
1 
 

 

ZAKŁAD HISTOLOGII I EMBRIOLOGII 

KATEDRA MORFOLOGII I EMBRIOLOGII CZŁOWIEKA 

 

 

 

lek. wet. Olga Rodak 

 

Antyproliferacyjne działanie inhibitora czynnika 

transkrypcyjnego SOX18 w niedrobnokomórkowym raku płuc 

 

 

 

 

PRACA DOKTORSKA 

 

Promotorzy: 

prof. dr hab. Piotr Dzięgiel 

prof. dr hab. Maciej Ugorski 

 

Wrocław 2023 



2 
 

Spis treści 

PODZIĘKOWANIA …………………………………….………………..... 3 

WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIĄCYCH ROZPRAWĘ 

DOKTORSKĄ …….…………………….……………………….….……… 4 

STRESZCZENIE …………...………….…………….………….….……… 5 

SUMMARY …………...………………..……………………..…….………  8 

1. WSTĘP ……………...………………..……………………..…….…….. 11  

1.1. Nowotwory płuc ……………...………………..……………..………... 11 

1.2. Rola czynników transkrypcyjnych w rozwoju i progresji raka płuc ........  12 

1.3. Czynniki transkrypcyjne z rodziny SOX ……..……………………...…. 13 

1.3.1. Podgrupa czynników transkrypcyjnych SOXF …………………......... 14 

1.3.2. Białka SOXF w kancerogenezie nabłonka oddechowego ……….…… 14 

1.3.3. SOX18 - potencjalny czynnik stymulujący proliferację komórek 

nowotworowych …………………………………………………………..... 15 

1.4. Sm4 - inhibitor homodimeryzacji SOX18…………………………..….. 16 

1.5 Piśmiennictwo……………………………………………………………18 

2. ZAŁOŻENIA I CEL PRACY DOKTORSKIEJ ……….…………..… 22 

3. PUBLIKACJE …………..………………...…………………………..... 23 

I. Rodak, O., Peris-Díaz, M., Olbromski, M., Podhorska-Okołów, M., 

Dzięgiel, P. Current Landscape of Non-Small Cell Lung Cancer: Epidemiology, 

Histological Classification, Targeted Therapies, and Immunotherapy.  

Cancers. 2021 Sep 20; 13(18):4705. …………………………….………….. 23 

II. Rodak, O., Mrozowska M., Rusak, A., Gomułkiewicz, A., 

Piotrowska, A., Olbromski, M., Podhorska-Okołów, M., Ugorski, M., 

Dzięgiel, P.  Targeting SOX18 Transcription Factor Activity by Small-

Molecule Inhibitor Sm4 in Non-Small Lung Cancer Cell Lines.  

Int J Mol Sci. 2023 Jul 11; 24(14):11316. ………………………..………… 57 

4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI …………………………………..….. 75 

5. ZAŁĄCZNIKI …………………………………………………...…..…. 77 



3 
 

PODZIĘKOWANIA 

 

Pragnę serdecznie podziękować wszystkim osobom, które przyczyniły się do 

powstania niniejszej rozprawy doktorskiej. Profesorom Piotrowi Dzięgielowi i Maciejowi 

Ugorskiemu, promotorom mojej pracy doktorskiej, dziękuję za szansę, duży kredyt zaufania 

i wyrozumiałość. Doktorowi Mateuszowi Olbromskiemu za czuwanie nad moją pracą 

laboratoryjną przez cały okres doktoratu. Nie mogłabym w tym miejscu pominąć całego 

zespołu Katedry Morfologii i Embriologii Człowieka, a szczególnie doktor Rusak, Kmiecik, 

Piotrowskiej i Haczkiewicz, jak również doktorantów magister Mrozowskiej, lekarza 

Górnickiemu i magistrowi Kulusowi oraz magister Kosek za dobre słowo i chęć pomocy 

w trudnych chwilach. Zawsze można było na was polegać. 

Należy też w tym miejscu poświęcić chwilę wspomnieniu i podziękowaniach dla 

moich przyjaciół, którzy będąc przy mnie całe życie, każdy na swój sposób dołożył cegiełkę 

lub nawet całą tonę cegieł bym mogła dojść do miejsca w którym dziś się znajduję. Mam 

tu na myśli moją siostrę Izabelę, Gosię Rewerę, Gosię Tarnowską, Delfinę Gromnicką 

i Barbarę Granosik, dziewczyny dziękuję za to, że jesteście. Chciałabym podziękować moim 

rodzicom Jolancie i Bogdanowi za edukację, możliwość wyboru własnej drogi, i wiarę 

w moje możliwości. Dziękuję również moim przyszłym teściom Cristinie i Manuelowi, 

za to, że kibicowali mi na każdym kroku. Gracias por vuestro apoyo! 

Nie może zabraknąć też podziękowań, chyba tych największych, wdzięczności nie 

do opisania, dla mojego narzeczonego Manuela Peris Diaz, przyjaciela, znakomitego 

naukowca, a przede wszystkim wspaniałego człowieka za wskazanie drogi, za inspirację 

i motywację do pracy badawczej, i za to, że możemy dzielić się naszą pasją do nauki. 

 

 

 

 

 

Pracę tą jednak, pragnę zadedykować mojej córce Antonii,  

żeby w przyszłości nigdy nie straciła wiary w siebie. 

 



4 
 

WYKAZ PUBLIKACJI 

 STANOWIĄCYCH ROZPRAWĘ DOKTORSKĄ 

 

I. Olga Rodak, Manuel David Peris-Díaz, Mateusz Olbromski, Marzenna 

Podhorska-Okołów, Piotr Dzięgiel.: Current Landscape of Non-Small Cell Lung 

Cancer: Epidemiology, Histological Classification, Targeted Therapies, and 

Immunotherapy. Cancers. 2021 Sep 20; 13(18):4705. doi: 

10.3390/cancers13184705. 

IF: 6.575   Pkt. MNiSW: 140 

 

II. Olga Rodak, Monika Mrozowska, Agnieszka Rusak, Agnieszka Gomułkiewicz, 

Aleksandra Piotrowska, Mateusz Olbromski, Marzenna Podhorska-Okołów, 

Maciej Ugorski, Piotr Dzięgiel.: Targeting SOX18 Transcription Factor Activity 

by Small-Molecule Inhibitor Sm4 in Non-Small Lung Cancer Cell Lines. Int J 

Mol Sci. 2023 Jul 11; 24(14):11316. doi: 10.3390/ijms241411316. 

IF: 5.6  Pkt. MNiSW: 140 

 

 

 

 

 

 

Łącznie: 

IF:    12.175 

Pkt. MNiSW:   280 

 

 

 

 

 



5 
 

STRESZCZENIE 

Badanie aktywności czynników transkrypcyjnych w transformacji nowotworowej jest 

niezmiernie istotne. Zmiany w ich ekspresji prowadzą do przeprogramowania mechanizmów 

molekularnych, kierujących procesami życiowymi komórek. Między innymi, wzmożona 

aktywność czynników transkrypcyjnych może prowadzić do patologicznego podtrzymania 

aktywności cyklu komórkowego, pomimo współistniejącego stresu komórkowego. Ze 

względu na nie w pełni poznaną strukturę czynników transkrypcyjnych oraz ich złożone 

interakcje, opracowanie ich inhibitorów stanowi duże wyzwanie. Dotychczasowe badania 

koncentrowały się jedynie na modulacji ekspresji genów. Jednakże, w ostatnich latach 

opracowano inhibitory specyficzne dla poszczególnych czynników transkrypcyjnych, czego 

przykładem jest inhibitor Sm4, który hamuje aktywność transkrypcyjną czynnika SOX18. 

SOX18, białko należące do rodziny SOX (ang. sex determining region Y-related high-

mobility group box), pełni kluczową rolę w regulacji transkrypcji podczas rozwoju 

zarodkowego. SOX18, wraz z SOX7 i SOX17, tworzą podgrupę białek SOXF, 

odpowiedzialną za rozwój układu sercowo-naczyniowego, limfangiogenezę i różnicowanie 

komórek krwi. Ostatnie doniesienia wskazują także na ich udział w gojeniu ran, 

neowaskularyzacji i modulacji bariery śródbłonkowej. Białka SOXF, a zwłaszcza SOX18, 

zyskały uwagę ze względu na istotne zmiany ekspresji w komórkach nowotworowych, które 

powiązano z ich aktywnością w procesach naprawczych tkanek. W przeciwieństwie do 

pozostałych białek SOXF, SOX18 prezentuje unikalną zdolność do formowania 

homodimeru, co może przyczyniać się do jego onkogennej natury. Udowodniono, że SOX18 

promuje migrację, inwazję i proliferację w wielu typach nowotworów. Z kolei badanie, 

dotyczące raka tarczycy wskazało, iż pełni rolę przeciwnowotworową, ujawniając złożoną 

aktywność białka SOX18 zależną od molekularnego kontekstu.  

Choć udział białka SOX18 w transformacji nowotworowej czyni go potencjalnym celem 

terapeutycznym, to jego rola w patogenezie niedrobnokomórkowego raka płuc (NDRP) nie 

została wyjaśniona. NDRP jest najczęściej diagnozowaną chorobą nowotworową na świecie. 

Podczas gdy globalne tendencje w zachorowalności na NDRP zaczęły spadać, 

w poszczególnych rejonach świata obserwujemy znaczne zróżnicowanie wskaźników 

występowania, co ściśle wiąże się z poziomem edukacji i rozwoju ekonomicznego. Ponadto, 

NDRP cechuje się jednym z najwyższych wskaźników śmiertelności na świecie. Skutkiem 

czego jest rosnąca liczba badań naukowych, które umożliwiają opracowanie nowych 
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strategii diagnostycznych oraz terapeutycznych. Uaktualniona klasyfikacja 

histopatologiczna, genotypowanie komórek guza, czy wprowadzenie terapii celowanej dla 

zaawansowanych stadiów choroby, istotnie przyczyniły się do wzrostu wskaźników 

prognostycznych w NDRP. Szczególnie ważny jest trend medycyny spersonalizowanej, 

który skupia się na rozpoznawaniu znanych mutacji genetycznych w komórkach raka płuc, 

nazywanych „mutacjami kierującymi” transformacją nowotworową. Rozpoznanie mutacji 

pozwala na zastosowanie terapii inhibitorami, specyficznymi dla nieprawidłowo 

funkcjonujących białek. Rosnąca grupa zatwierdzonych leków dla terapii celowanej w 

NDRP umożliwia terapeutyczne modulowanie następujących białek: rodziny EGFR (ERBB-

1, ERBB-2), ALK, ROS1, MET, RET, NTRK i RAF. Niemniej jednak, wciąż u znacznej 

części chorych nie stwierdza się obecności mutacji powyższych białek, pozostawiając ich 

bez możliwości skorzystania z terapii celowanej. Stąd, tak ważne jest poszukiwanie nowych 

celów terapeutycznych, czego przykładem są badania nad oceną antyproliferacyjnego 

potencjału inhibitora SOX18 w raku płuc. 

W niniejszej pracy doktorskiej zbadano wpływ Sm4 - inhibitora białka SOX18, na regulację 

cyklu komórkowego w liniach komórkowych niedrobnokomórkowego raka płuc,  

tj. LXF-289 (gruczolakoraka) SK-MES-1 (raka płaskonabłokowego), oraz linii fibroblastów 

płucnych IMR-90. Ocenie podlegała cytotoksyczność związku Sm4, wykonana metodą 

MTT. Następnie przeprowadzono doświadczenia, w których komórki otrzymywały inhibitor 

w stężeniu 10 µM lub 20 µM przez 72h. Zmiany cyklu komórkowego zostały ocenione 

poprzez znakowanie DNA jodkiem propidyny oraz detekcję komórek z użyciem cytometru 

przepływowego. W celu potwierdzenia uzyskanych wyników, wykonano ocenę ekspresji 

cyklin A1, D, E na poziomie mRNA oraz białka, odpowiednio technikami q-PCR oraz 

Western blot. Następnie, wykorzystując tożsame techniki biologii molekularnej określono 

poziom ekspresji genów oraz białek grupy SOXF oraz białka p21. Dla potwierdzenia 

uzyskanych wyników ocenie poddano archiwalny materiał tkankowy z guzów płuc, 

w którym za pomocą metody immunohistochemicznej określono ekspresji białek SOX18 

oraz p21.  

Uzyskane wyniki potwierdziły, że Sm4 wykazuje działanie cytotoksyczne we wszystkich 

trzech liniach komórkowych. Inhibitor w stężeniu 20 µM wywołał akumulację komórek 

nowotworowych w fazie replikacji DNA (S), co zostało potwierdzone istotnie mniejszą 

ekspresją cyklin D oraz E. Analiza ekspresji białek SOXF wykazała, iż hamowanie 

aktywności białka SOX18, nie indukuje wzrostu stężenia białek SOX7 lub SOX17. Pomimo 
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braku znaczących zmian w ekspresji białek, Sm4 spowodował istotne zwiększenie ekspresji 

genu SOX17, co częściowo podtrzymuje tezę o silnym powiązaniu mechanizmów 

transkrypcyjnych tych białek. Jednakże, prawdopodobnie w wyniku procesów na poziomie 

epigenetycznym, zwiększony poziom mRNA SOX17, nie przekłada się na zwiększony 

poziom białka. Poszukiwania białka odpowiedzialnego za hamowanie cyklu komórkowego 

wywołanego inhibitorem Sm4, wykazały aktywację ekspresji genu CDKN1A oraz 

konsekwentnie, istotnie zwiększoną ekspresję kodowanego przez niego białka – p21. 

Inhibitor kinaz cyklinozależnych 1A (p21) jest kluczowym białkiem regulującym przejście 

z fazy S do G2/M. Zatem, uzyskane wyniki sugerują złożoną interakcję między SOX18 a p21 

w kontekście raka płuc. Ostatecznym potwierdzeniem związku między białkami była analiza 

materiału klinicznego, która wykazała dodatnią korelację między nasileniem ekspresji 

cytoplazmatycznej SOX18, która może świadczyć o braku aktywności białka,  a obecnością 

p21 w jądrze komórkowym.  

Przedstawione w pracy wyniki wskazują na potencjał Sm4 jako inhibitora cyklu 

komórkowego komórek nowotworowych poprzez pośrednią aktywację białka p21. Niemniej 

jednak, należy podkreślić, iż konieczna jest kontynuacja badań, by w pełni zrozumieć 

związek między SOX18 a p21 w raku płuc, jak również zbadać potencjał terapeutyczny 

hamowania SOX18. 
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SUMMARY 

Investigating transcription factor activity is essential due to their varying expression 

in pathological conditions, such as cancer, where altered molecular networks sustain cell 

divisions under stress. Developing pharmacological TF inhibitors is challenging due to not 

fully discovered structure and their complex interactions. Previous studies have focused 

on gene expression modulation, but recent research has explored TF-specific inhibitors. 

For instance, the Sm4 inhibitor effectively disrupts SOX18's transcriptional activity. 

SOX18, a member of the SOX family (sex determining region Y-related high-mobility group 

box), plays a pivotal role in transcriptional regulation during embryogenesis. SOX18, along 

with SOX7 and SOX17, forms the SOXF subgroup responsible for cardiovascular 

development, lymphangiogenesis, and blood cell differentiation. Emerging evidence 

indicates their involvement in wound healing, neovascularisation, and endothelial barrier 

modulation. In cancer research, SOXF proteins, particularly SOX18, have gained attention 

due to their altered expression levels in cancer cells which aligns with their activity during 

tissue repairment processes. Unlike other SOXF proteins, SOX18 presents unique mode 

of action as a homodimer, which may contribute to its tumorigenic role. SOX18 exhibits 

an oncogenic role in promoting migration, invasion, and proliferation across diverse cancer 

types. However, a study on thyroid cancer cell lines indicated its role as a tumor suppressor, 

revealing its complex context-dependent activity.  

While the activity of SOX18 in carcinogenesis underscores it as a potential cancer 

therapeutic target, its transcriptional regulation mechanisms in non-small cell lung cancer 

(NSCLC) are not yet fully understood.  NSCLC is the most frequently diagnosed cancer 

in the world. When the global trends in NSCLC incidence have started to decline, we can 

observe region-dependent differences related to the education and the economic level. 

Moreover, NSCLC presents one of the highest mortality worldwide. To overcome this issue, 

an increasing understanding of NSCLC biology provided new diagnostic and therapeutic 

strategies. The reorganization of histopathological classification, tumor genotyping, 

or  introduction of targeted therapy for advanced states of the disease are relevant 

in increasing prognostic factors. Precision medicine is focused on the recognition of a genetic 

mutation in lung cancer cells called “driver mutation” to provide a variety of specific 

inhibitors of improperly functioning proteins. Growing group of approved drugs for targeted 

therapy in NSCLC currently allows the following mutated proteins to be modulated: EGFR 
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family (ERBB-1, ERBB-2), ALK, ROS1, MET, RET, NTRK, and RAF. Nevertheless, 

treatable mutations are not being detected in a substantial portion of NSCLC patients, leaving 

them without the possibility of targeted treatment. Therefore, it is of utmost importance 

to investigate novel therapeutic targets, such as study on antiproliferative potential of SOX18 

inhibitor in NSCLC treatment. 

In this doctoral thesis, the impact of Sm4, an inhibitor of the SOX18, on the cell cycle 

regulation in non-small cell lung cancer cell lines was investigated. These cell lines included 

LXF-289 (adenocarcinoma), SK-MES-1 (squamous cell carcinoma), and the IMR-90 lung 

fibroblast cell line. The cytotoxicity of the Sm4 compound was assessed using the MTT 

method. Subsequently, experiments were conducted in which cells were treated with 

the inhibitor at concentrations of 10 µM or 20 µM for 72 hours. Cell cycle disturbances were 

examined through DNA labeling with propidium iodide and cell detection using flow 

cytometry. To confirm the obtained results, the expression of cyclins A1, D, and E was 

evaluated at the mRNA and protein levels using respectively q-PCR and Western blot 

techniques. Subsequently, employing identical molecular biology techniques, the expression 

levels of SOXF group genes and proteins, as well as the p21, were determined. To validate 

the obtained results, tissue material from lung tumors was subjected to immunohistochemical 

methods to determine the expression of SOX18 and p21 proteins. 

The obtained results confirmed that Sm4 exhibits cytotoxic activity in all three cell lines. 

Treatment with the Sm4 inhibitor resulted in cell accumulation in the S phase, as confirmed 

by the cyclin expression level results. The expression results of SOXF proteins allowed us to 

reject the research hypothesis that inhibiting the activity of SOX18 would induce 

the expression of SOX7 or SOX17 proteins, which are known for their anti-proliferative 

properties. Despite the lack of significant changes in the expression of SOX7 or SOX17 

proteins, Sm4 led to a significant increase in the expression of the SOX17 gene, partially 

supporting the hypothesis of transcriptional interactions of these proteins. However, likely 

due to epigenetic processes, the increased level of SOX17 mRNA did not translate into 

an increased expression level of the protein. Further experiments revealed the activation of 

CDKN1A gene expression and consequently, a significantly increased protein expression - 

p21, as the protein responsible for inhibiting the cell cycle induced by the Sm4 inhibitor. 

The Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A (p21) is a key protein that regulates the transition 

from the S phase to the G2/M phase. Therefore, the obtained results suggest a complex 

interaction between SOX18 and p21 in the context of lung cancer. The ultimate confirmation 
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of the relationship between the proteins was the analysis of clinical material, which revealed 

a positive correlation between the intensity of cytoplasmic SOX18 expression, indicating 

protein inactivity, and the presence of p21 in the cell nucleus. 

The results presented in this study indicate the potential of Sm4 as an inhibitor of the cell 

cycle and the growth of cancer cells through indirect activation of the p21 protein. However, 

it should be emphasized that further research is necessary to fully understand the relationship 

between SOX18 and p21 in lung cancer, as well as to explore the therapeutic potential 

of inhibiting SOX18 in lung cancer treatment. 
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1. WSTĘP 

1.1. Nowotwory płuc  

Według statystyk epidemiologicznych, rak płuc jest najczęściej diagnozowaną 

chorobą nowotworową na świecie [1]. Na przestrzeni ostatnich dekad obserwuje się znaczny 

postęp, dotyczący stanu wiedzy, możliwości diagnostycznych, oraz skuteczności terapii 

pacjentów z niedrobnokomórkowym rakiem płuc (NDRP, ang. NSCLC, Non Small Cell 

Lung Cancer). Rozwój ten w znacznym stopniu wynika ze wzrastającej specyficzności 

oraz przepustowości technik badawczych, które umożliwiają zrozumienie mechanizmów 

kierujących kancerogenezą na poziomie molekularnym. Zrozumienie biologii nowotworów 

płuc na poziomie molekularnym pozwala dziś na uprawianie medycyny personalizowanej, 

w której decyzję terapeutyczną uzależnia się od detekcji zaburzeń molekularnych 

w komórkach nowotworowych, obecnych u konkretnego pacjenta. Tym samym, rozpoczęła 

się era terapii celowanej oraz immunoterapii, które skupiają się na hamowaniu aktywności 

białek, wykazujących działanie onkogenne. Dziś znamy wiele kluczowych białek lub ich 

mutantów, których obecność w komórkach guza, ma istotny wpływ na rozwój choroby oraz 

skuteczność terapii [2]. Niemniej jednak, wciąż u znacznej części pacjentów nie rozpoznaje 

się obecności mutacji genów poznanych białek, co stanowi o potrzebie dalszych badań 

w celu poszukiwania nowych celów terapii personalizowanej.  

Istotną „rewolucją” jest możliwość sekwencjonowania genomu komórek 

nowotworowych, jako stały element diagnostyczny u pacjentów z rakiem płuc [3]. Także, 

dotychczasowa klasyfikacja histopatologiczna raka płuc została zaktualizowana, dzięki 

czemu rozpoznanie podtypu histopatologicznego stało się kluczowe dla dalszej diagnostyki 

oraz wyborze schematu leczenia [4]. Ponadto, diagnoza NRDP oraz rozpoznanie jego 

podtypu stanowi również czynnik prognostyczny i predykcyjny. Oba wskaźniki mają duże 

znaczenie, ponieważ jedynie 2-18% chorych na NRDP przeżywa 5 lat od postawienia 

rozpoznania [5].  

Poza późnym wykrywaniem choroby, istotnym problemem z klinicznego punktu 

widzenia jest dynamicznie rozwijająca się heterogenność guzów, przede wszystkim pod 

względem mnogości odmian genetycznych (genotypów) populacji komórek pojedynczego 

guza oraz ich wariancji na przestrzeni czasu [6]. Obecność subpopulacji komórek 

o zmiennych cechach molekularnych komplikuje wybór właściwego schematu leczenia. 

Co więcej, lista znanych genotypów raka płuc wzbogaca się o nowo odkrywane warianty. 
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Zatem, jednym z największych wyzwań dla nowoczesnej biologii nowotworów oraz 

medycyny stała się dynamika transformacji nowotworowej komórek budujących płuca. 

1.2. Rola czynników transkrypcyjnych w rozwoju i progresji nowotworów płuc  

Czynniki transkrypcyjne to białka posiadające domeny wiążące się z DNA, dzięki 

którym uczestniczą w wiązaniu promotora, regulującego ekspresją przynależnego genu [7]. 

Czynniki te mogą funkcjonować samodzielnie lub jako część kompleksu białkowego, 

niekiedy też tworząc homo- lub heterodimer. Każda z tych zmian konformacji zmienia 

specyficzność wiązania do genów docelowych [8]. Ekspresja poszczególnych czynników 

transkrypcyjnych jest zwykle specyficzna dla typu oraz stanu komórki, kierując jej funkcją 

w organizmie.  

Czynniki transkrypcyjne stanowią unikalną klasę białek, które programują ekspresję 

złożonych zestawów genów, odpowiedzialnych za szereg procesów komórkowych [9]. 

Działają jak molekularne włączniki programów różnicowania, kontroli podziału komórki, 

czy inicjacji śmierci komórkowej. Oczywistym stało się, że czynniki transkrypcyjne mogą 

być również odpowiedzialne za patologiczne wzbudzanie ekspresji genów, wspomagających 

kancerogenezę [7–9]. Aktywność czynników transkrypcyjnych ulega istotnym zmianom 

w licznych typach nowotworów poprzez wzmożoną niestabilność genetyczną, 

tj.: translokacje chromosomowe, amplifikacje lub delecje genów, punktowe mutacje, lecz 

również w wyniku zmian podstawowych szlaków sygnałowych [9]. 

W ostatniej dekadzie, obserwujemy wzrost zainteresowania rolą czynników 

transkrypcyjnych w mechanizmach zmian ekspresji genów komórek nowotworowych, 

co przekłada się na rozwój interesujących opcji terapeutycznych [10,11]. Liczne badania 

doprowadziły do wyjaśnienia roli niektórych czynników transkrypcyjnych, w tym białek 

szczególnie zaangażowanych w rozwój nowotworów płuc. Do tej grupy zaliczane są między 

innymi rodziny białek: 

1. Nuclear factor kappa B (NF-κB) - odgrywają kluczową rolę w procesie zapalnym, 

oraz odpowiedzi immunologicznej. W nowotworach płuc, jak również w stanach 

przednowotworowych, obserwuje się wzmożoną aktywność szlaków regulowanych 

przez NF-κB, co przyczynia się do inicjacji nowotworzenia oraz zdolności inwazji, 

a nawet rozwoju oporności komórek rakowych na stosowane terapie [12]. 

2. Signal transducer and activator of transcription (STAT) - biorą udział 

w przekazywaniu sygnałów od cytokin i czynników wzrostu. Podwyższony poziom 
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aktywnej ufosforylowanej formy białka STAT3, występujący w komórkach NDRP, 

stymulując ekspresję genów kluczowych w promowaniu proliferacji oraz przeżycia 

komórek nowotworowych, poprzez obniżenie zdolności układu immunologicznego 

do rozpoznawania komórek patologicznych [13]. 

3. Rodzina białek p53 pełni rolę w utrzymaniu stabilności genomu oraz regulacji cyklu 

komórkowego. Szczególnym zainteresowaniem cieszy się białko p53, nazywane 

„strażnikiem genomu”, gdyż mutacje punktowe lub utrata heterogeniczności alleli 

genu TP53 to najczęściej obserwowane zmiany w komórkach nowotworów płuc. 

Z kolei białko p63 stało się istotnym biomarkerem w diagnostyce płasko-

nabłonkowego raka płuc, ponieważ obserwuje się zupełną utratę ekspresji p63 w tym 

typie histologicznym [14]. 

4. Hypoxia-inducible factor (HIF) jest podrodziną białek, funkcjonującą jak sensor 

zawartości tlenu w cytoplazmie komórek. Silna hipoksja występująca w guzach płuc 

aktywuje czynnik HIF-1, który inicjuje ekspresję czynników wzrostu naczyń 

(np. VEGF), jak również wykazano korelacje z ekspresją innych czynników wzrostu 

(np. EGFR) [15]. 

Zrozumienie funkcji i nieprawidłowej regulacji wspomnianych rodzin czynników 

transkrypcyjnych daje wgląd w mechanizmy molekularne raka płuc i może ułatwić rozwój 

nowych terapii skierowanych na modulację ich aktywności.  

W odniesieniu do NDRP warto również wspomnieć o mniej poznanej rodzinie 

czynników transkrypcyjnych SOX (ang. sex-determining region Y (SRY)-related high-

mobility group (HMG) box), które zaliczane są do kluczowych białek kierujących 

organogenezą i różnicowaniem się komórek w wyspecjalizowane tkanki, w tym nabłonka 

oddechowego [16]. Wykazano, że białka rodziny SOX oprócz rozwoju zarodkowego, 

aktywne są także w patogenezie różnych chorób [17]. 

1.3. Czynniki transkrypcyjne z rodziny SOX 

Rodzinę SOX tworzy 20 strukturalnie homologicznych białek, które zostały 

usystematyzowane względem homologii strukturalnej w 8 podgrup (SOXA-H). Cechą 

wspólną, która warunkuje ich aktywność transkrypcyjną – wiązania się z promotorami 

genów, jest domena HMG (ang. High Mobility Group) [18].  
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Białka rodziny SOX odgrywają kluczową rolę na różnych etapach embriogenezy. 

Są to czynniki transkrypcyjne, które regulują ekspresję genów niezbędnych dla właściwego 

rozwoju komórek macierzystych oraz późniejszego różnicowania się komórek 

w wyspecjalizowane struktury tkankowe. W procesie rozwoju zarodkowego, białka SOX 

kontrolują wiele istotnych procesów, takich jak determinacji fenotypu płciowego (białko 

SRY), rozwoju układu sercowo-naczyniowego (białka podgrupy SOXF), czy układu 

nerwowego (podgrupy B, C, D, E) [19–21]. Choć poziom ekspresji czynników SOX 

w wyspecjalizowanych tkankach spada, to obserwowano ich aktywację podczas gojenia się 

ran, procesów zapalnych, jak również transformacji nowotworowej [18]. Stąd, poznanie 

mechanizmów działania białek rodziny SOX w procesach patologicznych ma kluczowe 

znaczenie dla rozwoju oraz implementacji nowych strategii terapeutycznych [19]. 

1.3.1. Podgrupa czynników transkrypcyjnych SOXF 

Grupę białek SOXF stanowią trzy białka, tj. SOX7, SOX17 oraz SOX18. Geny 

kodujące białka SOXF, zostały zakwalifikowane do wspólnej grupy ze względu na wysoką 

konserwatywność ewolucyjną sekwencji oraz położenia intronu domeny HMG. Ponadto, 

domena HMG cechuje się bardzo wysoką homologicznością sekwencji pomiędzy białkami 

SOXF, odróżniając je od pozostałych czynników transkrypcyjnych rodziny SOX [18]. 

Białka SOXF należą do kluczowych czynników regulujących rozwój 

embrionalny [17]. Podczas gastrulacji, SOX7 indukuje różnicowanie się endodermy, 

wewnętrznego listka zarodkowego, z którego rozwijają się: układ pokarmowy, moczowy, 

endokrynny, a także układ oddechowy [22]. Co ciekawe, także w późniejszym etapie 

rozwoju zarodkowego, SOX7, SOX17 i SOX18 współdziałając, kierują rozwojem układu 

sercowo-naczyniowego, limfangiogenezą oraz hematopoezą [23].  

1.3.2. Białka SOXF w karcynogenezie nabłonka oddechowego 

Białka SOXF można podzielić na dwie podgrupy, prezentujące przeciwstawną 

aktywność w transformacji nowotworowej. Funkcje supresorowe przypisuje się białkom 

SOX7 oraz SOX17, podczas gdy białko SOX18 wykazuje aktywność promującą 

kancerogenezę [17]. Wyniki licznych badań, uzyskanych z wykorzystaniem nadekspresji lub 

wyciszenia ekspresji SOX7 w liniach komórkowych NDRP, wykazały jego aktywność 

proapoptotyczną, hamowanie proliferacji oraz zdolności komórek do migracji i inwazji [24–
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28]. Zbliżonym profilem aktywności supresorowej, cechuje się białko SOX17. W przypadku 

NDRP jego ekspresja również ulega obniżeniu, ponieważ w przebiegu transformacji 

nowotworowej rośnie ilość zmetylowanego DNA w sekwencji promotorowej genu SOX17, 

co zostało potwierdzone w materiale klinicznym [29–31]. Obniżona ekspresja, a co za tym 

idzie aktywność białka SOX17 w komórkach NDRP, skutkuje utratą prawidło 

funkcjonującej blokady, zastąpionej m. in. niekontrolowanym pobudzeniem do podziału 

komórkowego [32]. 

Odmienny charakter prezentuje białko SOX18, które w patogenezie raka płuc, a także 

innych typów nowotworów, odgrywa rolę protoonkogenu. Immunodetekcja białka SOX18 

wykazała zróżnicowane nasilenie ekspresji SOX18 w guzach płuc, od słabej do wysokiej. 

Warto jednak zauważyć, że podwyższona ekspresja cytoplazmatyczna czynnika SOX18 

okazała się markerem złego rokowania [33]. Badania na poziomie epigenetycznym, również 

przyczyniły się do lepszego zrozumienia funkcji czynnika transkrypcyjnego SOX18 

w kancerogenezie płuc. Wykazano, m. in. że w NDRP występują: wysoki stopień 

zmetylowania promotora genu SOX18, niski poziom mRNA SOX18 oraz wysokie stężenie 

microRNA hamujących translację SOX18. [34,35]. Natomiast brak dostępnych danych, 

dotyczących mechanizmów działania SOX18 w komórkach nowotworowych płuc, 

pozostawia swojego rodzaju niszę do eksploracji potencjału białka SOX18 jako celu 

terapeutycznego w guzach NDRP.  

1.3.3. SOX18 - potencjalny czynnik stymulujący proliferację komórek nowotworowych  

W obszarze badań aktywności białka SOX18 w kancerogenezie nieliczne prace 

dotyczą raka płuc. Jednakże w kontekście nowotworów innego pochodzenia, mechanizmy 

działania czynnika SOX18 zostały dość obszernie opisane, a wyniki badań głównie dotyczą 

doświadczeń przeprowadzonych w modelu in vitro. Nasilenie ekspresji białka SOX18, 

obserwowano w nowotworach różnego pochodzenia, w tym pęcherza moczowego, gruczołu 

piersiowego, szyjki macicy, jelita grubego, krtani, wątroby, nerek, kostniakomięsaka, 

trzustki oraz gruczołu krokowego [36–39]. Co więcej, badania przeprowadzone 

na nowotworowych liniach komórkowych sprecyzowały, iż redukcja ekspresji SOX18 

hamuje ich proliferację, zdolność do migracji i inwazji [40,41]. Tym samym, SOX18 jest 

istotnym elementem mechanizmów molekularnych, które stymulują progresję 

nowotworową. Jednakże, badanie przeprowadzone na liniach komórkowych raka tarczycy 

wykazało, że SOX18 działa jak supresor nowotworowy, co wskazuje na złożoność jego 
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aktywności, która zależy od specyfiki mechanizmów molekularnych obecnych 

w konkretnym nowotworze [42]. Ponadto, unikalna zdolność do formowania homodimerów 

może być kluczowym czynnikiem odmiennej natury SOX18, w porównaniu do SOX7 

i SOX17 [43]. W świetle powyższych doniesień, białko SOX18 stało się atrakcyjnym celem 

badań, dotyczących biologii nowotworów, a w szczególności wyjaśnienia roli 

embrionalnych czynników transkrypcyjnych w inicjacji i progresji nowotworów. 

1.4 Sm4 - inhibitor homodimeryzacji SOX18  

Przetrwanie komórek nowotworowych zależy od efektywności przeprogramowania 

mechanizmów molekularnych, tak by aktywować podział komórkowy, nawet 

w niekorzystnych warunkach hipoksji czy niedostatku energii [44]. Stąd, poznanie 

aktywności konkretnych czynników transkrypcyjnych w chorobie nowotworowej, ma tak 

istotne znaczenie dla rozwoju onkologii. Jednak opracowanie związków farmakologicznych 

mających na celu wyhamowanie aktywności SOX18 jest bardzo wymagające. Aktywne 

formy białka lokalizują się pod otoczką jądrową, a ze względu na budowę, ich 

trójwymiarowa struktura nie została w pełni zobrazowana. Ponadto, niewiele wiadomo 

na temat kompletnego spektrum interakcji SOX18 i wynikających z nich odpowiedzi 

molekularnych, co dodatkowo utrudnia wyznaczanie kierunków badań [45]. Stąd, 

dotychczas prowadzone doświadczenia skupiały się głównie na modulacji ekspresji genów 

białek grupy SOXF, takich jak wyciszanie lub nadekspresja genu SOX18 [46,47]. Uzyskane 

wyniki, choć wartościowe, nie wyjaśniają powiązań pomiędzy poszczególną aktywnością 

transkrypcyjną (indukowaną homodimeryzacją, lub wiązaniem się z kompleksem 

białkowym) a wynikającym z niej efektem molekularnym (wzbudzenie szklaków 

sygnałowych, hamowanie cyklu komórkowego). 

Jednakże, Francois i wsp. wyselekcjonowali Sm4 (ang. small molecule 4) - specyficzny 

drobnocząsteczkowy inhibitor, który hamuje zdolność białka SOX18 do homodimeryzacji 

[45]. Specyficzność inhibitora została scharakteryzowana przez szereg biofizycznych metod, 

jak również oceniono jego wstępną cytotoksyczność z wykorzystaniem linii komórkowej 

prawidłowych fibroblastów nerki [45]. Ponadto, potencjał cząsteczki Sm4 został oceniony 

in vivo, w modelu mysim, poprzez inokulację komórek (4T1.2) raka gruczołu mlekowego 

oraz ocenę wzrostu oraz innych cech guzów, po doustnym leczeniu inhibitorem. Pomimo 

braku istotnego wpływu na rozmiar guza, a zatem brak antyproliferacyjnego działania, 

w doświadczeniu wykazano znaczne ograniczenie neowaskularyzacji, jak również zdolności 
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do tworzenia przerzutów [48]. Niemniej jednak, powyżej opisane wyniki należy 

interpretować jako specyficzne dla danego typu nowotworu, z uwagi na różnorodność 

odpowiedzi biologicznych w aspekcie białka SOX18, które silnie zależą od specyfiki 

mechanizmów molekularnych danej populacji komórek nowotworowych. W rezultacie 

istnieje potrzeba prowadzenia dalszych, szeroko zakrojonych badań, dotyczących różnych 

typów nowotworów z wykorzystaniem opracowanego inhibitora – cząsteczki Sm4.  

W odpowiedzi na przedstawione zagadnienie, powstała niniejsza praca doktorska, 

w ramach której przeprowadzono badania nad antyproliferacyjnym potencjałem inhibitora 

Sm4 oraz oceniono mechanizmy działania na poziomie molekularnym, wywołane 

zastosowaniem inhibitora Sm4 w hodowli linii komórkowych niedrobnokomórkowego 

raka płuc.  
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2. ZAŁOŻENIA I CELE PRACY DOKTORSKIEJ 

Niniejsza rozprawa doktorska zakładała opracowanie przeglądu literatury dotyczącego 

aktualnej wiedzy o NDRP. W związku z powyższym, powstał artykuł przeglądowy, 

pt. „Current Landscape of Non-Small Cell Lung Cancer: Epidemiology, Histological 

Classification, Targeted Therapies, and Immunotherapy”, w którym szczegółowo omówiłam 

kwestie związane z obecną sytuacją epidemiologiczną choroby, klasyfikację 

histopatologiczną, biologią rozwoju oraz heterogennością raka płuc. Ponadto artykuł stanowi 

podsumowanie aktualnych osiągnieć badań molekularnych, tj. zatwierdzonych inhibitorów 

oraz przeciwciał stosowanych w terapii celowanej oraz immunoterapii NDRP. 

Drugą część pracy doktorskiej stanowi praca oryginalna, pt. „Targeting SOX18 

Transcription Factor Activity by Small-Molecule Inhibitor Sm4 in Non-Small Lung Cancer 

Cell Lines”. Wyniki badań zostały uzyskane oraz statystycznie opracowanie w ramach 

następujących założeń oraz celów pracy doktorskiej: 

1. Określenie wskaźnika IC50 (stężenie hamujące w 50 % funkcje życiowe komórek) 

inhibitora białka SOX18 – Sm4 w liniach komórkowych niedrobnokomórkowego raka płuc. 

2. Określenie potencjału inhibitora Sm4 jako substancji antynowotworowej poprzez ocenę 

jego wpływu na cykl podziału komórkowego. 

3. Określenie zmian ekspresji wybranych białek, które wynikają z zastosowania inhibitora 

Sm4 w liniach komórkowych, w tym białek regulujących proces podziału komórkowego. 

4. Ocena odpowiedzi znanych elementów aparatu molekularnego, powiązanych 

z mechanizmami działania białka SOX18. Ewaluacja wpływu zahamowania aktywnego 

białka SOX18 na ekspresję genów i białek grupy SOXF – SOX7 oraz SOX17. 
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4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI  

W świetle aktualnego stanu wiedzy potencjał hamowania aktywności czynnika 

transkrypcyjnego SOX18 w raku płuc nie został oceniony. Badania mające na celu 

poszukiwania nowych celów terapeutycznych dla pacjentów onkologicznych 

ze zdiagnozowanym rakiem płuc, w tym badania białek z grupy czynników 

transkrypcyjnych, są wysoce pożądane, gdyż pośród wszystkich nowotworów, 

te wywodzące się z tkanki płucnej cechują się najwyższą śmiertelnością na całym świecie. 

Epidemiologia choroby wskazuje na szereg czynników predysponujących raka płuc do bycia 

najczęściej diagnozowanym nowotworem, tj. palenie wyrobów tytoniowych, 

zanieczyszczenie powietrza, późny rozwój objawów klinicznych, oraz utrudniony dostęp 

do badań przesiewowych w różnych częściach świata. Z kolei sama patogeneza NRDP 

na poziomie molekularnym nie została wciąż w pełni wyjaśniona, skutecznie utrudniając 

jego wczesną diagnostykę oraz skuteczne leczenie. Stąd, tak ważne jest prowadzenie badań 

molekularnych z wykorzystaniem modelów in vitro oraz in vivo, których celem jest ocena 

potencjału terapeutycznego mechanizmów hamowania aktywności poszczególnych białek, 

co przekłada się również na wartość poznawczą. Istotą niniejszej pracy doktorskiej było 

podsumowanie dotychczasowej wiedzy, dotyczącej raka płuc oraz poznanie mechanizmów 

molekularnych, wywołanych hamowaniem aktywności czynnika transkrypcyjnego SOX18 

w komórkach raka płuc. 

Rezultatem doświadczeń przeprowadzonych na liniach komórkowych gruczolakoraka 

i płaskonabłonkowego raka płuc, jak również oceny immunohistochemicznej materiału 

tkankowego guzów płuc są następujące wnioski: 

1. Działanie cytotoksyczne badanego związku jest zbliżone w obu badanych liniach 

komórkowych raka płuc. 

2. Efekt antyproliferacyjny wnikający z zahamowania aktywności białka SOX18 

nie jest spowodowany wzrostem ekspresji białek SOX7 lub SOX17.  

3. Hamowanie aktywności SOX18 ma wpływ na nasilenie ekspresji genów SOX7 

oraz SOX17, który prawdopodobnie w wyniku mechanizmów epigenetycznych, 

nie przekłada się na wzrost poziomu białek SOX7 i SOX17. 
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4. Inhibitor Sm4 powoduje istotne zahamowanie cyklu komórkowego poprzez 

zatrzymanie komórek nowotworowych w fazie S (replikacji), szczególnie linii 

gruczolakoraka płuc. 

5. Stopień zahamowania cyklu komórkowego w czasie replikacji DNA różni się między 

badanymi podtypami raka płuc, co może wynikać z odmiennego wpływu 

zahamowania białka SOX18 na ekspresję cykliny A1. 

6. Hamowanie aktywności białka SOX18 inhibitorem Sm4 wykazuje potencjał 

antyproliferacyjny w komórkach niedrobnokomówkowych raków płuc, poprzez 

indukcję ekspresji białka p21. 

 

Powyższe wnioski mogą świadczyć o terapeutycznym potencjale inhibitora Sm4 w leczeniu 

niedrobnokomórkowych raków płuc. Dotychczasowe doniesienia naukowe potwierdzają 

skuteczność badanego związku w leczeniu mięsaka Kaposiego, który wywodzi się 

z śródbłonka naczyń, a wywołany jest przez herpeswirus [49,50]. Dodatkowo, wykazano, 

iż dezaktywacja białka SOX18 inhibitorem Sm4 hamuje cykl życiowy herpeswirusa 

na etapie replikacji wirusowego genomu w komórce gospodarza, podobnie jak w przypadku 

DNA komórek nowotworowych badanych w niniejszej pracy doktorskiej [49]. 

Przedstawiona praca jest pierwszą, w której zastosowano drobnocząsteczkowy inhibitor Sm4 

w celu hamowania proliferacji komórek linii niedrobnokomórkowych raków płuc. Stąd, 

w przyszłości należy poszerzyć zakres badań w celu poznania mechanizmów na poziomie 

epigenetycznym wywołanych działaniem inhibitora, jak również przeprowadzenie 

doświadczeń z zastosowaniem innych modeli badawczych, tj. hodowle komórek 

nowotworowych pochodzących od pacjentów (modele ex vivo), lub badań z użyciem 

zwierząt laboratoryjnych (modele in vivo).  
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