym funkcjonowaniu komodrek macierzystych dorostego organizmu cztowieka. Za wskaznik
jej aktywacji uwaza si¢ obecno$¢ B-kateniny w jadrze komorkowym, gdzie moze ona regulowac
ekspresje docelowych genow, ktore posiadajg sekwencje rozpoznawang przez czynniki transkrypcyjne
TCF/LEF. Kanoniczna $ciezka Wnt inicjowana jest przez zwigzanie liganda Wnt do kompleksu
receptora Frizzled z biatkami LRP (Saito-Diaz i wsp. 2013). To zdarzenie aktywuje z kolei biatko
Dishevelled, ktore blokuje funkcj¢ kompleksu biatkowego ztozonego m.in. z GSK3p, CK1la, Aksyny,
APC, ktorego funkcjg jest kierowanie wolnej, cytoplazmatycznej B-kateniny na drogg zaleznego od
ubikwityny rozktadu przez proteasom. Skutkuje to kumulacjg wolnej B-kateniny w cytoplazmie, co w
efekcie prowadzi do jej przemieszczenia do jadra komorkowego, gdzie wspotdziatajac z czynnikami
transkrypcyjnymi z rodziny TCF/LEF wzmacnia ekspresje takich genow jak CCND1, c-MYC czy
MMP-7. Prowadzi to do stymulacji cyklu komérkowego oraz zwigkszenia zdolnosci komorek do

migracji, a co za tym idzie, nasilenia ich inwazyjnosci.

Przyjmuje sie, ze kanoniczny szlak Wnt nie jest aktywny w wigkszosci prawidtowo zréznicowanych
komorek. W tkankach nabtonkowych glowna rola PB-kateniny jest uczestniczenie w tworzeniu
potaczen miedzykomoérkowych typu adherens, poprzez interakcje z blonowa E-kadheryna, a-katening
oraz aktyna/biatkami cytoszkieletu. Stad, wykrywa si¢ obecno$¢ PB-kateniny w poblizu btony
komorkowej, a jedynie sporadycznie w cytoplazmie. Praktycznie nie odnotowuje si¢ jej obecnosci w
jadrze komorkowym. Taki obraz stwierdza si¢ takze w nabtonku wielowarstwowym plaskim
wyscielajacym jame ustng. Komoérki warstwy podstawnej charakteryzuje obecno$¢ B-kateniny w
rejonie btony komorkowej, a poziom B-kateniny w komorkach maleje w kolejnych warstwach
komorek w kierunku powierzchni nabtonka. Niski poziom jadrowej f-kateniny wskazuje na niewielka
aktywno$¢ kanonicznej $ciezki Wnt w prawidtowo funkcjonujagcym nabtonku jamy ustnej (Liu i wsp.
2010). Wzorzec ten zmienia sie w przypadku dysplastycznych zmian przednowotworowych oraz w
ptaskonabtonkowych nowotworach regionu glowy i szyi (HNSCC), na co wskazuje podwyzszony
poziom ekspresji ligandow Wnt i receptorow Frizzled oraz obecno$¢ podwyzszonego poziomu f3-
kateniny w jadrze komérek HNSCC (Alvarado i wsp. 2011; Leethanakul i wsp. 2000). Obecnos¢
jadrowej P-kateniny stwierdza si¢ w okoto jednej piatej do jednej czwartej przypadkow HNSCC,
szczegoOlnie we froncie inwazyjnym guza (Odajima i wsp. 2005; Garcia-Pedrero i wsp. 2015). Badania
funkcjonalne wskazujg na istotny udzial szlaku Wnt w progresji rakow glowy i szyi, poprzez wpltyw
na proliferacje, migracje i inwazyjnos¢ komorek nowotworowych. Jednoczesnie mechanizmy

aktywacji szlaku Wnt w tej grupie nowotworow pozostajg stabo poznane.



Znaczenie aktywacji kanonicznej $ciezki Wnt w etiopatogenezie nowotwordw zostato najwczesniej
potwierdzone w przypadku guzéw jelita grubego, w ktérych niezwykle czgsto obserwuje sie
wyciszajagce mutacje genu APC, kodujacego jedno z najwazniejszych biatek hamujacych przebieg
szlaku. Stwierdza si¢ rowniez mutacje genu CTNNBL, kodujacego B-katening, ktore uniemozliwiajg
fosforylacje tego biatka, na skutek czego uposledzona jest degradacja cytoplazmatycznej B-kateniny,
co moze prowadzi¢ do jej przemieszczania do jadra komodrkowego i aktywacji transkrypcji
regulowanej przez czynniki TCF/LEF. Takich zmian genetycznych nie odnotowuje si¢ jednak w
rakach glowy i szyi. W badaniach nie stwierdzono wystepowania mutacji CTNNBL, a stosunkowo
rzadkie zmiany w obrebie APC (Lea i wsp. 2007; Yeh i wsp. 2003). Dodatkowo sporadycznie
wykrywa si¢ mutacje FAT1 (Morris i wsp. 2013). Aktualnie dominuje hipoteza o nadrzgdnej roli
zmian epigenetycznych w aktywacji kanonicznej $ciezki Wnt w HNSCC. Epigenetyczne wyciszanie
niektorych genow kodujacych biatka hamujace przebieg szlaku zostato stwierdzone w rakach jamy
ustnej (Sogabe i wsp. 2008; Towle i wsp. 2013).

Roéwnowaga w szlaku Wnt w prawidlowych komoérkach zachowywana jest m.in. dzigki aktywnosci
wielu biatek inhibitorowych (Saito-Diaz i wsp. 2013). Zewnatrzkomoérkowe biatka inhibitorowe
(SFRP1-5, DKK1-3, WIF1) maja zdolno$¢ wigzania ligandow Wnt lub blokowania receptorow.
Inhibitory cytoplazmatyczne (APC, DACH1, DAB2, DACT1/2) osiagaja swoj efekt gtdwnie poprzez
stymulacje fosforylacji i degradacji B-kateniny. W przypadku inhibitoréw jadrowych (RUNX3), ich
dziatanie jest przede wszystkim zwigzane z ostabianiem aktywnosci transkrypcyjnej B-kateniny. W
wielu nowotworach obserwuje si¢ utrate ekspresji tych gendéw, co zaburza aktywno$¢ Sciezki przez
zniesienie sygnatlow hamujacych. Metylacja sekwencji promotorowych tych gendw supresorowych
jest dobrze udokumentowanym mechanizmem znoszenia ich ekspresji w komorkach rakowych. Poza
najbardziej typowymi inhibitorami (SFRPs, DKKSs), do tej pory nie poddano analizie jak czesto
zjawisko to zachodzi w rakach glowy i szyi. To za$ nie tylko umozliwitloby potwierdzenie roli
mechanizmow epigenetycznych w indukowaniu aktywacji szlaku, ale rowniez mogloby przetozy¢ si¢
na mozliwosci opracowania nowych markeréw diagnostycznych.

Ocena obecnosci i/lub poziomu metylacji specyficznych sekwencji DNA ma potwierdzong warto$¢ w
molekularnej diagnostyce nowotworéw (Paluszczak & Baer-Dubowska 2006). W przypadku analiz
zaburzen szlaku Wnt w HNSCC, zaréwno badania histochemiczne jak i badania DNA wskazywaly na
ich diagnostyczna przydatnos¢ (Ravindran & Devaraj 2012). Z uwagi jednak na potencjalnie szybszg i
prostsza w wykonaniu ocen¢ metylacji sekwencji promotorowych genéw kodujacych inhibitory
Sciezki, a takze fakt, ze w jej przypadku materialem do badan moze by¢ zaréwno wycinek guza jak i

krew obwodowa, strategia ta wydaje si¢ korzystniejsza w diagnostyce kliniczne;j.

Jednym z gléwnych celow badan przedstawionych w pracach sktadajacych si¢ na cykl bedacy

podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego byta charakterystyka czestoSci



wystepowania oraz ocena diagnostycznej wartosci metylacji grupy genéw zwiazanych z negatywna

regulacjg szlaku Wnt w rakach glowy i szyi.

O ile analiza literatury naukowej wskazywala na czgste wystepowanie metylacji kilku kluczowych
zewnatrzkomoOrkowych inhibitorow szlaku Wnt (SFRPs, DKKs, WIF1) w rakach jamy ustnej (OSCC)
(Pannone i wsp. 2010; Yeh i wsp. 2003), brakowato takich informacji w odniesieniu do rakoéw krtani
(LSCC), z wyjatkiem danych dotyczacych genu RUNX3 (Tang i wsp. 2010). Histologicznie, btona
$luzowa krtani nieco rézni si¢ od btony $luzowej jamy ustnej i gardta, poniewaz czeSciowo buduje ja
nabtonek wielorzedowy migawkowy. Analizy histochemiczne wykazatly jednak zaburzong lokalizacje
subkomorkowa B-kateniny takze w tej grupie nowotworOw. Status metylacji inhibitorow szlaku
pozostawal jednak nieznany. Wyniki badan zaprezentowane w publikacji H1 wskazujg na bardzo
czeste wystepowanie metylacji genow DKK1, PPP2R2B, SFRP1, SFRP2 i WIF1 w LSCC, za$ brak
metylacji LKB1 i RUNX3. W badaniach wykorzystano material dwojakiego rodzaju — probki DNA z
ustalonych linii komérkowych raka krtani oraz wyizolowane bezposrednio z wycinkow guzow.
Zaobserwowano duza zgodno$¢ profilu metylacji badanego panelu genéw migdzy liniami
komoérkowymi wyprowadzonymi z rakéw krtani, a materiatem klinicznym pochodzgcym z guzéw
pierwotnych. Czesto$¢ metylacji genéw byta bardzo wysoka, a co za tym idzie, w wickszoSci
przypadkow indeks metylacji (stosunek liczby genéw zmetylowanych do liczby wszystkich badanych
gendw) byt rowniez wysoki, tzn. wykrywano jednoczesng metylacje kilku genow: u 70% pacjentow
stwierdzono metylacj¢ 3-5 gendw. Istotnym elementem badan byto wiaczenie do analizy probek DNA
wyizolowanych z wycinkow prawidlowego, niezmienionego makroskopowo marginesu operacyjnego.
Rowniez w tym materiale odnotowano czesta metylacje genow DKK1, PPP2R2B, SFRP1, SFRP2 i
WIF1. W przewazajacej liczbie przypadkdéw metylacja kazdego z genow wystepowala jednocze$nie w
guzie i marginesie operacyjnym. W tym wzgledzie, wyjatek stanowit gen DKK1, dla ktorego
najczesciej odnotowywano obecno$¢ metylacji w marginesie operacyjnym przy braku metylacji w
guzie. Od wielu lat do wyjasniania obrazu klinicznego rakow gltowy i szyi wykorzystywany jest model
kancerogenezy plaszczyznowej (Mohan & Jagannathan 2014). Zaktada sig, ze rozlegta powierzchnia
nabtonka ulega molekularnym zmianom, gtéwnie pod wplywem narazenia na chemiczne kancerogeny,
tworzac pole btony §luzowej predysponowane do przeksztalcenia w nowotwor. Kumulacja aberracji
molekularnych w okreslonym miejscu btony §luzowej rozleglego pola determinuje rozwdj guza.
Uzyskane wyniki wpisuja si¢ w taki model rozumienia etiopatogenezy HNSCC. Gléwne kancerogeny
odpowiedzialne za powstawanie rakow krtani — dym tytoniowy oraz wysokoprocentowe alkohole,
cechuje zdolno$¢ do indukowania w komorkach nieprawidtowosci epigenetycznych (Chang i wsp.
2004; Vuillemenot i wsp. 2004). Uzyskane wyniki wskazaly, Ze epigenetyczne wyciszenie
antagonistow $ciezki wystgpuje powszechnie w nowotworach glowy i szyi. Ponadto ustalono, ze
metylacja badanych gendw wptywa znaczaco na poziom ich ekspresji. Analiza danych uzyskanych

wezesniej z uzyciem mikromacierzy wykazata, ze ekspresja PPP2R2B, SFRP2 i WIF1 byta znaczaco
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nizsza w liniach komorkowych cechujgcych si¢ obecnoscig metylacji tych genow. Takiego zwigzku
nie odnotowano w przypadku SFRP1, co wskazuje, ze metylacja analizowanego odcinka DNA
promotora tego genu nie ma decydujacego wplywu na poziom jego ekspresji. Istotng obserwacja, z
diagnostycznego z punktu widzenia, byto stwierdzenie roéznic w czgstosci wystgpowania kometylacji
PPP2R2B i SFRP2 migdzy liniami komorkowymi wyprowadzonymi z guzéw pierwotnych i guzéw
bedacych wynikiem wznowy. Wszystkie linie wyprowadzone z wznowy nowotworu cechowata
kometylacja genéw. Gen PPP2R2B koduje jedno z biatek kompleksu PP2A, ktéry hamowany jest
przez onkogenne biatko CIP2A. Stwierdzono, ze nadekspresja CIP2A jest czgstym zjawiskiem w raku
jamy ustnej (Basile & Czerninski 2010). Wyniki badan wiasnych wskazuja posrednio, Zze utrata
ekspresji PPP2R2B na drodze metylacji promotora moze potencjalnie uposledza¢ funkcj¢ PP2A w
rakach krtani, prowadzac do zaburzenia rownowagi ukladu CIP2A/PP2A, ktére jak do tej pory
obserwowane bylo w rakach jamy ustnej. W potaczeniu z wynikami innych prac stanowi to podstawe

do przyjecia zatozenia, ze uktad CIP2A/PP2A moze by¢ celem terapeutycznym w HNSCC.

Poniewaz za cel badan postawiono charakterystyke czgstosci wystepowania metylacji mozliwie
szerokiego panelu genéow kodujgcych inhibitory szlaku Wnt oraz analiz¢ wartosci diagnostycznej ich
metylacji w HNSCC, kontynuowano badania poddajagc weryfikacji czgstos¢ metylacji tych genow,
ktére do tej pory nie byly pod tym katem analizowane w HNSCC, w poréwnaniu z genami o

udowodnionej regulacji epigenetycznej w tej grupie nowotwordw.

W kolejnym etapie okreslono stopien metylacji genow DACH1, DKK1 i PPP2R2B dla ktorych brak
bylo takich danych w odniesieniu do rakow jamy ustnej, w potaczeniu z oceng metylacji genow LKB1,
RUNX3, SFRP2 i WIF1, ktorych epigenetyczna regulacja byta wczeséniej oceniania w OSCC (Sogabe i
wsp. 2008; Yeh i wsp. 2003; Pannone i wsp. 2010). Wyniki tych analiz opisane sa w pracy H2.
Podobnie jak w publikacji H1, ponownie w pierwszym etapic badan testowano wystepowanie
metylacji tych genéw w liniach komérkowych wyprowadzonych z rakéw jamy ustnej. Stwierdzono
czesta metylacje WIF1 oraz SFRP2, a takze umiarkowanie czgsta metylacje DKK1 i DACHI.
Podobnie jak wcze$niej w przypadku rakdéw krtani, nie stwierdzono znaczacej obecno$ci metylacji
RUNX3 czy LKB1. Co ciekawe, gen PPP2R2B, ktory wykazywat wysoki odsetek metylacji w LSCC,
nie byt zmetylowany w zadnej z badanych linii komorkowych OSCC. Wskazuje to, Ze status metylacji
PPP2R2B w duzej mierze moze diagnostycznie roéznicowaé raki krtani od rakow jamy ustnej. Od
kilkunastu lat wiadomo, ze zmiany w metylacji genoéw uktadaja si¢ w profil, ktory jest
charakterystyczny dla danego typu nowotworu, w zalezno$ci od narzadu czy tkanki, z ktorej si¢
wywodzi. Istotng kwestig, ktorg nalezy zbada¢ w trakcie poszukiwan markera molekularnego, jest to,
na ile analizowany marker jest specyficzny dla komoérek nowotworéw. Wymaga to okreslenia profilu
metylacji genow w prawidtowych komorkach tej samej tkanki. Jak wiadomo, pozyskiwanie materiatu

tkankowego od 0sob zdrowych zwykle nie jest praktykowane ze wzgledu na ograniczenia etyczne, a
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zatem uzyskanie prawidlowego materialu poréwnawczego nastrecza sporo trudnosci. Niektorzy
badacze rozwigzuja ten problem poprzez wykorzystywanie w tym celu prawidlowych makroskopowo
wycinkéw marginesu operacyjnego, jednak jak pokazuja wczeé$niej opisane badania, materiat taki
moze roéwniez wykazywac¢ obecno$¢ zmian molekularnych zgodnie z modelem kancerogenezy
ptaszczyznowej. W zwiazku z tym, jako material kontrolny wykorzystane zostaly komercyjnie
dostepne probki DNA wyizolowane z komorek nablonkowych jamy ustnej i tchawicy pobranych od
zdrowych dawcéw. Zaden z badanych genéw nie wykazywal metylacji w DNA pochodzacym z
komorek prawidtowego nabtonka, z wyjatkiem genu SFRP2. Taka obserwacja w przypadku tego
ostatniego genu jest zgodna z wczesniejszymi konkluzjami innych autorow (Sogabe i wsp. 2008). Na
podstawie tych rezultatow stwierdzono, ze metylacja WIF1, DKK1 i DACHL1 jest specyficzna dla
komorek rakowych. W kolejnym etapie potwierdzono, ze poziom metylacji tych gendw istotnie
wplywa na ich ekspresje¢, co jest wazne, poniewaz tylko w ten sposdb moze przektada¢ si¢ na cechy
fenotypowe. Petna metylacja DKK1 i WIF1 zwigzana byta z bardzo niskim poziomem ekspresji. W
odniesieniu do genu DACH1 nie byto mozliwe zaobserwowanie takich zaleznoSci, poniewaz w jego
przypadku testowane linie komorkowe wykazywaly jedynie czeSciowg metylacje. Zarowno badania
wlasne jak i dane literaturowe wskazuja za$, ze tylko pelna metylacja genu moze znaczaco obnizac
(wycisza¢) jego ekspresje. Bazujac na obserwacjach poczynionych w trakcie realizacji badan
opisanych w publikacji H1, wskazujacych, ze profil metylacji genow w liniach komérkowych LSCC
w duzej mierze pokrywa si¢ z profilem zmian obserwowanych w guzach pierwotnych, postanowiono
w dalszej czesci badan z wykorzystaniem probek DNA wyizolowanych z pierwotnych OSCC poddaé
analizie tylko geny WIF1, DKK1 i DACH1, ktorych metylacja byta obecna w liniach OSCC, a
nieobecna w komorkach prawidtowego nabtonka. Potwierdzono wysoka czestos¢ metylacji WIF1 oraz
umiarkowang czesto$¢ metylacji DACH1, natomiast w przypadku genu DKK1 odnotowano rzadkie
wystepowanie metylacji. Co ciekawe, w porownaniu z obrazem zmian w rakach krtani, ogolna
czestos¢ metylacji genow w OSCC byla nizsza, co wskazuje, ze komorki nabtonka krtani moga by¢
bardziej podatne na wystepowanie zmian w poziomie metylacji genow, co jest zgodne takze z innymi
badaniami wlasnymi. Wazne byto rowniez odkrycie zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem metylacji

WIF1, a krétszym czasem przezycia pacjentow.

Testowane geny nie wyczerpujg listy inhibitoréw szlaku Wnt, ktére mogg ulega¢ epigenetycznemu
wyciszaniu w nowotworach. W kolejnym etapie rozszerzono pulg genoéw o kolejne, ktore rzadziej lub
w ogole nie byly do tej pory analizowane pod tym katem w HNSCC. W publikacji H3 skupiono
uwage na genach CXXC4, DACT2 i HDPR1 (DACT1), ktére koduja wewnatrzkomorkowe biatka
hamujace szlak Wnt gtéwnie poprzez interakcje z biatkiem Disheveled, oraz FBXW11, ktory koduje
biatko uczestniczace w zaleznym od ubikwityny rozktadzie p-kateniny. Poza szlakiem Wnt, wsrod
Sciezek sygnalizacyjnych waznych dla rozwoju embrionalnego oraz funkcji komorek macierzystych, a

nadmiernie aktywnych w nowotworach, wymienia si¢ takze $ciezke Shh (McMillan & Matsui 2012).
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Niewiele jest danych na temat roli tego szlaku w patogenezie nowotworéw gltowy i szyi (Cavicchioli
Buim i wsp. 2011; Dimitrova i wsp. 2013), szczeg6lnie na temat mechanizméw jego aktywacji w
HNSCC. Pojedyncze prace wskazuja na metylacj¢ genow kodujacych inhibitory tej $ciezki: PTCH1
oraz ZIC4 (Ghosh i wsp. 2012; Guerrero-Preston i wsp. 2014). Ze wzgledu na brak szerszych danych
na ten temat, postanowiono przeanalizowa¢ w pracy profil metylacji genéw HHIP, PTCH1, SUFU,
ZIC1 i ZIC4, ktore hamuja szlak Shh na réznych jego poziomach, odpowiednio: wylapywania
ligandow, blokowania czynnika transkrypcyjnego Gli poprzez utrzymywanie go w cytoplazmie lub
antagonizowania jego funkcji w jadrze komoérkowym. Podobnie jak w pracy H2, wykonano w
pierwszym etapie analize metylacji wszystkich wyzej wymienionych genéw w liniach komoérkowych
HNSCC, a geny dla ktorych uzyskano pozytywne wyniki badano dalej w materiale pochodzacym z
guzoéw pierwotnych. Odnotowano niezwykle czgsta metylacje ZIC1, bardzo czgsta metylacje ZIC4,
umiarkowanie czesta metylacje HHIP oraz nizszg czestos¢ metylacji CXXC4 i DACT2 w liniach
komorkowych. Dla zadnego z tych genow nie stwierdzono wystepowania metylacji w komodrkach
prawidlowego nabtonka jamy ustnej czy tchawicy, co wskazuje na specyficznos¢ zjawiska dla
komorek nowotworowych. W ocenie wptywu metylacji genéw CXXC4, DACT2 i HHIP na poziom ich
ekspresji zastosowano tym razem sposob analizy umozliwiajacy odniesienie intensywnosci ekspresji
wzgledem prawidlowych keratynocytdéw z jamy ustnej. W przypadku CXXC4 tylko catkowita
metylacja genu warunkowala obnizenie jego ekspresji. Podobne wyniki uzyskano dla HHIP, jednak
tutaj tagodne obnizenie ekspresji nastgpowato juz przy czesciowej metylacji genu. Z kolei obecnosé¢
metylacji nie wptywala na $redni poziom ekspresji genu DACT2 w liniach komorkowych HNSCC.
Zwykle silna metylacja promotora genu prowadzi do jego wyciszenia, jak pokazuje jednak przyktad
DACT2, mechanizmy regulacji epigenetycznej wykazuja wigkszy stopien ztozonosci, polegajac na
skomplikowanej sieci interakcji migdzy réoznymi modyfikacjami histonow a modyfikacjami DNA.
Dodatkowo, w praktyce metylacja réznych odcinkow DNA moze z r6zng sita wptywaé na tworzenie
nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny, wigc tylko doktadne zbadanie catego odcinka wyspy/wysp
CpG podatnych na metylacje moze pozwoli¢ na doktadne okreslenie, jak rozktad metylacji w obrebie
danej sekwencji DNA przektada si¢ na intensywno$¢ ekspresji genu. Taka analiza nie byla jednak
celem pracy. Dla wytypowanych pigciu gendw przeprowadzono nastepnie oceng metylacji w materiale
klinicznym pochodzacym od pacjentéw z rakami glowy szyi. Z wyjatkiem CXXC4, wszystkie geny
wykazywaly wysoka czestos¢ metylacji w obu podgrupach HNSCC, a takze obecno$¢ metylacji w
marginesie operacyjnym chorych z OSCC. Ponownie zaobserwowano wyzsza czgsto$¢ metylacji w
rakach krtani niz rakach jamy ustnej, cho¢ nie dla wszystkich genéw: ZIC1 i ZIC4 wykazywaly rownie
wysoki odsetek metylacji w LSCC, co w OSCC. Jednak dla gendw DACT2, CXXC4 oraz HHIP
roznice byly znaczace. W zwigzku z tym wspolczynnik metylacji w przypadku LSCC wyniost 0,78,
za$ w przypadku OSCC — 0,56. Moze to by¢ oczywiscie zwigzane z réznicami w charakterystyce
klinicznej pacjentow — liczba guzéw bardziej zaawansowanych (T3-T4) w podgrupie LSCC byta

Znacznie wyzsza, ale z kolei w podgrupie OSCC wyzszy byt odsetek pacjentdow z przerzutami do
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weztow chlonnych. W zwigzku z tymi odmienno$ciami, wniosek o wigkszej kumulacji zmian w
profilu metylacjii DNA w rakach krtani nie moze by¢ jednak traktowany jako wystarczajaco
uprawniony. Metylacja genébw CXXC4, HHIP i ZIC1 nie byta wczesniej opisywana w HNSCC.
Wiadomo jednak, ze poziom biatka HHIP ulega czgstemu obnizeniu w OSCC (Snijders i wsp. 2005),
co moze wskazywa¢, ze mechanizm takiego wyciszenia moze by¢ zwigzany z regulacja
epigenetyczng. Metylacja tylko jednego genu — ZIC4, miala warto$¢ prognostyczna i wigzala si¢ z
krotszym czasem przezycia, ale tylko w podgrupie pacjentow z OSCC. W przypadku analizy tagcznego
wystepowania metylacji wszystkich pigciu gendw stwierdzono, ze wyzszy wspotczynnik metylacji w
rakach jamy ustnej moze wigzac si¢ z krotszym czasem przezycia. Wyzszy wspotczynnik metylacji
gendw w marginesie operacyjnym pochodzacym od pacjentéw z rakiem jamy ustnej wiazat si¢ z kolei
z wystapieniem drugiego pierwotnego nowotworu. Ze wzgledu jednak na zbyt malg liczbe
przypadkow, przeprowadzone analizy statystyczne nalezy traktowac z duzg ostroznoscig. Sugeruja one
jednak, ze poziom zmian molekularnych mierzony liczbg zmetylowanych genéw moze wskazywac na
progresje choroby nowotworowej, na co wskazujg rowniez prace innych autorow.

W ostatnim etapie badan zweryfikowano, czy w liniach komérkowych OSCC dochodzi do metylacji
kolejnych czterech inhibitorow szlaku Wnt: NKD2, Axin, CDX2 i DAB2 (dane niepublikowane). Jak
do tej pory stwierdzono metylacje tych genéw w innych typach nowotwordéw, nie ma jednak
doktadniejszych wynikéw w odniesieniu do rakow glowy i szyi. Sposrod 15 analizowanych linii, tylko
w jednej stwierdzono obecnos¢ metylacji sekwencji promotorowej genu NKD2, za$ nie stwierdzono
metylacji Axin czy CDX2. Metylacje genu DAB2 zaobserwowano z kolei w wigkszosci linii. W
kolejnej pracy (publikacja H4) poddano zatem ocenie czestos¢ wystgpowania metylacji genu DAB2
w rakach jamy ustnej. Stwierdzono bardzo wysoki odsetek metylacji tego genu (70%) w wycinkach
guzow, za$ brak metylacji w kontrolnych, prawidlowych keratynocytach jamy ustnej. Obecno$é
metylacji DAB2 nie byla jednak powigzana z czasem przezycia pacjentow, w przeciwienstwie do
parametrow klinicznych. Zaréwno guzy T3-T4, jak i guzy z wykrywalnymi przerzutami komorek
nowotworowych do weztow chtonnych zwigzane byly ze znaczaco krotszym czasem przezycia, CO jest
zgodne z aktualna wiedzg. Jak do tej pory nie udato si¢ klinicznie potwierdzi¢ warto$ci zadnego
markera molekularnego, ktoéry pozwalalby na pewniejsze stawianie prognozy, niz na podstawie
parametrow klasyfikacji TN, z naciskiem na ten drugi czton. Co ciekawe, metylacja DAB2 byta
analizowana w jednej pracy innych autoréw, w ktdrej stwierdzono podobny odsetek metylacji,
odmiennie jednak niz w moich badaniach, odnotowano zwigzek zaréwno z zajeciem weztow
chtonnych, jak i czasem przezycia (Hannigan i wsp. 2010). Takie rdéznice moga wynikac¢ z

dysproporcji w analizowanych populacjach klinicznych.

W podsumowaniu tej czgsci badan mozna stwierdzi¢, ze istnieje duza jednorodnos¢ profilu metylacji
gendw bedacych inhibitorami $ciezek Wnt i Shh w grupie ptaskonabtonkowych nowotworow glowy i

szyi, a wystgpujace roéznice maja gtdownie charakter ilosciowy. Jedynym markerem réznicujagcym raki
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krtani od rakéw jamy ustnej byta obecnos¢ metylacji PPP2R2B. Pojawiajg si¢ jednak odmienno$ci W
zakresie prognostycznego znaczenia metylacji poszczegolnych gendéw (np. ZIC4). Wykazano, ze
metylacja wigkszosci z analizowanych gendéw jest specyficzna dla procesu nowotworowego, jednak
nie ogranicza si¢ wylacznie do komodrek nowotworowych, poniewaz jest wykrywana takze w
prawidlowym marginesie operacyjnym, zgodnie z modelem kancerogenezy ptaszczyznowe;.

Wysoka czestos¢ metylacji analizowanych gendéw czyni je potencjalnie obiecujagcymi markerami
obecnosci rakow glowy i szyi. Wynikiem przeprowadzonych badan jest zatem wytypowanie genow
kandydatow, ktorych diagnostyczna przydatnos$¢ nalezy potwierdzic w kolejnych analizach. We
wszystkich publikacjach sktadajacych si¢ na osiagnigcie habilitacyjne ograniczono si¢ do wykrywania
obecnos$ci metylacji gendw tylko w materiale operacyjnym. Najnowsze odkrycia wskazuja z kolei na
ogromne mozliwosci wykorzystania w diagnostyce molekularnej wolnokrazacego DNA izolowanego
z osocza pacjentow. W Zaktadzie Genetyki Nowotwordw Instytutu Genetyki Cztowicka PAN
przeprowadzono pilotazowe badanie z uzyciem techniki mikromacierzy majace na celu poréwnanie
poziomu metylacji genéw w osoczu krwi miedzy osobami zdrowymi oraz chorymi na raka krtani. W
ramach wspoélpracy, na bazie tych danych stwierdzono, ze poziom metylacji przynajmniej niektorych z
genow kandydatéw opisywanych w pracach sktadajgcych si¢ na cykl habilitacyjny jest kilkukrotnie
wyzszy W 0S0CzU pacjentdbw z nowotworem niz u zdrowych kontroli (dane niepublikowane). W
zwigzku z tym Kkolejne badania beda zmierzaly do oceny wartos$ci diagnostycznej analizy metylacji
tych genéw w badaniu prospektywnym w grupie chorych na raka glowy i szyi w ramach grantu
finansowanego przez NCBR (POIR.04.01.04-000003/17). W efekcie ma to umozliwi¢ opracowanie

markera diagnostycznego (tzw. ptynna biopsja) stuzacego do monitorowania przebiegu leczenia.

Biologiczne skutki aktywacji kanonicznej S$ciezki Wnt, tzn. nasilona proliferacja komorek
nowotworowych, oporno$¢ na indukcj¢ apoptozy, zwiekszona zdolno$¢ komorek do migracji, a takze
wzmozona inwazyjno$¢ komorek, sag wspotodpowiedzialne za agresywny fenotyp komorek, zwigzany
z progresja choroby nowotworowej. Pewne dane sugeruja, ze aktywacja szlaku Wnt moze mie¢ istotne
znaczenie w powstawaniu nowotwordéw ztosliwych, a zatem jego hamowanie moze mie¢ potencjalnie
istotne znaczenie terapeutyczne. W komorkach raka glowy i szyi wyciszenie funkcji B-kateniny na
drodze interferencji RNA znaczaco redukowato ztosliwy fenotyp i wzrost guzow (Chang i wsp. 2013;
Duan & Fan 2011). Taka strategia przeciwnowotworowa jest rowniez skuteczna w zwalczaniu innych
typdw komaorek nowotworowych, w tym komaorek nowotwordw jelita grubego (Novellasdemunt i wsp.
2015), ktore sa czgsto punktem odniesienia w badaniach szlaku Wnt, ze wzgledu na dobrze opisane
mechanizmy aktywacji tego szlaku w guzach jelita grubego. Jak na razie nie wprowadzono do
praktyki Kklinicznej lekow przeciwnowotworowych, ktérych mechanizm dziatania opieratby si¢ o
hamowanie szlaku Wnt. Prowadzone sg jednak badania nad identyfikacjg i weryfikacjg skutecznoS$ci

inhibitorow tej Sciezki.
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Drugim celem badan byta ocena mozliwo$ci modulacji kanonicznej Sciezki Wnt przez zwigzki

naturalne i syntetyczne w komérkach nowotworowych.

Ze wzgledu na zakladane znaczenie modyfikacji epigenetycznych w indukcji aktywnosci szlaku Wnt
w komorkach raka glowy i szyi na drodze wyciszania inhibitorow $ciezki, mozna przyjac hipotezg, ze
zahamowanie aktywnos$ci szlaku bytoby mozliwe z uzyciem modulatorow epigenetycznych. Takie
testy przeprowadzono w kilku liniach komorkowych raka glowy i szyi (FaDu, BICR6, H314, CAL27,
SCC-25), z zastosowaniem decytabiny jako inhibitora metylotransferaz DNA, oraz panobinostatu —
inhibitora deacetylaz histonow. Zaktada¢ mozna, ze zmniejszenie poziomu metylacji DNA ma szans¢
przywroci¢ ekspresje¢ wyciszonych inhibitorow szlaku Wnt. Podobne efekty moglyby by¢ skutkiem
zwigkszenia poziomu acetylacji histonéw, co w duzej mierze zwigzane jest ze wzrostem poziomu
ekspresji gendw supresorowych w komdrkach nowotworowych. Efekty obu tych lekéw poréwnywano
z dziataniem inhibitora aktywno$ci transkrypcyjnej p-kateniny — PKF118-310. Decytabina
pozostawata bez istotnego wptywu na poziom aktywno$ci szlaku mierzony nasileniem ekspresji
gendw znajdujacych sie pod transkrypcyjng kontrolg B-kateniny, z wyjatkiem linii CAL27, w ktorej
obnizata poziom ekspresji c-MYC i MMP7. Z kolei panobinostat wykazywal efekty zalezne od
zastosowanej linii komorkowej, obnizajac aktywnos¢ szlaku (spadek ekspresji genu Axin2) w liniach
raka jezyka (CAL27 i SCC-25), lecz dajac zréznicowane efekty w zaleznosci od badanego genu i
testowanej linii w pozostatych liniach komoérkowych. Stosowany dla porownania zwigzek PKF118-
310 obnizat aktywno$¢ szlaku w niektorych (CAL27, FaDu) z linii komdrkowych wyprowadzonych z
rakow regionu gtowy i szyi. Réznice w obserwowanych efektach miedzy liniami nowotworowymi
glowy 1 szyi i linig raka okreznicy HCT116 wskazywa¢ moga, ze aktywno$¢ szlaku Wnt moze by¢ z
jednej strony stabsza w HNSCC niz w nowotworach jelita grubego, a z drugiej mniej
rozpowszechniona. Zgadzatoby si¢ to z obserwacjg innych autoréw, ze tylko okoto jedna trzecia z
szerokiego zestawu badanych linii komorkowych rakow glowy i szyi byta wrazliwa na inhibitor
szlaku Wnt LGK-974 (Liu i wsp. 2013). Dziatanie inhibitorow decetylaz histonéw byto do tej pory
analizowane w innych typach komorek, a wyniki badan sa sprzeczne, tzn. w zaleznos$ci od uktadu
eksperymentalnego substancje z tej grupy prowadzity do nasilenia lub spadku aktywnos$ci kanoniczne;j
sciezki Wnt (Bordonaro i wsp. 2007; Gotze i wsp. 2014). Niewiele jest doniesien na temat wptywu
inhibitorow metylotransferaz DNA na przebieg $ciezki Wnt, jednak pewne dane sugeruja mozliwos¢
hamowania szlaku pod ich wptywem (Li i wsp. 2014), co nie zostalo potwierdzone w moich
badaniach. Wyniki tej czgéci doswiadczen zostaly do tej pory zaprezentowane na dwdch
konferencjach naukowych (pozycje I11/B/18 i I11/B/19 wg zatacznika 4). Wskazuja one, ze o ile
metylacja genéw kodujacych inhibitory szlaku Wnt jest czgstym zjawiskiem w rakach glowy i szyi, o
potencjalnym znaczeniu diagnostycznym, to analizowane mechanizmy epigenetyczne nie stanowig
dobrego punktu uchwytu dla inhibicji tej sciezki. Moze to by¢ zwiazane z niska wybiorczoscia, jesli

chodzi o zakres genow, ktorych ekspresja zmienia si¢ pod wptywem klasycznych modulatoréw
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epigenetycznych, szczegdlnie w przypadku inhibitorow deacetylaz histonéw. By¢ moze réwniez
mechanizmy epigenetyczne nie sg decydujace, jesli chodzi o aktywacje $ciezki Wnt w HNSCC. Moze
na to wskazywac takze dysproporcja pomiedzy wysokim odsetkiem pacjentow wykazujacych
obecno$¢ metylacji wspomnianych genow kodujacych biatka antagonistyczne, a duzo nizszym

odsetkiem pacjentow, u ktorych stwierdza si¢ obecnosé¢ jadrowej B-kateniny.

W dalszych poszukiwaniach mozliwych inhibitoréw szlaku Wnt skupiono si¢ na ocenie aktywnosci
zwigzkow naturalnych wyodrebnionych z porostow: depsydow (atranoryna, kwas lekanorowy, kwas
skwamatowy), depsydonéw (kwas fyzodowy, kwas salazynowy) i kwasu kaperatowego
(trojkarboksylowy kwas tluszczowy). Ich biologiczne wtasciwosci, a przede wszystkim molekularne
mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego w komorkach ludzkich sg stabo poznane. Wiadomo
jednak, ze wyciagi z porostOw mogg hamowaé wzrost guzow jelita grubego (He i wsp. 2010). Biorac
pod uwage kluczowe znaczenie szlaku Wnt w patogenezie nowotworow okreznicy uznano, ze warto
sprawdzi¢, czy inhibicja szlaku Wnt moze stanowi¢ molekularny mechanizm dziatania zwigzkoéw z
porostéw. Wyniki takich badan przedstawiono w publikacji H5. W celu weryfikacji, czy wskazane
substancje wptywaja na aktywnos$¢ szlaku Wnt w liniach komorkowych nowotworu jelita grubego
DLD-1 i HCT116, oceniono najpierw ich wplyw na poziom ekspresji genow Axin2, CCND1, c-MYC,
MMP7, BIRC5, ktorych transkrypcja jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne TCF/LEF
aktywowane wskutek utworzenia kompleksu z jadrowsg p-katening. W celach poréwnawczych
stosowano inhibitor B-kateniny — PKF118-310 (Lepourcelet i wsp. 2004). Zwigzek ten hamowat
poziom ekspresji genu Axin2, ktory jest typowym genem docelowym kanonicznej $ciezki Wnt. Wsrod
zwigzkéw wyizolowanych z porostow, najwigksza zdolno$¢ do redukcji zaleznej od PB-kateniny
ekspresji genow po 48-godzinnej inkubacji wykazywaty kwasy fyzodowy i kaperatowy. Podobnie jak
PKF118-310, kwas kaperatowy i kwas fyzodowy obnizaty ekspresj¢ genow Axin2, MMP7 i BIRC5
takze po 24-godzinnej inkubacji w linii komorkowej HCT116, lecz znacznie stabiej w linii DLD-1.
PKF118-310 i kwas fyzodowy obnizaly takze biatkowy poziom aksyny 2. Analiza
wewnatrzkomorkowej lokalizacji oraz poziomu fosforylacji f-kateniny nie wykazata wptywu zadnej z
badanych substancji na te parametry, wskazujac, ze modulacja aktywnosci szlaku dokonuje si¢
najprawdopodobniej przez mechanizmy wewnagtrzjadrowe. Na podstawie przeprowadzonych analiz
wytypowano kwas kaperatowy i kwas fyzodowy jako potencjalne inhibitory szlaku Wnt i dalej
charakteryzowano ich aktywno$¢ biologiczna. Ze wzgledu na zdolno$¢ do modulacji poziomu
ekspresji gendow odpowiedzialnych za regulacje cyklu komodrkowego i apoptozy, postanowiono
zweryfikowaé wplyw tych zwigzkoéw na zdolnos¢ indukowania apoptozy oraz dystrybucj¢ komorek w
zaleznosci od fazy cyklu komérkowego. W tym celu wykorzystano analize cytometryczng z uzyciem
urzadzenia Muse Cell Analyzer. W obu oznaczeniach jako pozytywna kontrole uzywano
kamptotecyng — znany inhibitor topoizomerazy | o dziataniu przeciwnowotworowym. Inkubacja 24-

godzinna byla niewystarczajagca do zaobserwowania wyraznych zmian w nasileniu apoptozy. Tylko
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kamptotecyna i kwas fyzodowy tagodnie podwyzszaty odsetek komorek apoptotycznych. Efekty byty
bardziej wyrazne przy zastosowaniu 48-godzinnej inkubacji z tymi zwigzkami. Komorki linii HCT116
byly mniej wrazliwe na proapoptotyczne dziatanie badanych zwigzkow, w przeciwienstwie do
komorek linii DLD-1, w ktorych zarowno kwas kaperatowy, jak i kwas fyzodowy stymulowaty proces
apoptozy na poziomie poréwnywalnym z kamptotecyng. Co ciekawe, komorki nienowotworowych
keratynocytéw linii HaCaT byly znacznie bardziej odporne na proapoptotyczne dziatanie kwasu
kaperatowego. Sugerowa¢ to moze do pewnego stopnia specyficzno$¢ jego dzialania wzgledem
komorek nowotworowych. Analiza zywotnosci komorek rowniez wykazata mniejsza podatnosé
komorek linii HaCaT do redukcji ich liczby pod wptywem zwiazkoéw z porostow, z wyjatkiem kwasu
fyzodowego. W przeciwienstwie do kamptotecyny, ktéra zgodnie z oczekiwaniami indukowata
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M, pozostate zwigzki nie wplywaly na rozktad komorek
w poszczegolnych fazach cyklu. Oceniono rowniez testem zarastania szczeliny wptyw PKF118-310,
kwasu kaperatowego i kwasu fyzodowego na zdolno$¢ komorek HCT116 i DLD-1 do migracji. Kwas
kaperatowy wykazywatl podobny do PKF118-310 poziom redukcji migracji komdrek w obu badanych
liniach komorkowych. Kwas fyzodowy z kolei nie wykazywat zmian istotnych statystycznie. Ocena
wplywu zwiazkow na inwazyjnos¢ komoérek HCT116 nie wykazata w tym wzgledzie ich istotnej
aktywnosci, cho¢ zaznaczyla si¢ tendencja do obnizenia liczby inwazyjnych komorek pod wptywem
kwasow kaperatowego i fyzodowego. Efekty dziatania tych dwoch najbardziej aktywnych zwigzkow z
porostow do pewnego stopnia imitowaly dziatanie inhibitora f-kateniny — PKF118-310. Zapewne
jednak plejotropowe efekty tych naturalnych zwigzkow wynikajg z bardziej ztozonego molekularnego
mechanizmu dziatania, ktérego rozumienie nalezaloby poglebi¢ w dalszych badaniach. Opisane
wlasciwosci kwasu kaperatowego, ktorego dziatanie biologiczne nie byto do tej pory nigdy badane, sa
jednak bardzo obiecujace. Obserwowana niska cytotoksyczno$¢, bardziej zaznaczona wobec komorek
nowotworowych sugeruje, ze ta substancja mogtaby znalez¢ zastosowanie takze w chemoprewencji,
szczegolnie tam, gdzie etiopatogenetycznie kancerogeneza Scisle zwigzana jest z aktywacja szlaku
Wnt, jak w nowotworach okr¢znicy. Wymaga to oczywiscie dalszej weryfikacji eksperymentalnej.

Ze wzgledu na obiecujace dziatanie kwasu kaperatowego i kwasu fyzodowego w liniach nowotworu
okr¢znicy, postanowiono sprawdzi¢, czy zdolnos¢ hamowania szlaku Wnt pojawi si¢ takze w
przypadku linii komoérkowych raka glowy i szyi (dane niepublikowane). Analizowano wplyw
substancji w liniach CAL27 i FaDu na ekspresje genéw docelowych szlaku Wnt. Stwierdzono, ze
kwas kaperatowy nie zmienial poziomu ekspresji genu Axin2 w linii FaDu, za$§ nieznacznie ja
zmniejszal w komorkach CAL27 (o ok. 10%), tagodnie obnizat ekspresje CCND1 i BICR5 (spadek o
~10%), ale znacznie redukowal ekspresj¢ MMP7 (o okoto 50%) w obu liniach. Kwas fyzodowy
wywotywal stabsze efekty, ale rowniez obnizat najsilniej poziom ekspresji MMP7. Wyniki te
potwierdzaja, ze kwas kaperatowy mozna traktowa¢ jako nowy obiecujacy inhibitor szlaku Wnt, a

dalsze badania muszg skupi¢ si¢ na doktadniejszym wyjasnieniu jego mechanizmu dziatania.
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Podsumowujac, do najwazniejszych osiagnie¢ przedstawionych w publikacjach wchodzacych w sktad
cyklu habilitacyjnego zaliczy¢ mozna:
1. Wskazanie na czgsta metylacje genow DKK1, PPP2R2B, SFRP1, SFRP2, WIF1 w rakach
krtani
2. Scharakteryzowanie profilu metylacji nie badanych do tej pory w HNSCC inhibitoréw szlaku
Whnt: CXXC4, FBXW11 i DACH1
3. Wykazanie, ze metylacja genu PPP2R2B rdznicuje raki krtani od rakow jamy ustne;j
4. Wykazanie, ze ocena metylacji WIF1 i ZIC4 ma warto$¢ prognostyczng w rakach glowy i szyi
5. Wykazanie zdolnosci kwasu kaperatowego i kwasu fyzodowego do hamowania aktywnosci
szlaku Wnt w liniach komérkowych nowotworu jelita grubego
6. Wykazanie wlasciwosci proapoptotycznych kwasu kaperatowego oraz jego zdolno$ci do

obnizania zdolno$ci komorek nowotworowych linii HCT116 do migracji
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

5.1. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Aktywnos¢ naukowa w Katedrze Biochemii Farmaceutycznej rozpoczatem juz w trakcie studiow
farmaceutycznych angazujac si¢ w latach 2001-2003 w dziatalno$¢ Studenckiego Kota Naukowego
Biochemii Farmaceutycznej. W jego ramach prowadzone byly prace dotyczace charakterystyki
wptywu wybranych roslinnych zwiazkow fenolowych na aktywnos$¢ szlaku sygnatowego NF-xB in
vivo w modelu skdrnej kancerogenezy u myszy. Tego dotyczyta tez moja praca magisterska wykonana
pod kierunkiem prof. Wandy Baer-Dubowskiej i pod opieka dr. Michata Cichockiego. Aktywacje¢
sciezki NF-kB uzyskiwano poprzez dziatanie na skor¢ myszy estrem forbolu — TPA, a nastgpnie
aplikowano roztwory badanych substancji. Badane zwiazki roslinne zmniejszaty poziom aktywacji
szlaku poprzez zwigkszenie poziomu cytoplazmatycznego biatka inhibitorowego kB, ktore utrzymuje
czynniki NF-xB w stanie nieaktywnym. Co za tym idzie, obnizal si¢ takze wewnatrzjgdrowy poziom
podjednostek p65 i p50 czynnika NF-xB. Biorgc pod uwage znaczenie szlaku NF-kB nie tylko w
regulacji procesow zapalnych, ale takze w indukcji kancerogenezy, jego hamowanie przez testowane
substancje moze wskazywaé, ze ich potencjal chemoprewencyjny moze wynika¢ m.in. z
oddziatywania na t¢ $ciezke sygnalizacyjna. Wyniki zostaly ujete w publikacji w Molecular Nutrition
and Food Research (pozycja II/A/1 wg zatgcznika 4).

We wrzesniu 2004 roku rozpoczalem prace w Katedrze Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Zainteresowany znaczeniem procesOw zwigzanych z regulacja ekspresji
genow w kancerogenezie, skupitem swoja uwage na zjawiskach epigenetycznych. W tamtym okresie
epigenetyka nowotwordéw byla nowa dziedzing badan budzaca entuzjazm ze wzgledu na pojawiajace
sie mozliwosci jej wykorzystania w terapii i diagnostyce nowotworow. Owczesny stan wiedzy na ten
temat opisalem obszernie w artykule pogladowym opublikowanym w czasopi§mie Postegpy Biochemii
(pozycja 1lI/D/1 wg zatacznika 4). Ze wzgledu na duza role przypisywang metylacji DNA,
zdecydowatem si¢ na podjecie badan eksperymentalnych w tym obszarze. Prace przebiegaty
dwutorowo.

Modyfikacje epigenetyczne cechuje odwracalno$¢, co jest kluczowe z punktu widzenia terapii
nowotworow. Obserwacje, ze geny supresorowe nierzadko ulegaja w komorkach nowotworowych
wyciszeniu na drodze epigenetycznej daty impuls do poszukiwania zwigzkow, ktore moglyby
przywroécic ich ekspresje poprzez wplyw na informacj¢ epigenetyczng. Metylacja DNA katalizowana
jest przez metylotransferazy DNA (DNMT). Pochodne nukleozydowe cytozyny (5-azacytydyna i
decytabina) begdace inhibitorami DNMT stosowane sa w chemioterapii biataczek. Wykazano tez, ze
ich stosowanie obnizalo ryzyko rozwoju nowotworu w zwierzgcych modelach eksperymentalnych.

Zwiazki te jednak nie nadaja si¢ do stosowania w chemoprewencji ze wzglgdu na zbyt wysoka
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toksycznos¢. Podjete przeze mnie prace mialy na celu poszukiwanie inhibitoréw DNMT wsrod
ro$linnych polifenoli. Wraz z prof. Wanda Baer-Dubowska oraz dr Violetta Krajka-Kuzniak
przygotowatem projekt badawczy, ktory uzyskat finansowanie z MNiSW. Analizowano najpierw
wpltyw zwiazkow o zréznicowanej budowie chemicznej (proste i ztozone kwasy fenolowe oraz
flawonoidy) na aktywno$s¢ DNMT w tescie bezkomorkowym i stwierdzono, ze silna inhibicja
aktywnos$ci enzymatycznej zachodzi pod wpltywem kwasu elagowego, kwasu protokatechowego,
kwasu rozmarynowego, kwasu synapinowego, kwasu syrynginowego, bajkaleiny i cyjanidyny.
Nastepnie weryfikowano dziatanie biologiczne zwigzkéw pod katem indukcji demetylacji genow
supresorowych w komérkach linii nowotworu piersi MCF7 oraz raka krtani UT-SCC-42B. Jedynie
zastosowana jako pozytywna kontrola decytabina wykazywala zdolno$¢ indukcji demetylacji
RASSF1A, GSTP1 i HIN-1 w komorkach MCF7, za$ testowane roslinne polifenole nie wykazywaty
takiego dziatania. Najprawdopodobniej obecno$¢ ugrupowania katecholowego warunkuje aktywnosé
hamujagca DNMT w testach bezkomodrkowych bazujacych na uzyciu ekstraktu bialek z jadra
komorkowego jako zrddta enzymu, poprzez zmniejszanie puli S-adenozylometioniny (SAM), bedace;j
donorem grupy metylowej w reakcji metylacji katalizowanej zaréwno przez DNMT, jak i COMT,
ktéra metabolizuje zwiazki katecholowe. Z kolei taki efekt nie pojawia si¢ in vitro ze wzgledu na
mozliwo$¢ regeneracji puli SAM. Wyniki te zaprezentowatem m.in. na konferencji EACR w Lyonie w
2008 roku (pozycja IlI/B/3 wg zatacznika 4) oraz w ramach wystapienia ustnego na Zjezdzie PTBioch
w Lodzi w roku 2009 (pozycja I1I/B/4 wg zatacznika 4).

Analiza profilu metylacji genow supresorowych umozliwia opracowanie markerow molekularnych,
ktére moga znalezé zastosowanie w wykrywaniu nowotwordw, a takze ustalaniu prognozy i
przewidywaniu stopnia wrazliwo$ci na leczenie. Wiedze na temat wykorzystania analizy metylacji
DNA w diagnostyce onkologicznej przedstawitem w pracy pogladowej opublikowanej w Journal of
Applied Genetics (pozycja II/D/2 wg zalacznika 4). Ze wzgledu na specyficzno$¢ tkankowa oraz
wzgledem podtypu nowotworu, kazdorazowo nalezy ustali¢ charakterystyczny profil metylacji genow.
Z uwagi na niewielka ilo$¢ danych odnosnie profilu metylacji DNA w nowotworach glowy i szyi,
postanowiono zbada¢ to zagadnienie. Dzigki wspotpracy z dr hab. Malgorzata Wierzbicka z Kliniki
Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej UMP zgromadzono materiat kliniczny pochodzacy od
pacjentdw z pierwotnym nowotworem krtani, ktérzy poddawani byli catkowitej laryngektomii. Od
kazdego z pacjentow pobierano wycinek guza, a takze fragmenty niezmienionej nowotworowo btony
sluzowej nagtosni i tchawicy. Po izolacji DNA, okreslano profil metylacji genow RARDbeta, RASSF1A,
FHIT, GSTP1, MGMT, VHL i DAPK dla kazdej z probek. Stwierdzono wysoka czgsto§¢ metylacji
DAPK, RARbeta, MGMT, umiarkowana czgstos¢ metylacji RASSF1A, FHIT oraz praktycznie brak
metylacji GSTP1 i VHL. Metylacja genu MGMT wykazywata zwigzek z wystgpowaniem przerzutow
do okolicznych we¢ztow chlonnych. Ponadto, w przypadku niemal polowy guzéow wykrywano
metylacje¢ trzech lub czterech gendéw. Czesto$¢ metylacji genow byta tylko nieznacznie nizsza w

btonie $luzowej naglo$ni i tchawicy, wskazujac na istnienie pola zmienionego epigenetycznie
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nabtonka. Bylo to pierwsze doniesienie dotyczace wystepowania epigenetycznego defektu pola w
rakach krtani. Rownolegle przeprowadzono analiz¢ profilu metylacji genéw w liniach komérkowych
wyprowadzonych z rakow krtani. W wigkszos$ci wyniki pokrywaly si¢ miedzy materialem klinicznym
i liniami komorkowymi, wskazujac, ze linie komoérkowe sa dobrym wstepnym modelem do badania
zmian w profilu metylacji DNA. Wyniki te zaprezentowatem m.in. na konferencji tematycznej AACR
dotyczacej epigenetyki nowotworéw w Bostonie w roku 2008 (pozycja 11I/B/24 wg zatacznika 4) oraz
na konferencji EACR w Oslo w 2010 roku (pozycja 11I/B/5 wg zatacznika 4).

Na podstawie wynikow tych badan przygotowalem rozprawe doktorska, ktorej obrona miata miejsce 1
marca 2010 roku. Rezultaty zostaly opisane w trzech publikacjach, ktore ukazaty si¢ w Toxicology

Letters, Toxicology In Vitro oraz Oral Oncology (pozycje II/A/2, 1I/A/3 oraz 1I/A/4 wg zatgcznika 4).

5.2. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych kontynuowatem prace w Katedrze Biochemii
Farmaceutycznej UMP. Moje zainteresowania naukowe w dalszym ciagu skupiaty si¢ glownie wokot
biologii molekularnej i epigenetyki nowotwordw, szczeg6lnie w aspekcie wykorzystania tej wiedzy w
celach diagnostyki i terapii, a takze prewencji nowotworow.

Wiele uwagi poswiecitem badaniom zwigzanym z poszukiwaniem markerow epigenetycznych
opartych na analizie metylacji DNA w nowotworach. Prace dotyczyly rakow glowy i szyi oraz guzow
mozgu. Jako wykonawca w projekcie MNiSW ,,Warto$¢ prognostyczna marginesu resekcyjnego w
nowotworach glowy i szyi w oparciu o wieloczynnikowa analize uwzgledniajaca badania
morfologiczne, zmiany epigenetyczne oraz utratg heterozygotycznosci gendow. Proba ustalenia
algorytmow postepowania” kierowanego przez dr Daniele Mielcarek-Kuchte z Kliniki Otolaryngologii
i Onkologii Laryngologicznej UMP przeprowadzitem oceng profilu metylacji pigciu genow: RARbeta,
CDKN2A, CDH1, FHIT i ATM w rakach jamy ustnej. Od pacjentéw pobierano wycinki centralnej i
peryferyjnej czgsci guza oraz fragment prawidtowego nablonka marginesu operacyjnego. Czesto$¢
metylacji gendw byta bardzo zrdéznicowana. Najwyzszy odsetek metylacji zaobserwowano dla CDH1 i
CDKNZ2A. Czestos¢ metylacji RARbeta i FHIT byta marginalnie niska, zas gen ATM nie wykazywat
metylacji w zadnej z badanych probek. W przypadku genéw CDH1 i CDKN2A peryferyjna czgs¢ guza
wykazywata czgsciej obecno$¢ ich metylacji. Dla obu tych genow zaobserwowano takze
wystepowanie ich metylacji w niezmienionej makroskopowo btonie $luzowej marginesu
operacyjnego. Wskazato to ponownie na istnienie epigenetycznego defektu pola w rakach glowy i szyi
oraz zwrocito uwage na fakt heterogennos$ci profilu metylacji genow w komorkach nowotworowych
roznych obszarow guza. Cze$¢ peryferyjna tworzaca tzw. inwazyjny front moze posiada¢ nieco inny
zestaw zmian molekularnych, ktore moga zwigksza¢ inwazyjny charakter komorek. Wsréd zbadanych

gendw nie udato si¢ jednak zidentyfikowaé dobrego markera prognostycznego, cho¢ geny te zostaty
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dobrane na podstawie istniejacych przestanek o ich mozliwym znaczeniu dla prognozy chorych na
nowotwor. W tym wzgledzie wigkszg wartos¢ okazata si¢ mie¢ analiza mikroskopowa pobranych
wycinkow tkanek. Rezultaty badan zostaly opublikowane w Tumour Biology (pozycja 11/A/10 wg
zalacznika 4).

W latach 2011-2014 bylem kierownikiem projektu NCN ,Ocena warto$ci prognostycznej
potencjalnych markeréw epigenetycznych w optymalizacji terapii guzow mozgu”, ktorego glownym
celem byla identyfikacja epigenetycznych markerow umozliwiajacych predykcje odpowiedzi na
leczenie. Badaniu poddano szeroki zestaw genéw: MGMT, ERCC1, hMLH1, ATM, CDKN2B
(p15INK4B), pl4ARF, CDKN2A (p16INK4A), RASSF1A, RUNX3, GATAG, NDRG2, PTEN i RARp.
Stwierdzono, ze w guzach pochodzenia glejowego najczesciej metylacji ulegaja RASSF1A, RUNXS,
GATA6, MGMT, za$ nie wykryto metylacji ERCC1, hMLH1, NDRG2 w Zadnej z analizowanych
probek. Zarowno obecno$¢ metylacji RUNX3 jak i warto$¢ indeksu metylacji dla wszystkich genow
miaty zwigzek ze skalg klasyfikacji WHO, sugerujac, ze ocena profilu metylacji calego panelu genéw
wskazuje na stopien agresywnos$ci nowotworu. W grupie oponiakow profil metylacji gendéw byt
odmienny — odnotowano najwyzszy odsetek metylacji genow CDKN2B (p15INK4B), pl4ARF,
RASSF1A, RUNX3, GATAG, przy czym ogdlnie czgstos¢ metylacji gendw mierzona jako indeks
metylacji byla istotnie nizsza w tej grupie nowotworéw OUN. Ponownie, metylacja RUNX3
wykazywata zwigzek z klasyfikacja WHO, sugerujac, ze jest to dobry wskaznik agresywnosci
nowotworu. Dodatkowo stwierdzono, ze metylacja RASSF1A réznicuje pierwotne guzy pochodzenia
glejowego od guzdéw metastatycznych. Poniewaz w przypadku czesci pacjentOw poza wycinkami
guzow dysponowano takze probkami krwi, wyizolowano wolnokrazacy DNA z osocza i okreslono
profil metylacji genéw. Obecno$¢ fragmentdw wolnokrazacego DNA (cfDNA) w krwi jest
fizjologiczna, jednak w chorobach nowotworowych obserwuje si¢ czgsto wzrost jego ilosci w krwi, a
jego najczestszym zrodtem sg prawdopodobnie obumierajace komorki nowotworowe. Ta postaé DNA
obecna w krwi odzwierciedla zatem obraz zmian genetycznych i epigenetycznych,
charakterystycznych dla komérek nowotworowych. Celem prac byto okreslenie mozliwoséci wykrycia
metylacji w cfDNA chorych na nowotwory OUN oraz ocena stopnia zgodnosci profilu metylacji
miedzy probkami DNA wyodrebnionymi z guzow i osocza tych samych pacjentow. Stwierdzono
wysoka zgodno$¢ (globalnie ~80%) profilu metylacji gendbw MGMT, CDKN2B (p15INK4B), p14ARF,
RASSF1A w wycinkach guzow i osoczu chorych. Wyniki niezgodne byly najczesciej wynikami
falszywie negatywnymi, tzn. nie wykrywano metylacji genu, kiedy byta ona obecna w wycinku guza.
Rezultaty tych badan opublikowano w Journal of Applied Genetics, Tumour Biology i Journal of

Cancer Research and Clinical Oncology (pozycje 11/A/6, 11/A/12 oraz 1I/A/13 wg zatacznika 4).

Uczestniczytem takze w badaniach aktywnosci zwigzkéw (pob)syntetycznych i pochodzenia

naturalnego o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym i/lub chemoprewencyjnym.
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Szlak Nrf2 jest waznym wewnatrzkomorkowym szlakiem cytoprotekcyjnym, ktory reguluje poziom
ekspresji wielu enzymow Il fazy metabolizmu ksenobiotykoéw oraz biatek antyoksydacyjnych. W
ramach grantu MNiSW kierowanego przez dr hab. Violette Krajk¢-Kuzniak bralem udziat w
okresleniu wptywu betaniny, ksantohumolu, floretamidu, procyjanidyn zawartych w wyciagu z kory
glogu (Crataegus oxyacantha L.), kwasu protokatechowego oraz kwasu taninowego na funkcje szlaku
Nrf2 w immortalizowanych hepatocytach THLE-2 oraz komoérkach raka watroby HepG2. Betanina
indukowata translokacj¢ Nrf2 do jadra komorkowego oraz wigzanie do DNA w linii THLE-2.
Towarzyszyta temu stymulacja ekspresji transferaz glutationowych GSTM, GSTP i GSTT, a takze
oksydoreduktazy NAD(P)H:chinon (NQO1). Okres$lano takze wplyw betaniny na status metylacji
promotora genu GSTP1, ktéry w komdrkach HepG2 ulega epigenetycznemu wyciszeniu. W
przeciwienstwie do referencyjnego inhibitora metylotransferaz DNA - decytabiny, betanina nie
redukowata metylacji GSTP1. Podobny profil dziatania wykazywaly procyjanidyny zawarte w
wyciggu z glogu, a takze floretamid. Ich aktywno$¢ rowniez ograniczata si¢ do komorek linii THLE-2
1 zwigzana byla ze stymulacjg translokacji Nrf2 do jadra komoérkowego oraz nasileniem ekspres;ji
GSTA, GSTM, GSTP, GSTT, NQO1 i HO-1. Tak betanina, jak i procyjanidyny czy floretamid moga
indukowa¢ ekspresj¢ biatek cytoprotekcyjnych poprzez aktywacje szlaku Nrf2 w komdrkach
nienowotworowych hepatocytéw, co moze mie¢ znaczenie w hepatoprotekcji oraz chemoprewencji
nowotworow, nasilajagc ochrone przed toksynami i chemicznymi kancerogenami. W poréwnaniu z
tymi zwigzkami, ksantohumol — prenylowany chalkon obecny w szyszkach chmielu, wykazywat
silniejszg cytotoksyczno$é zarowno wobec prawidtowych, jak i nowotworowych hepatocytow, choé
komorki THLE-2 wykazywaty mniejsza podatno$¢ na obnizenie zywotno$ci, wskazujac na wieksza
selektywnos$¢ wobec komorek HepG2 w pewnym zakresie stezen (10<30 pM). Ksantohumol nasilat
ekspresje czynnika transkrypcyjnego Nrf2 oraz stymulowal jego translokacje do jadra komorek
THLE-2 i HepG2. Wigzato si¢ to z nasileniem ekspresji GSTP, GSTT, NQO1 i HO-1 w komorkach
THLE-2 oraz GSTA i GSTP w komorkach HepG2. Najsilniejszg z odnotowanych zmian byta indukcja
oksygenazy hemu (HO-1) w komdrkach THLE-2, co wskazuje, ze ksantohumol moze istotnie nasila¢
obrong antyoksydacyjna. Jego dzialanie moze by¢ zatem niezwykle korzystne w aspekcie
hepatoprotekcji i chemoprewencji, ale z drugiej strony niepozadane w chemioterapii, poniewaz
mogloby obniza¢ skuteczno$¢ stosowanych metod leczenia.

Dziatanie kwasu protokatechowego i kwasu taninowego w komorkach nowotworu watroby linii
HepG2 porownywano z efektami dziatania lepiej scharakteryzowanych induktoréw enzymow Il fazy —
izotiocyjanianu fenetylu oraz indolo-3-karbinolu. Najsilniejszym induktorem Nrf2 byt izotiocyjanian
fenetylu, jednak wszystkie zwiazki stymulowaly translokacj¢ Nrf2 do jadra komorkowego i
zwickszaly poziom aktywnej, ufosforylowanej postaci Nrf2. Towarzyszyta temu stymulacja ekspresji
GSTA, GSTM, GSTP, GSTT, NQO1, UGT1A (izoforma 1A transferazy UDP-glukuronianowej), a
takze waznych biatek antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy, reduktazy

glutationu oraz peroksydazy glutationu. Badane substancje zatem nie tylko nasilaja reakcje sprzggania
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ksenobiotykoéw z glutationem czy kwasem glukuronowym, ale takze zwigkszajg zdolno$¢ komorek do
neutralizacji zwigzkoé6w chinonowych oraz reaktywnych form tlenu.

Wszystkie te rezultaty wskazuja, ze spozywanie produktéw zawierajacych badane fitozwigzki moze
chroni¢ przed uszkodzeniami watroby wywotanymi dziataniem chemicznych kancerogenow, ale takze
przed negatywnymi skutkami stresu oksydacyjnego, a przez to — standw zapalnych. Wyniki badan
zostaly przedstawione w artykutach, ktore ukazaly si¢ w British Journal of Nutrition, Toxicology In
Vitro, Food and Chemical Toxicology, Phytotherapy Research, Journal of Physiology and
Biochemistry, Journal of Medical Science (pozycje II/A/5, II/A/7, 1IJA/8, 11/A/9, 1I/A/11 oraz 11/D/3
wg zatgcznika 4).

Rola Nrf2 w chemoprewencji nowotworéw zostata opisana w artykule pogladowym opublikowanym
w czasopi$mie Pharmacological Reports (pozycja II/A/15 wg zatacznika 4).

W ostatnim czasie charakteryzowano wptyw pochodnych kwasu oleanolowego na aktywnos¢ szlakow
Nrf2 i NFkappaB w komoérkach nowotworu watroby, wskazujac na zaleznos¢ efektow od modyfikacji
struktury chemicznej. Wyniki jak do tej pory przedstawiono w formie doniesien konferencyjnych

(pozycje 111/B/21 i III/B/22 wg zatgcznika 4).

Porosty stanowig bogate zrddto substancji biologicznie czynnych. Jednym z interesujacych zwigzkow
jest kwas usninowy, ktory wystepuje W postaci dwdch izomeréw optycznych. Zrédiem kwasu
usninowego jest na przyktad Cladonia uncialis. We wspolpracy z dr Elzbieta Studzinska-Sroka z
Katedry Farmakognozji UMP dokonano porownania dziatania cytotoksycznego wyciagu acetonowego
z C. uncialis oraz izomerow optycznych kwasu usninowego wzgledem immortalizowanych
keratynocytow linii HaCaT. Izomer prawoskretny okazat si¢ silniej obniza¢ zywotno$¢ komorek
HaCaT niz izomer lewoskrgtny. Ponadto, zaobserwowano stabsze dziatanie wyciggu niz
oczyszczonych zwigzkow: wartos¢ I1Csy dla wyciagu C. uncialis wyniosta 11,81 pg/ml, a w przypadku
kwasow, odpowiednio 7,08 pg/ml dla kwasu (-)-usninowego oraz 4,77 pg/ml dla kwasu (+)-
usninowego. Nizsza toksyczno$¢ wyciagu, przy porownywalnym dziataniu przeciwbakteryjnym,
sugeruje, ze bedzie on bezpieczniejszym sktadnikiem masci do stosowania na skorg.

Dziatanie biologiczne kwasu (+)-usninowego oceniano takze w komorkach raka gardta linii FaDu. O
ile zwigzek ten nie mial wplywu na ekspresj¢ genow zaleznych od szlaku Wnt, to wykazywatl zdolnos¢
modulacji $ciezki Nrf2 w tej linii komorkowej. Pod jego wplywem obserwowano nasilenie
translokacji czynnika transkrypcyjnego Nrf2 do jadra komoérkowego oraz wzrost ekspresji genow
GSTP, NQO1 oraz SOD zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. Sugeruje to, ze zwiazek ten moze
indukowa¢ mechanizmy cytoprotekcyjne w tym typie komoérek. Wyniki zaprezentowano w formie
doniesienia konferencyjnego (pozycja I1I/B/17 wg zatacznika 4).

Rowniez inne zwigzki z porostow wykazuja zdolno$¢ modulacji $ciezki Nrf2. Aktywnos$¢ taka
stwierdzono w przypadku depsydéw (atranoryna, kwas lekanorowy, kwas skwamatowy) i
depsydondw (kwas fyzodowy, kwas salazynowy) w komérkach nowotworu jelita grubego linii DLD-1
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1 HCT116. Zwiazki te wptywatly takze na poziom aktywnosci szlaku NF-kB. Wyniki zaprezentowano
w formie doniesienia konferencyjnego (pozycja I11/B/37 wg zatacznika 4).

Wszystkie te rezultaty sugeruja, ze ze wzgledu na zdolno$¢ do modulowania kilku istotnych $ciezek
sygnalizacyjnych zwigzanych z regulacja proliferacji komorek, odpowiedzi zapalnej czy apoptozy,

zwiazki z porostow moga mie¢ potencjat chemoprewencyjny i przeciwnowotworowy.

Bratem takze udzial w badaniach zleconych przez przedsigbiorstwo Phytopharm Kleka S.A., ktérych
celem byta ocena aktywnosci przeciwzapalnej ekstraktu etanolowego z lisci bluszczu (Hedera helix).
Badania wykonywano na hodowli ludzkich makrofagdw zréznicowanych z monocytow linii THP-1
pod wptywem PMA. Odpowiedz zapalng wywolywano poprzez traktowanie komorek LPS przez 3-24
godz. i sprawdzano, jak na ten proces wplywa badany wyciag. Kontrole pozytywng stanowit
budesonid. Badany wyciagg podwyzszal poziom przeciwzapalnej interleukiny 10, bez istotnego
wplywu na poziom innych oznaczanych cytokin. Przeprowadzono takze oceng ekspresji genéw COX-
2 oraz iNOS technika qPCR. Stwierdzono, ze krotki czas ekspozycji zwigzany byt z obnizeniem
poziomu ekspresji COX2 w komdrkach traktowanych LPS. Z kolei budesonid obnizat poziom
ekspresji COX2 zaréwno w komorkach stymulowanych, jak i niestymulowanych LPS. Ekspresja iNOS
pozostawata na bardzo niskim poziomie. Uzyskane wyniki wskazaty, ze badany wyciag z bluszczu

posiada umiarkowane wlasciwosci przeciwzapalne/immunomodulacyjne.

W roku 2011 realizowatem badania w ramach grantu Tuventus Plus, ktoérego bylem kierownikiem.
Wstepne rezultaty z pracy doktorskiej wskazywaly, ze niektore roslinne polifenole maja zdolnosé
hamowania aktywnosci glikohydrolazy poli(ADP-rybozy). Wskazuje sig, ze enzym ten moze z kolei
regulowa¢ aktywnos$¢ metylotransferaz DNA, a przez to wptywac na stopien metylacji DNA. Ponadto,
innym enzymem regulowanym pod wptywem PARG jest sirtuina 1 (SIRT1), ktora rowniez wptywa na
ekspresje genéw m.in. poprzez deacetylacj¢ histonéw. Celem prowadzonych badan byto okreslenie,
czy zahamowanie aktywnosci PARG moze zmieniaé profil ekspresji wybranych genow
supresorowych w komdrkach linii raka piersi MDA-MB-231. Zastosowano dwie strategie badawcze.
Z jednej strony obnizano poziom PARG na drodze interferencji RNA uzyskujac obnizenie poziomu
biatka o okoto 60%, a z drugiej — hamowano aktywno$¢ PARG przez inkubacje komorek w obecnosci
mirycetyny, kwasu elagowego i kwasu rozmarynowego. Stosujac technik¢ immunoprecypitacji
chromatyny okreslano poziom wybranych kowalencyjnych modyfikacji histonéw: H3K9ac,
H3K9me3, H3K27me3, H4K16ac w obrebie sekwencji promotorowych genow CDH1, SFRP lub
TMS1 w wyodrebnionych po IP frakcjach DNA. Na skutek zahamowania ekspresji PARG w obrebie
promotoréw gendw CDH1 i SFRP zaobserwowano wyrazny wzrost poziomu acetylacji H3K9 oraz
trimetylacji H3K27, a takze wzrost acetylacji H4K16 w przypadku genu CDH1. Celem badan byto
okreslenie, czy inhibicja PARG moze wptywaé posrednio na poziom kowalencyjnych modyfikacji

histonéw kontrolowanych przez SIRT1. Dla poréwnania efektéw siRNA anty-PARG wykonano zatem
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eksperymenty z zastosowaniem inhibitora SIRT1 — zwigzku EX-527. Wyniki wskazujg na wyrazny
wzrost acetylacji H4K16, a ponadto, co ciekawe, wzrost trimetylacji H3K27 w obrgbie promotorow
genébw SFRP i CDH1. Poréwnanie wynikow badan z zastosowaniem siRNA anty-PARG oraz
synetetycznego inhibitora SIRT1 — EX527 wskazywa¢ moze, ze przynajmniej w czesci obserwowane
efekty sg bardziej wynikiem zmian na poziomie oddziatywan biatko-biatko miedzy SIRT1 a innymi
biatkami regulatorowymi, niz na skutek zmian aktywnos$ci enzymatycznej biatka. Wykorzystujac
technik¢ immunoprecypitacji zmetylowanego DNA (meDIP) okreslono takze wplyw siRNA anty-
PARG na metylacj¢ promotora genu CDH1, jednak otrzymane wyniki wskazujg na jedynie nieznaczne
obnizenie stopnia metylacji docelowej sekwencji, bez statystycznej istotnosci.

Analiza dziatania mirycetyny, kwasu elagowego i kwasu rozmarynowego wykazala, ze wszystkie te
zwiazki zwigkszaty poziom poli(ADP-rybozyl)owanych bialek w obrgbie trzech analizowanych
subfrakcji: 113 kDA (PARP), 37 kDA (histon H1), 12 kDA (bialtka z rodziny HMG), co moze
potwierdzaé wewnatrzkomérkowe zahamowanie aktywnosci PARG pod ich wplywem. Ponadto,
mirycetyna wykazywata podobny profil zmian do tych indukowanych pod wplywem inhibitora SIRT1
— EX-527, zwigkszajac poziom acetylacji H4K16, ale takze trimetylacji H3K27 w sekwencjach
promotorow SFRP oraz TMS1. Kwas elagowy zmniejszat acetylacj¢ H4K 16 przy wzroscie trimetylacji
H3K27, za$ kwas rozmarynowy nie wplywat istotnie na profil badanych modyfikacji histonéw. Na tej
podstawie stwierdzono, ze sposrod badanych substancji to mirycetyna moze by¢ obiecujgcym
zwigzkiem zdolnym do reaktywacji wyciszonych epigenetycznie gendw supresorowych co moze
znalez¢ zastosowanie w epigenetycznej chemoprewencji.

Potwierdzono, ze inhibicja PARG moze znaczaco wptywac na profil kowalencyjnych modyfikacji
histondéw, a mozliwym wyjasnieniem mechanizmu takiego dzialania jest modulacja funkcji SIRT1,
potencjalnie zarowno na poziomie aktywnos$ci enzymatycznej, jak i interakcji z innymi biatkami

regulatorowymi.

Ostatnia dekada zwigzana jest z intensyfikacjg badan nad zmianami metabolizmu energetycznego w
komorkach nowotworowych. Wskazuje si¢ tu nie tylko na znaczenie efektu Warburga zwigzanego z
nasileniem tlenowej glikolizy, ale réwniez na rolg zaburzen metabolizmu glutaminy. Mechanizmy
prowadzace do zmian w metabolizmie komorek nowotworowych nie sa do konca jasne, jednak
postuluje si¢, ze istotny udzial maja procesy epigenetyczne. Sirtuiny sa grupa biatek, ktore moga
odgrywaé¢ duza role w indukcji takich zmian metabolicznych, co zostalo opisane w artykule
pogladowym opublikowanym w Pharmacological Reports (pozycja 1I/A/14 wg zalacznika 4).
Niezwykle istotne znaczenie przypisuje si¢ rowniez czynnikom transkrypcyjnym c-MYC i Hifla,
ktore wptywaja na poziom ekspresji m.in. enzymoéw szlaku glikolizy i glutaminolizy. Komorki raka
glowy i szyi rOwniez prezentuja wspomniane zmiany metabolicznie. Ich przezycie zalezy gtownie od
dostepu glukozy, cho¢ obecnos¢ glutaminy maksymalizuje tempo proliferacji. W zwiazku z tym

przeprowadzono badania, ktorych celem byto okreslenie jak substancje o roznych punktach uchwytu
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wplywaja na procesy metaboliczne w komorkach raka gtowy i szyi. Porbwnywano dziatanie inhibitora
c-MYC - 10058-F4, inhibitora Hifl — KG-548, deoksyglukozy, ktora blokuje przebieg glikolizy oraz
kwasu aminooksyoctowego - nieselektywnego inhibitora aminotransferaz. Stwierdzono, ze
deoksyglukoza oraz 10058-F4 zaleznie od stgzenia zmniejszaja zywotno$¢ komorek linii FaDu.
Ponadto, 10058-F4 obnizat wydzielanie koncowych produktéw glikolizy i glutaminolizy — mleczanu i
amoniaku, zas KG-548 i deoksyglukoza obnizaty produkcje wytacznie mleczanu. Mechanizm
dziatania zwigzany byt z wplywem na ekspresj¢ dwoch biatek enzymatycznych, ktore sg kluczowymi
regulatorami tlenowej glikolizy. Inhibitor c-MYC obnizat ekspresj¢ kinazy pirogronianowej PKM2, a
takze dehydrogenazy mleczanowej, za§ deoksyglukoza zmniejszata poziom ekspresji heksokinazy.

Ze wzgledu na postulowane zwigzki migdzy aktywnoscia szlaku Wnt a nasileniem zmian
metabolicznych w komdrkach nowotworu jelita grubego, oceniano takze, czy modulacja tej Sciezki ma
zdolno$¢ modyfikowania metabolizmu w komorkach raka glowy i szyi. W tym celu poréwnywano
dziatanie chlorku litu — induktora kanonicznej Sciezki Wnt oraz inhibitora aktywnosci transkrypcyjnej
B-kateniny — PKF118-310 w komdrkach nowotworowych linii BICR6, BICR18, CAL27, FaDu i SCC-
25 w poréwnaniu z nienowotworowymi keratynocytami OKF4/TET-1. LiCl zwigkszat produkcje
mleczanu w komorkach linii BICR18 i SCC-25, za§ PKF118-310 obnizat wydzielanie mleczanu
wytacznie w linii SCC-25. Ograniczone efekty sugeruja, ze w komorkach raka gtowy i szyi zwigzek
pomiedzy aktywnos$cia szlaku Wnt i regulacjg glikolizy jest mniej wyrazny, niz w nowotworach
okreznicy. Wyniki jak do tej pory przedstawiono w formie doniesien konferencyjnych (pozycje
11I/B/16 i 111/B/20 wg zatacznika 4).

Od stycznia 2015 roku pod moim kierownictwem realizowany jest grant NCN w ramach programu
Sonata, ktorego celem jest poszukiwanie skutecznych inhibitor6w kanonicznej $ciezki Wnt w
komorkach raka glowy i szyi, potaczone z weryfikacjg ich aktywnos$ci biologicznej. Projekt ten jest
dopetnieniem i funkcjonalnym rozwinigciem badan zwiazanych z charakterystyka profilu oraz
znaczenia klinicznego metylacji antagonistow tej Sciezki w HNSCC. Aktywacja szlaku Wnt jest
czesto obserwowana w nowotworach glowy i szyi, na co wskazuje podwyzszony poziom ekspres;ji
ligandow Wnt i receptoréw Frizzled oraz obecnos¢ podwyzszonego poziomu B-kateniny w jadrze
komorek HNSCC, a zmiany te obserwuje si¢ juz w stadiach przednowotworowych. Hiperaktywacje
szlaku Wnt obserwowano czgéciej w bardziej zaawansowanych, inwazyjnych guzach. Nieliczne
badania nakierowane byly do tej pory na ocen¢ wplywu zahamowania tej $ciezki na zachowanie
komorek raka glowy i szyi. Wiadomo jednak, ze zablokowanie aktywnosci B-kateniny — koncowego
efektora $ciezki Wnt, moze hamowa¢ wzrost komorek raka glowy i szyi. Co istotne, blokada $ciezki
Wnt poprzez wptyw na poziom B-kateniny moze niestety zaburza¢ inng funkcje¢ B-kateniny jako
elementu uktadu warunkujgcego prawidlowe przyleganie migdzykomodrkowe, co moze wtdrnie nasilaé
zdolno$¢ komoérek do migracji. Wazne jest wigc poszukiwanie innych, specyficznych punktow

uchwytu dla inhibicji onkogennej funkcji szlaku Wnt. Takie efekty mozna potencjalnie uzyskaé
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poprzez oddzialywanie na biatka zwigzane z dowolnym pigtrem szlaku sygnatowego, poczawszy od
ligandow Wnt i bialek zaangazowanych w ich wydzielanie poza komérke (Porcupine), przez biatka
receptorowe Frizzled/LRP, biatko posredniczace Dishevelled i jego regulatory (PAR-1, PIPSKIB,
CKlg), inhibitory kompleksu rozktadajacego B-katening (np. CIP2A, SET, tankyraza), po biatka
wspottworzace z B-katening kompleks aktywujacy transkrypcje docelowych genéw, takie jak czynniki
transkrypcyjne TCF/LEF, biatka regulatorowe Bcl9, Pygo, XIAP i TNIK, czy tez szereg biatek
zaangazowanych w regulacje informacji epigenetycznej zawartej w histonach, takich jak
metylotransferazy (CARMI, hSETDIA, MLLI1/2, NSDI), demetylazy (KDMIA, KDM4B/C,
KDM6A/B), acetylotransferazy (CBP) czy epigenetyczne biatka efektorowe (CHD4, TAF3). Blokada
funkcji biatek wspotdziatajacych w regulacji ekspresji genow z kluczowymi dla przezycia komérki
czynnikami transkrypcyjnymi stanowi nowa, niezwykle obiecujaca strategie terapii epigenetycznej.
Celem projektu jest wskazanie najbardziej optymalnych molekularnych punktéw uchwytu dla
efektywnej blokady szlaku sygnatowego Wnt, oraz okreSlenie, czy ich modulacja zapewni
zahamowanie proliferacji oraz zmniejszenie inwazyjnosci komoérek HNSCC. Przeprowadzony
wstepny skrining z uzyciem testu reporterowego wykazat, ze w komorkach linii HCT116 produkcja
biatka GFP znajdujacego si¢ pod kontrola TCF/LEF byla obnizana pod wplywem siRNA
skierowanym przeciwko: FZD2, LRPS5, DVLI1, PORCN, Wnt3a, CIP24, TCF7, LEF] oraz przeciwko
epigenetycznym regulatorom: KDMIA, KDM4C, KDM6A4, CBP, CARMI, KMT24, PYGOI, XIAP.
Weryfikacja przeprowadzona w komorkach raka glowy i szyi linii FaDu i CAL27 potwierdzila, ze
zahamowanie szlaku obserwuje si¢ pod wplywem wyciszenia KDMIA, KDM4C, KDM6A4, CBP,
PORCN, DVLI, CARMI, KMT2A4. Dalsza weryfikacja dziatania drobnoczgsteczkowych inhibitoréw
biatek kodowanych przez ww. geny wskazala, ze inhibitory Porcupiny oraz CBP najefektywniej
hamujg Sciezke Wnt takze w innych liniach raka glowy i szyi (BICR6, SCC-25, UM-SCC-1).
Wytypowane dwa inhibitory hamowaty takze migracje komorek nowotworowych mierzong testem
zarastania szczeliny. Wykazywaly takze zdolno$¢ do indukowania apoptozy na poziomie
poréwnywalnym, lub wyzszym od pozytywnej kontroli — topotekanu. Jednoczesnie inhibitor CBP we
wszystkich badanych liniach ze zmienng sita redukowat liczbe komorek w fazie G1 cyklu
komoérkowego, prowadzac do zatrzymania cyklu w fazie G2/M. Wyniki badan wskazuja, ze biatka
CBP oraz Porcupine, ktore odgrywaja istotng role w regulacji szlaku Wnt, stanowia nowy obiecujacy
cel oddziatywania terapii celowanych molekularnie w nowotworach glowy i szyi. Wyniki
zaprezentowatem w trakcie Europejskiej Konferencji Epigenetyki Nowotworéw w Heidelbergu w
maju 2017 roku (pozycja [II/B/35 wg zatacznika 4).

Celowane molekularnie leki wykazuja nierzadko ograniczona skuteczno$¢ w monoterapii. Najnowsze
prowadzone przeze mnie badania majg na celu wskazanie, ktére z potaczen substancji o potencjalnym
dziafaniu terapeutycznym, obejmujacych inhibitory EGFR czy szlaku PI3K, a takze inhibitory
modulatorowych biatek epigenetycznych takich jak demetylazy histondéw, wykazuja najsilniejsze
wlasciwosci przeciwnowotworowe wzgledem komérek raka gtowy i szyi.
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