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STRESZCZENIE

Rak kolczystokomorkowy skory (SCC) charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem, ale
pozno zdiagnozowany lub niskozroznicowany SCC moze prowadzi¢ do zniszczenia
otaczajacych tkanek, szerzy¢ si¢ wzdluz nerwow i tworzy¢ przerzuty. Obecnie
najskuteczniejsza metoda leczenia jest wezesne chirurgiczne usunigcie ogniska raka skéry. W
przypadkach nicoperacyjnych stosuje sig leczenie miejscowe lub radioterapig/chemioterapie, a
takze immunoterapie. Rak kolczystokomérkowy moze rozwija¢ si¢ na skorze pierwotnie
niezmienionej, blonach $luzowych lub na podfozu stanu przedrakowego skory takiego jak
rogowacenie stoneczne (AK). Z powodu rosnacej zachorowalnosci na stany przedrakowe oraz
raka kolczystokomérkowego skory wazne jest poszukiwanie nowych zwigzkow

zapobiegajacych rozwojowi tych zmian.

Wedtug doniesien literaturowych, szereg substancji pochodzenia naturalnego posiada
wiadciwosdci przeciwnowotworowe. Substancjami pochodzenia zwierzgecego o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych sa m.in. keratyny. Keratyny najczgsciej s pozyskiwane z weiny,
whosow i pior. Postawiono hipoteze. ze hydrolizaty otrzymane z welny alpaki (tac. Vicugna
pacos) moga posiadaé wiasciwosci bioaktywne i przeciwnowotworowe. W oparciu o metodyke
pozyskiwania hydrolizatéw opisana i opatentowang przez Prof. Andrzeja W. Lipkowskiego, w
niniejszej pracy otrzymano preparaty bedace rozpuszczalng frakcja hydrolizatow wetny alpaki.
Metodyka otrzymywania hydrolizatow weiny opierata si¢ na wstepnej chemicznej aktywacji
welny za pomocg wodorotlenku sodu, a nastgpnie enzymatycznego trawienia za pomoca
pepsyny. Etap chemicznej aktywacji usuwat zanieczyszczenia i zwigzki tluszczowe z
powierzchni wiékien weiny. Nastepnie, po zastosowaniu wystgpujacego w warunkach
naturalnych enzymu pepsyny, z wetny alpaki otrzymano dwie frakcje hydrolizatow: frakcjg
stala (nie badang w tej pracy) oraz badana frakcje rozpuszczalnag, ktéra nie ulegta znaczacemu

zniszczeniu przez mato agresywna enzymatyczng hydrolizg.

Giéownym celem niniejszej pracy byfo zbadanie fizykochemicznych i biologicznych
wiasciwosci hydrolizatow pozyskanych z welny alpaki oraz ich potencjalnego dziafania

przeciwnowotworowego wobec komoérek raka kolczystokomoérkowego.

W pierwszym etapie badaf otrzymane hydrolizaty wetny alpaki oceniono pod katem ich

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



warto$é procentowa sktadu badanych hydrolizatow wetny alpaki stanowia biatka i peptydy (od
66 do 85%). Procentowe udzialy pierwiastkéw oznaczonych w probkach otrzymanych
hydrolizatéw wetny alpaki wykazaty najwigksza zawartosc atomow wegla (C), tlenu (O) oraz
chloru (CI). Hydrolizaty welny alpaki charakteryzowaty si¢  wiasciwosciami
przeciwbakteryjnymi w stosunku do Gram-ujemnej bakterii Escherichia coli oraz Gram-
dodatniej bakterii Staphylococcus aureus. Potwierdza to zaobserwowanie pojawiajacych sig
dodatkowych sygnatéw na elektroferogramie, a takze zmiana wartosci potencjatu zeta po

inkubacji z hydrolizatami.

Gléwny etap pracy stanowity badania aktywnosci przeciwnowotworowej otrzymanych
hydrolizatow ~ weiny alpaki oraz ~dwoch  substancji o  uznanym dziataniu
przeciwnowotworowym, prowadzone w warunkach in vitro. W badaniach wykorzystano
dostepng komercyjnie lini¢ komorkowsa raka kolczystokomorkowego SCC-25. Jako kontrole
wykorzystano linie prawidtowych keratynocytow ludzkich - komercyjnie dostepng lini¢ HEKa
oraz wyizolowang z materiatu klinicznego lini¢ sHEK. Badania w modelu in vitro wykazaty,
ze hydrolizaty welny alpaki wplywaja na zywotnos¢ komorek w sposob zalezny od czasu i
stezenia. Zywotno$¢ komodrek SCC-25 i sHEK poddanych 24 godzinnej inkubacji z
przedstawiajacym najlepsze wyniki hydrolizatem MR4 spadata wraz ze wzrostem stgzenia
preparatu (p<0,005 i p<0,05, odpowiednio). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian
w zywotnosci komérek HEKa poddanych dziataniu najwyzszych stezen MR4. Hydrolizat MR4
w najwickszym stezeniu spowodowat obnizenie zywotnosci komodrek SCC-25 o 70% w
stosunku do nietraktowanych komorek oraz o 40% i 60% odpowiednio dla izolowanych
keratynocytow sHEK i HEKa. Ponadto stwierdzono, ze migracja komérek rakowych linii SCC-

25 byla najbardziej hamowana poprzez dziatanie hydrolizatow wetny alpaki MR3 i MR4.

Oddziatywanie na zywotno$¢ komorek oceniano réwniez dla komercyjnie dostgpnych
preparatow leczniczych: 5-fluorouracylu, bedacego substancjg kontrolna, i diklofenaku.
Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaty, ze hydrolizaty powodujg zalezny od stezenia
wigkszy spadek zywotnosci komorek w poréwnaniu z S-fluorouracylem czy diklofenakiem.
Zaobserwowano, ze w trakcie 24 godzinnej inkubacji wszystkie badane linic komoérkowe
wykazywaly zblizona niska wrazliwo$¢ na dziatanie 5-FU, a istotny statystycznie spadek

zywotnosci odnotowano jedynie dla komérek sHEK (p<0.005).

W dalszym etapie pracy przeprowadzono oceng skojarzonego wptywu 5-fluorouracylu
i hydrolizatéw welny alpaki MR3 lub MR4, a takze 5-fluorouracylu i diklofenaku na zywotnos¢
komorek raka kolczystokomorkowego SCC-25. Zaobserwowano, 7€ tylko kombinacja
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najwyzszego uzytego stezenia 5-FU z najnizszym stezeniem hydrolizatu MR3 powodowata
wigkszy spadek zywotnosci komorek niz zastosowanie samego 5-FU. Efekt ten byt
obserwowany wytacznie po 72 godz. inkubacji. W pozostatych kombinacjach interakcja 5-
fluorouracylu z hydrolizatami welny alpaki nie wykazata wzmozenia efektu
antyproliferacyjnego w stosunku do komorek raka kolczystokomorkowego. Kazde z
zastosowanych stezen diklofenaku w potgczeniu z 5-FU skutkowato nizszymi wynikami
absorbancji w poréwnaniu do izolowanego zastosowania 5-fluorouracylu.

Podsumowujac, badane hydrolizaty wykazuja wiasciwosci antybakteryjne oraz dobra
aktywno$¢ przeciwnowotworowa, ktéra jest zalezna od stezenia oraz czasu ekspozycji.
Hydrolizaty oddziatywaty rowniez na prawidtowe keratynocyty, ale obnizaty ich zywotno$¢ w
mniejszym stopniu niz komorek rakowych. Przedstawione wyniki mogg stanowi¢ podstawe do
dalszych badan nad zmodyfikowaniem metody otrzymywania zwigzkéw  biatkowo-
peptydowych wywodzacych si¢ z rozpuszczalnej frakeji hydrolizowanej wetny i kontynuacji

badaf nad ich przeciwnowotworowymi wiasciwosciami.



