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I.  Wstep
1. Nadrodzina TNF

Nadrodzina czasteczek czynnika martwicy nowotworu (TNFSF, ang. Tumor Necrosis
Factor Super Family) to grupa cytokin, do ktorej nalezy 19 ligandow biatkowych i 29
strukturalnie pokrewnych receptorow (TNFSF-R). [1]. Czasteczki TNFSF sa wytwarzane
przez rozne komorki organizmu, wsrod ktorych wigkszo$¢ stanowig komorki uktadu
odpornos$ciowego. Wszechobecnos¢ biatek TNF i ich wielokierunkowe dziatanie sprawia,
ze biorg one udziat w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych. Wykazano ich role
m. in. w regulacji procesu zapalenia, autoimmunizacji, czy powstawaniu i rozwoju

nowotworow [2].
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Rycina 1 Ligandy i receptory nadrodziny czynnika martwicy nowotworu (TNF) [3].
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1.1. Ligandy nadrodziny TNF

Ligandy TNF sa glikoproteinami transbtonowymi typu II, ktére majag wspdlng czesé
strukturalng, domen¢ homologii TNF (THD). Cztonkowie tej nadrodziny wykazuja 20 - 30%
podobienstwa w strukturze tej domeny [4,5]. THD wiaze si¢ z domenami receptoréw TNF
bogatymi w cysteing (CRD) i jest odpowiedzialna za trimeryzacje ligandéow TNF oraz ich
wigzanie z trimeryzowanym kompleksem receptora [1].

Ligandy TNF sg zwykle syntetyzowane w postaci zwigzanej z blong i sa prezentowane
na powierzchni komoérki. Nast¢pnie przechodzg proteolizg, ktéra prowadzi do powstania
formy rozpuszczalnej poprzez rozszczepienie ich regionow ,todygi” (lgcznik miedzy
zewnatrzkomérkowa THD i domenami transbtonowymi) przez metaloproteinazy [6]. Proces
proteolizy jest niezbedny dla fizjologicznej funkcji niektorych ligandow TNF, takich jak
EDA (ang. Ectodysplasin-A), natomiast hamuje dziatanie innych, takich jak FasL [1]. Forma
ligandow wptywa na reaktywnos¢ receptorow z nadrodziny TNF, cze$¢ receptorow jest
silnie aktywowanych przez rozpuszczalne ligandy, inne tylko przez ligandy zwiazane
z btong [7]. Cechg charakterystyczng tej grupy czasteczek jest zdolno$¢ ligandéw do
wigzania si¢ nie tylko z jednym, ale tez wiekszg liczbg receptoréw (Ryc. 1).

Ligandy TNF sg syntetyzowane i uwalniane gtéwnie przez komorki prezentujace
antygen uktadu odpornosciowego, takie jak komoérki dendrytyczne (DC), makrofagi lub
limfocyty B, ale rowniez przez limfocyty T, komorki NK, komorki tuczne, neutrofile,
eozynofile, bazofile, komorki $rodblonka, komorki nabtonka grasicy, komorki migsni
gltadkich. Sa one takze produkowane przez komorki, ktore ulegly transformacji

nowotworowej [4].
1.2. Receptory nadrodziny TNF

Zidentyfikowano trzy grupy receptorow nadrodziny TNF (TNFRs) (Tabela 1).
Receptory TNFRs to w wiekszosci biatka transbtonowe typu I, ale niektére z nich maja
strukture biatek typu Il [4].
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Tabela 1 Podziat receptorow nadrodziny TNF [5,8-10].

Fas
TNF-R1
TRAIL-R1 (DR4) Zawieraja domeng $mierci (DD) w ogonie
TRAIL-R2 (DR5) cytoplazmatycznym.

DR3
DR6
TNF-R2
CD40
CD30
CD27
LTR
Ox40
4-1BB
BAFF-R
BCMA Zawierajg jeden lub wiecej Motywow
TACI Oddziatujacych z TRAF (TIM) w swoich
RANK ogonach cytoplazmatycznych.

p75NGFR

HVEM
TNFRSF18

TROY

EDAR

XEDAR

RELT

Fnl4

TRAIL-R3 (DcR1)

TRAIL-R4 (DcR2) Nie zawieraja funkcjonalnych domen
wabik-R3 wewnatrzkomorkowych.
osteoprotegeryna (OPG)

Receptory grupy 1 po zwigzaniu ligandu odpowiadaja gltownie za rekrutacje
wewnatrzkomorkowej domeny $mierci (FADD, ang. Fas Associated Death Domain), ktora

powoduje aktywacj¢ kaskady kaspaz i indukcj¢ apoptozy [11].

Receptory grupy 2, zawierajace jeden lub wiecej Motywow Oddziatujacych z TRAF
(TIM), odpowiadaja za rekrutacj¢ cztonkow rodziny TRAF i aktywacje wielu szlakow
transdukcji sygnatu: czynnika jgdrowego B (NF-«B), kinazy N-koncowej Jun (JNK), kinazy
p38, a takze szlaku zwigzanego z sygnalem zewnatrzkomérkowym kinazy (ERK) oraz
kinazy-3 fosfatydyloinozytolu (PI3K) [12].

Receptory grupy 3, nie zawierajace funkcjonalnych domen wewnatrzkomorkowych,
konkurujg z pozostatymi grupami receptoré6w o odpowiadajace im ligandy i dziatajg jako
blokery aktywacji wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnalizacyjnych [1].
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TNFR maja domeny zewnatrzkomorkowe charakteryzujace si¢ obecnoscig CRD, ktore
zazwyczaj zawieraja sze$¢ reszt cysteiny zaangazowanych w tworzenie trzech wigzan

dwusiarczkowych [1].

Podobnie jak w przypadku innych cytokin, w obrebie nadrodziny TNF wystepuja
rozpuszczalne formy receptora (STNFR). Rozpuszczalne TNFR s3 wytwarzane przez
obrobke proteolityczng lub alternatywne sktadanie. STNFRS wigza krazace czasteczki
TNFa, blokujgc wigzanie z receptorem blonowym, przez co ograniczajg jego dziatanie,

m. in. ttumig odpowiedz zapalna [13,14].
1.3. Biologiczna rola cztonkéw nadrodziny TNF

Znaczna wigkszo$¢ komorek organizmu wykazuje ekspresje receptoréw nadrodziny
TNF, a wiele z nich obecnos¢ rowniez ligandow. Kazda para receptor-ligand kontroluje
szeroki zakres aktywnosci zwigzanych z powstawaniem, dojrzewaniem, réznicowaniem,
proliferacja i funkcja wielu komorek organizmu. Szczegdlnie wazng rola tych czasteczek

jest wplyw na czas przezycia komorek, w tym rowniez komorek nowotworowych [15].

Przyktadem jest ligand FasL, ktory oddziatuje z transblonowym receptorem Fas (FasR)
na komorkach docelowych i indukuje apoptoze, m. in. komorek B, po zakonczonej
odpowiedzi immunologicznej [16]. Wykazano takze, ze ten sam ligand bierze rowniez udziat
w immunoregulacji i progresji nowotworéw. Komorki nowotworowe roéznego pochodzenia
stymulujg ekspresje FasL, indukujac w ten sposdb apoptoze limfocytow naciekajacych

nowotwor [17].

Najlepiej udokumentowang i kluczowa rolg ligandow z nadrodziny TNF jest udziat
w przewlektych chorobach zapalnych, poprzez indukcj¢ rozwoju i utrzymanie stanu
zapalnego, na drodze rekrutacji i aktywacji komorek zapalnych oraz stymulacj¢ uwalniania
biatek pro-zapalnych. Czasteczki TNF kontroluja ten proces takze poprzez szereg
antagonistycznych dziatan: indukujg $mier¢ zuzytych w procesie zapalnym komorek,
stymuluja wzrost 1 czas przezycia nowych komorek, niezbednych do odbudowy
uszkodzonych tkanek. Ponadto, wptywaja na komorki srodbtonka naczyn, prowadzac
z jednej strony do indukcji sygnalow prowadzacych do degradacji zniszczonych naczyn
wlosowatych, z drugiej za$ strony stymulujac proces angiogenezy w odbudowywanych
tkankach [18].

Biatka nadrodziny TNF biorg udziat rowniez w przebudowie tkanek w odpowiedzi na

uraz i petnig role m. in. w utrzymaniu homeostazy kosci, w ktorej kluczowa role odgrywaja
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osteoklasty, za co odpowiada m. in. czagsteczka RANKL (ang. Receptor activator of nuclear

factor kappa-g ligand) [19].

Czasteczki nadrodziny TNF wykazuja podwdjng role w rozwoju nowotworoéw. Czgsé
biatek tej nadrodziny bierze udzial w rozwoju nowotworéw, m. in. hamujac apoptoze
komorek nowotworowych czy stymulujac ich proliferacje (APRIL, BAFF, CD40L) [20,21].
Inne biatka, m. in. TNF-o, TWEAK, LIGHT, wykazujg dzialanie przeciwnowotworowe,
poprzez kontrole proliferacji, réznicowania oraz apoptozy komorek nowotworowych

[22-24].
2.  APRIL

Biatko APRIL (A proliferation-inducing ligand) jest cztonkiem nadrodziny TNF (tumor
necrosis factor), jego gen zlokalizowany jest na ludzkim chromosomie 17pl3 [25].
Czasteczka APRIL promuje proliferacje komoérek w  warunkach prawidtowych,
jak i w przebiegu réznych stanow patologicznych. Fizjologicznie, APRIL gromadzi si¢
w duzych ilosciach w szpiku, prowadzac do szybszego dojrzewania granulocytow i komorek

plazmatycznych oraz ich wyrzutu na obwod [20,26].
2.1. Struktura i wytwarzanie

APRIL jest homotrimerem, sktadajacym si¢ z trzech identycznych protomerdw,
zawierajacych 250 aminokwasow [27,28]. Opisano trzy alternatywne ,.splicingowe”
warianty transkryptu genu APRIL, kodujace rozne izoformy tej czasteczki:

e APRIL-8, zwigzany z blong, nierozszczepialny ludzki APRIL nie wigzacy si¢

z glikozaminoglikanami,
e APRIL-B, nie posiada pierwszej B-wstazki z domeny homologii (THD) (Ryc. 3);
e APRIL-y, ma skrocony C-koniec o cztery aminokwasy, ktore sa zastgpione przez
pojedynczg reszte, ta izoforma nie zostata doktadnie zbadana [29].
W sktad protomerow APRIL wchodzg dwie harmonijki beta:
e Wewngtrzna, ztozona z nici A, C, E, F i H, jest najbardziej trwala i zaangazowana
w taczenia trimeru

e Zewng¢trzna zlozona z nici B’, B, G, D, E, jest odstonigta na powierzchni czasteczki

[4]
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APRIL
monomer

Rycina 2 Struktura wstazkowa APRIL [29].
Na czarno zaznaczono fragmenty nie wystepujace w izoformach APRIL-y oraz APRIL-f.

Czasteczka APRIL wystepuje w dwoch formach: nieprzetworzonej o masie 30kDa
oraz przetworzonej 17kDa. Wydzielana na zewnatrz komoérki przetworzona posta¢ APRIL
jest biologicznie aktywna, a aktywno$¢ ta jest regulowana przez przetwarzanie
wewnatrzkomorkowe. APRIL jest przetwarzany wewnatrzkomérkowo bezposrednio przez
konwertaze furynowa w aparacie Golgiego poprzez cigcie diugiej formy w miejscu
wystepowania motywu bogatego w argining/lizyng (RKRR — ang. arginine/lysine-rich
motif), przy aminokwasach 101-104 [28].

Juz w szpiku kostnym komorki mieloidalne i ich prekursory wytwarzaja czasteczke
APRIL [26]. Jak w przypadku wielu innych ligandéw nadrodziny TNF, zdolnos¢ do syntezy
I uwalniania APRIL wykazuja liczne leukocyty: neutrofile, eozynofile, komorki
dendrytyczne, monocyty i makrofagi [26,30-32] oraz komoérki réznych tkanek, m. in.

komorki nabtonka migdatkow czy keratynocyty [33—-35].

Badania wykazaty, ze neutrofile byly gtownym zrodtem APRIL w obrgbie zakazonej
blony $luzowej jamy ustnej, natomiast w tkance niewykazujacej oznak zakazenia role te
pehity keratynocyty [35]. Neutrofile nie tylko wytwarzaja APRIL w odpowiedzi na
stymulacje, ale sg zdolne do konstytutywnego uwalniania tej czasteczki [36]. W przebiegu

chor6b nowotworowych istotnym zroédtem APRIL sg takze komorki nowotworowe[37].

15



Tabela 2 Zrodta APRIL w stanach fizjologicznych i patologicznych [38]

mieloblasty
promielocyty
mieloblasty
metamielocyty
neutrofile pateczkowate
eozynofile

neutrofile segmentowane
eozynofile

komérki dendrytyczne
monocyty | makrofagi
komorki nabtonka migdatkéw (keratynocyty)
GALT

keratynocyty

neutrofile

komorki nowotworowe
neutrofile

2.2. Receptory APRIL

Zidentyfikowano dwa receptory wiagzace APRIL: TACI (ang. Transmembrane activator
and CAML interactor) oraz BCMA (ang. B-cell maturation antygen). Oba receptory moga
wigza¢ zarbwno APRIL, jak i inne biatko nadrodziny TNF — BAFF (ang. B-cell activating
factor) [39]. APRIL nie wigze si¢ natomiast z receptorem swoistym dla BAFF - BAFF-R
[40]. APRIL wiaze si¢ silnie z BCMA i umiarkowanie z TACI [41]. U ludzi TACI ulega
ekspresji w komorkach B pamieci. Ekspresja BCMA jest ograniczona do plazmoblastow,
komorek plazmatycznych (PC) oraz komorek B pamieci [42]. TACI jest ztozonym
receptorem komorek B, ktory promuje zalezne i niezalezne od komorek T roéznicowanie
komorek B [43,44]. BCMA jest biatkiem transbtonowym typu III bez peptydu sygnatowego

i zawierajagcym domeny zewnatrzkomorkowe bogate w cysteing [45].

Charakterystyczng czasteczkg z, ktorg wigze si¢ APRIL jest HSPG (Proteoglikan
siarczanu heparanu), ktory jest biatkiem pozakomoérkowym (np. Perlecan, Agrin) lub
transbtonowym (tj. Syndekan-1-4, glipikan 1-6 lub CD44v3) [46]. Wydzielony APRIL tgczy
si¢ z HSPG poprzez jego podstawowy N-koncowy region. HSPG jest wyrazany przez wiele
komorek, m. in. plazmatyczne, zrebowe szpiku kostnego, $rodbtonka czy osteoblasty. HSPG
wystepuje takze na komdrkach nowotworowych. Stwierdzono jego obecnosé¢ na komoérkach
szpiczaka mnogiego (MM) i wielu innych komoérek nowotworowych m. in. raka piersi,

trzustki czy glejaka [47-51].
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Wykazano, ze do swojej aktywnosci czgsteczka APRIL wymaga usieciowania. APRIL,
sieciowany z proteoglikanami zwigzanymi z komorkami docelowymi lub macierza, z racji
miejsca wigzania heparansulfanu, moze uzyska¢ podobng aktywnos$¢, jak ta przy wigzaniu
Z btong prawidtowych komorek [52]. Po zwigzaniu z heparyng APRIL swobodnie wchodzi
w interakcje z BCMA. Zatem prawidlowe pozycjonowanie przez HSPG jest mozliwym
modelem wigzania APRIL z komodrkami nowotworowymi [53]. Badania wykazaly, ze
interakcja APRIL z N-koncowa cze$cig HSPG jest blokowana przez heparyne, co sugeruje,
ze moze oOna by¢ uzyteczna w blokowaniu wigzania APRIL z powierzchniowym

proteoglikanem HS na komorkach nowotworowych [53,54].

Complex

Rycina 3 Trimer APRIL i monomer BCMA przed i po zwigzaniu [29].

2.3. Szlaki sygnalizacyjne indukowane przez APRIL

Kluczowymi szlakami indukowanymi przez APRIL sg te prowadzace do przezycia
komorek plazmatycznych (PC) w szpiku kostnym. Komoérki plazmatyczne maja dwa
receptory dla APRIL i BAFF, a mianowicie TACI i BCMA [55]. Sygnalizacja BCMA ma

kluczowe znaczenie dla przezycia PC w szpiku kostnym [56].

Przezycie komorek plazmatycznych w szpiku zalezy réwniez od sygnalizacji
PI3K. Sygnalizacja PI3K jest indukowana w PC przez bezposredni kontakt z komérkami
zrgbowymi i prowadzi do inaktywacji czynnika transkrypcyjnego Forkhead-Box-Protein
01/3 (FoxO1/3), ktory jest niezbedny do przezycia PC. Przezycie PC zalezy rowniez od
czynnika jadrowego kB (NF-kB), ktory jest indukowany przez APRIL. Dodatkowo,
W obecnosci komorek zrebowych szpiku, APRIL znaczaco hamuje aktywacje kaspazy-12,

ale nie kaspaz 31 7 [57].

Jeden z najlepiej zbadanych mechanizmow sygnalizacji za posrednictwem HSPG jest
zwigzany z dzialaniem cztonkoéw rodziny czynnika wzrostu fibroblastow (FGF) i ich

receptorow (FGFR). W zalezno$ci od rodzaju guza, regulowane przez HSPG wigzanie FGF
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1 dimeryzacja receptora wyzwalajg aktywacje czterech gtownych szlakow sygnatowych:
PI3K/Akt (kinaza-3 fosfatydyloinozytolu/kinaza biatkkowa B), MAPK/ERK (kinaza
biatkowa aktywowana mitogenem/kinaza regulowana sygnalem zewnatrzkomorkowym),
JAK/STAT (kinaza janusowa/przetwornik sygnatu i aktywator transkrypcji), Rho/PKC (Rho
GTPaza/kinaza biatkowa C). Powszechnie, kaskada sygnalizacyjna MAPK/ERK
aktywowana przez FGF bierze udzial we wzroscie iro6znicowaniu komorek, kaskada
sygnalizacyjna PISK/AKT w przezyciu komorek i okreslaniu ich losu, a PKC w polaryzacji
komorek [58].

TGF-B VEGF FGF HGF HB-EGF IGF-1 ECM
L JSO2N L N L SO2N L 22N &~ L 22N L\
A~ NN -~ o
AN AN A A AN Integrin

HSPG

RN

SMAD PI3K/AKT PI3K/AKT PI3K/AKT PI3K/AKT PI3K/AKT
PI3K/AKT MAPK/ERK MAPK/ERK | |MAPK/ERK | |MAPK/ERK
MAPK/ERK JAK/STAT STAT PKC
JAK/STAT Rho/PKC
Bhe Signaling

'

Transcription

Tumor growth
Invasion
Metastasis

Rycina 4 Szlaki sygnatowe indukowane przez interakcje miedzy HSPG, czynnikami
wzrostu i receptorami, prowadzace do rozwoju i progresji guza [58].

2.4. Fizjologiczna rola APRIL

APRIL w warunkach fizjologicznych reguluje wzrost, dojrzewanie, réznicowanie
I przezycie komorek B. APRIL po potaczeniu si¢ z TACI promuje réznicowanie limfocytow
B do komorek plazmatycznych oraz ich przezycie. [59] [60-63]. TACI wystepuje w dwoch
formach, dtugiej 1 krotkiej - pozbawionej pierwszej domeny wigzacej ligand. APRIL
preferencyjnie wiaze krotka izoforme, ktora jest bardziej skuteczna w indukowaniu
aktywacji czynnika NF-xB, powodujac rdéznicowanie limfocytow B do komorek

plazmatycznych oraz translokacje jadrowa p65 [64—66].
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Udowodniono, ze czgsteczka APRIL uczestniczy w procesie przetaczania klas
przeciwcial w komoérkach B. Stwierdzono, ze bierze udziat w regulowanym przez iNOS
procesie przetaczenia klasy IgA, niezaleznym od limfocytéw T [67]. Ponadto dowiedziono,
ze niezalezne od komorek T, przetaczanie klas na IgG i IgA moze by¢ inicjowane przez
komorki dendrytyczne oraz makrofagi z wykorzystaniem APRIL. Potwierdzono takze, ze
wydzielana przez komorki dendrytyczne czasteczka APRIL indukuje przetaczanie klas

w limfocytach B z pominigciem udziatu czasteczki CD40 [68].

APRIL w szpiku kostnym jest zatrzymywany przez otaczajace go tkanki i za
posrednictwem HSPG nie ulega retencji. W szpiku gromadzi si¢ w duzych ilosciach,
prowadzac do, wczesniej juz wspomnianego, szybszego dojrzewania komorek oraz ich
wyrzutu na obwod [20,26]. APRIL wydzielany przez komoérki zrebowe szpiku kostnego
I jego interakcja z HSPG na powierzchni plazmoblastow jest niezbedna do indukcji procesu

ich r6znicowania [69].
2.5. APRIL w réznych stanach patologii

APRIL bierze udzial w patogenezie wielu stanow chorobowych. Dotyczy to m. in.
nefropatii IgA (IgAN). Wsrod czynnikow zaangazowanych w patogeneze nefropatii 1gA,
nieprawidlowa odpornos¢ blony §luzowej Inicjuje rozwoéj choroby. APRIL jest
zaangazowany w nieprawidtowa odporno$¢ btony §luzowej poprzez niezalezng od komorek
T produkcje IgA przez limfocyty B oraz zmiang klasy przeciwcial IgAl na IgA2 [70].
W nefropatii IgA, APRIL razem z IL-6 odpowiada za zwigkszong syntez¢ Gd-1gAl (IgAl
z niedoborem galaktozy) [71]. Ponadto, szlaki APRIL i IL-6 niezaleznie posrednicza
w nadprodukcji Gd-1gAl indukowanej przez TLR9 (Toll-Like receptor 9), co dodatkowo
nasila uszkodzenie nerek w IgAN. Zaobserwowano, ze u pacjentow z IgAN komorki
jednojadrzaste migdatkow wytwarzaja znaczaco wiecej APRIL w stosunku do pacjentow
bez IgAN, a mRNA APRIL jest wykrywalne w monocytach, makrofagach i DC po
stymulacji interferonem-y (IFN-y) [72].

Udowodniono, ze APRIL wraz z BAFF reguluja proces autoimmunizacji poprzez wptyw
na przezycie i rdéznicowanie limfocytow B oraz ekspansje pomocniczych limfocytow
pecherzykowych T (Tfh) [73]. Stwierdzono wzrost stgzenia APRIL w surowicy pacjentow
z toczniem rumieniowatym uktadowym (SLE, ang. systemic lupus erythematosus) i dodatnia
korelacj¢ z aktywnoscia choroby i markerami serologicznymi, takimi jak poziomy
przeciwcial anty-dSDNA [74]. Os APRIL/TACI jest kluczowa w rozwoju tocznia
uktadowego, poniewaz badania wykazaty, ze produkcja autoreaktywnych limfocytow B
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byta znacznie zmniejszona kiedy wystepowat brak obu biatek [75]. Oprocz biatka APRIL
wykazano rowniez zwigzek migdzy SLE a polimorfizmem w kodonie 67 genu APRIL
[76,77]. Ponadto, w przypadku toczniowego zapalenia nerek (LN) podwyzszone poziomy
APRIL w surowicy korelowaty z nasileniem proliferacyjnego zapalenia nerek. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze zastosowanie blokady BAFF i APRIL moze by¢ przydatne w leczeniu

toczniowego zapalenia nerek [78].

Szczegdlnie wazng role czasteczka APRIL wykazuje w procesie nowotworowym.
Komorki nowotworowe nie wykazuja ekspresji TACI oraz BCMA [39,40]. APRIL na
powierzchni komoérek nowotworowych, jak rowniez w macierzy pozakomorkowej (ECM)
wigze si¢ z proteoglikanami siarczanu heparanu (HSPG). Bezposrednie wigzanie si¢
z komorkami nowotworowymi za pomocg HSPG obserwowano w doswiadczeniach in vitro
oraz potwierdzono w nowotworach in situ, co wskazywato na potencjalng role interakcji
HSPG/APRIL w rozwoju nowotwordéw (Rycina 5) [40].
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Rycina 5 Udziat HSPG w reakcji APRIL-komorka nowotworowa [38].

Neutrofile obecne w obrebie guza, uwalniaja nieaktywny APRIL. Niezwigzany, trimeryczny APRIL
wigze si¢ z tancuchem siarczanu heparanu HSPG i zostaje zaktywowany. Inaczej niz w nowotworach
krwi i chloniakach, w guzach litych, HSPG pozostaja na powierzchni komorki, a ich rdzen
polipeptydowy bezposrednio przekazuje sygnaty do wngtrza komorki.

Szereg badan potwierdzito ekspresje czasteczki APRIL w tkankach nowotworowych
réznego pochodzenia oraz w komodrkach towarzyszacych, obecnych w mikrosrodowisku

guza (Tabela3).
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Tabela 3 Poziomy ekspresji APRIL w roznych jednostkach chorobowych [38].

Neutrofile bez stymulacji +

Neutrofile kohodowane z komorkami

raka piersi AN

Komorki linii: MDA-MB468 +++

Komorki linii: MDA-MB231 +

Komorki linii: T47D ++

Komorki linii: MCF7 +

Komorki raka zotagdka +++/++/+

Komorki zdrowej tkanki +/-

Tkanka guza +++ (52/50% probek)
Komorki nowotworowe ++(30% probek)
Tkanka guza +++ (51/52% probek)
Komorki nowotworowe ++(13% probek)
Tkanka guza +++ (53/55% probek)
Komorki nowotworowe ++(36% probek)
Komorki nowotworowe +++ (42,7% probek)
AL
Komorki nabtonka pecherzykowego +

Leukocyty (komorki B, makrofagi +

pecherzykowe i neutrofile)

Komorki nabtonka pecherzykowego ++

Leukocyty (komorki B, makrofagi

pecherzykowe i neutrofile) i

Komorki nabtonka pecherzykowego +++

Leukocyty (korpérki B, makrofagi t

pecherzykowe i neutrofile)

Tkanka guza +++

Neutrofile u chorych w stadium 1/11 +++

Neutrofile u chorych w stadium HI/IV | +++
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3. Apoptoza komoérek nowotworowych

Terminu ,,apoptoza” uzywa si¢ do opisania sytuacji, w ktorej komodrka po otrzymaniu
okreslonych bodzcéw aktywnie zmierza ku $mierci [79]. Po raz pierwszy apoptoza zostata
opisana przez Kerrai wsp. w latach 70-tych i pozostaje jednym z najczesciej badanych
procesoéw biologii komorek. Zjawisko to obejmuje zmiany morfologiczne w komorce takie
jak fragmentacja DNA, pyknoza jadra, kondensacja chromatyny, ekspozycja
fosfatydyloseryny na powierzchni btony komoérkowej, uwypuklenie blony komodrkowej

i formowanie ciatek apoptotycznych [80].

Apoptoza umozliwia organizmom eliminacj¢ zb¢dnych lub uszkodzonych komorek,
odgrywajac wazng role w homeostazie tkanek przez cate zycie. Nieprawidtowa regulacja
apoptozy przyczynia si¢ do wielu chorob, w tym chorob nowotworowych,
autoimmunizacyjnych i neurodegeneracyjnych. Rézne rodzaje stresu komorkowego, na
przyktad uszkodzenie DNA lub pozbawienie czynnika wzrostu, moga wywotaé
apoptotyczng eliminacje komorek [81].

W latach 80-tych, wraz z odkryciem fragmentacji DNA w komorkach limfoidalnych,
a nastepnie w nowotworach poddawanych chemioterapii, indukcja apoptozy stata si¢ celem
terapii przeciwnowotworowej [82]. Zmniejszona apoptoza lub jej zahamowanie odgrywa
istotng role w karcynogenezie. Istnieje wiele sposobow, dzigki ktérym komorka
nowotworowa moze hamowac¢ proces swojej apoptozy, a mechanizmy te mozna podzieli¢

na:

e zaklocenie roéwnowagi pomiedzy biatkami pro-apoptotycznymi i anty-
apoptotycznymi,
e zmniejszenie funkcji kaspaz,

e uposledzenie sygnalizacji receptorow $mierci [83].
W zaleznosci od czynnika inicjujacego, apoptoza moze przebiega¢ szlakiem
wewnatrzkomorkowym (receptorowym) lub wewnatrzkomérkowym (mitochondrialnym).

3.1. Szlak receptorowy (zewnatrzkomorkowy)

Zewnatrzkomérkowa S$ciezka apoptozy, rozpoczyna si¢, gdy ligandy wiaza si¢
z odpowiednim receptorem $mierci. Najbardziej znanymi receptorami $mierci sg receptor
TNF typu 1 (TNFR1) i receptor Fas (FasR, CD95), wigzace odpowiednie ligandy: TNF-a
i FasL [84].
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Z poznanych receptoréw nadrodziny TNF, osiem zawiera tzw. domen¢ $mierci (DD,
ang. Death Domain) w cytosolu. Receptory zawierajace DD wykorzystujg aktywacje kaspaz
jako mechanizm sygnalizacyjny [85].

Wigzanie ligandu FasL z FasR powoduje zwigzanie biatka adaptorowego FADD (ang.
Fas Associated Death Domain), natomiast wigzanie ligandu TNFa z receptorem TNFR
powoduje zwigzanie biatka adaptacyjnego TRADD (ang. Tumor necrosis factor Receptor
type 1-Associated Death Domain) oraz rekrutacj¢ biatek adaptorowych FADD i RIP (ang.
Receptor-Interacting Protein). Nastepnie FADD laczy si¢ z prokaspaza-8 poprzez
dimeryzacj¢ domeny efektora $mierci. W tym momencie powstaje wywotujacy $mieré
kompleks sygnatowy (DISC, ang. Death-Inducting Signaling Complex), ktory powoduje
autokatalityczng aktywacj¢ prokaspazy-8. Aktywowana posta¢ kaspazy-8 jest kaspaza

inicjatorowa, ktora inicjuje apoptoze przez rozszczepianie innych kaspaz [86].

Innymi przyktadami receptorow $mierci s3 DR3, DR4, DRS, DR6, receptor
ektodysplazyny A (EDAR) i receptor czynnika wzrostu nerwoéw (NGFR). Receptory te
posiadaja domene $mierci, a gdy sa aktywowane przez sygnat $mierci, pewna liczba
czasteczek ulega rekrutacji do domeny $mierci, co powoduje aktywacje kaskady

sygnalizacyjnej [85].
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Rycina 6 Zewng¢trzne (ang. extrinsic) i wewnetrzne (ang. intrinsic) szlaki apoptozy oraz inne
formy $mierci komorki, takie jak nekroza, nekroptoza czy autofagia [87].
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3.2. Kaspazy

Zidentyfikowano dotychczas trzy grupy kaspaz [88]:

Kaspazy zapalne (zwigzane z kaspaza 1) (np. kaspazy-1, -4, -5, -13 i -14),
zaangazowane w przetwarzanie cytokin podczas procesow zapalnych;
kaspazy inicjatorowe (np. kaspazy-2, -8, -9 i -10), ktore sg odpowiedzialne za
inicjacje szlaku apoptozy. Kazda z nich ma dtuga prodomeng, ktora koduje motyw
interakcji  bialko-biatko, uzywany do ulatwienia dimeryzacji domen
katalitycznych. Motywy te obejmuja domeng rekrutacji kaspazy (CARD, ang.
caspase recruitment domain) w kaspazie-2 i kaspazie-9 oraz domeng efektorowa
$mierci (DED, ang. death effector domain), znajdujaca si¢ w prodomenach
kaspazy-8 i kaspazy-10. Powyzsze domeny umozliwiaja przylaczenie kaspaz
inicjatorowych do kompleksu sygnalizacyjnego indukujgcego $mieré (DISC), co
prowadzi do autoaktywacji kaspaz i indukcji apoptozy [89,90].
kaspazy efektorowe (kaspazy-3, -6 i -7), sg odpowiedzialne za rozszczepianie
sktadnikow komoérkowych podczas apoptozy. Kaspazy nalezace do tej grupy maja
wspolng krotka prodomen¢ sktadajacg sie z 20-30 reszt, w ktorej brakuje
okreslonego motywu lub miejsca interakcji biatek. Wywotuja faze egzekucji
apoptozy poprzez rozszczepianie wielu roznych bialek  strukturalnych
I regulatorowych, ktore wylaczaja funkcje komorki i przyczyniaja si¢ do
powstawania morfologicznych cech apoptozy [88,91].
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M Large subunit
Apoptosis B CARD

M DED

Initiator Executioner Inflammation

Caspase 8 I I I
Caspase 10 NN NN D

Caspase 2 NN DN
Caspase 3
Caspase 6
Caspase 7 I

Caspase 1 I I NN

Caspase 4 N Y

Caspase 5 N NN

Caspase 14 I

Caspase 9 I
Caspase 12-L Iy I

Caspase 12-S mm

g

Rycina 7 Struktura domen ludzkich kaspaz [92].
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3.3. Szlak mitochondrialny (wewnatrzpochodny)

Szlak wewnatrzpochodny jest inicjowany przez wewnetrzne bodzce, takie jak
nieodwracalne uszkodzenia genetyczne, niedotlenienie, ekstremalnie wysokie st¢zenia
cytozolowego Ca ?*, silny stres oksydacyjny lub niedobér czynnikéw wzrostu. Niezaleznie
od bodzcow, szlak ten jest wynikiem zwigkszonej przepuszczalnosci mitochondriow
I uwalniania do cytoplazmy czasteczek pro-apoptotycznych, takich jak cytochrom-c
[93]. Szlak ten jest $cisle regulowany przez grupg bialek nalezacych do nadrodziny Bcl-2,
nazwang tak od genu BCL2. Cechg charakterystyczng biatek Bcl-2 s3 domeny homologiczne
(BH) w ich strukturze: BH1, BH2, BH3 i BH4 [94].

Biatka Bcl-2 ze wzgledu na obecno$¢ domen homologicznych oraz funkcje zostaty

sklasyfikowane w 3 grupach:

Tabela 4 Biatka nadrodziny Bcl-2 [95,96].

Bcl-2 e domeny BH (BH1-BH4)
Bel-X. e region transblonowy
Bcl-W wigzacy biatka Wiazanie bialek rodziny Bax
Bcl-B z zewngtrzna btong w celu zachowania ciagto$ci
Mcl-1 mitochondrialng (MBR, btony mitochondrialnej.

ang. Membrane Binding
A-1 .

Region)
Bax Wolne biatka wiaza i
Bak * domeny BH (BH1-BH4) Z blong mitochce)}dar}ialn;,
Bok tworzac w niej pory.
Bad Bezposrednie wigzanie
Bid i aktywacja bialek Bax i Bak.
Bim
Bik e domena BH3 Wigzanie i aktywacja bialek
Bmf anty-apoptotycznych Bcl-2,
Hrk aby te mnie hamowaly
Noxa dziatania biatek podrodziny
Puma Bax.

Dwa modele wyjasniajg aktywacj¢ Bak/Bax poprzez interakcje cztonkdéw nadrodziny
biatek Bcl-2: model aktywacji bezposredniej i model aktywacji posrednie;.

W modelu posrednim aktywacja Bax/Bak wystepuje tylko wtedy, gdy bialka
zawierajace tylko BH3 wigzg si¢ i hamuja wszystkie anty-apoptotyczne biatka nadrodziny
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Bcl-2 [97]. Domena BH3 znajdujgca si¢ na biatkach BH3-only zawiera a-helisg, ktora
wchodzi w interakcj¢ z hydrofobowa kieszenia domen BHI1, 2 i 3 bialek anty-
apoptotycznych, prowadzac do ich inaktywacji i uwolnienia pro-apoptotycznych Bax/Bak.
Biatka Bim, Bid iPuma wigzg wszystkie biatka anty-apoptotyczne z wysokim
powinowactwem i sg silnymi induktorami apoptozy, natomiast Bad 1 Noxa, ktore tacza si¢

tylko z kilkoma biatkami anty-apoptotycznymi, sga stabymi induktorami [98].

W modelu bezposrednim biatka zawierajgce tylko BH3 mogg bezposrednio
aktywowa¢ efektory pro-apoptotyczne Bax/Bak pod nieobecnos¢ elementéw anty-
apoptotycznych [99]. Niektorzy cztonkowie BH3-only (Bid, Bim i Puma) sg aktywatorami,
zdolnymi do bezposredniej interakcji z Bax/Bak 1 wywotania ich zmian konformacyjnych,
ktore prowadza do ich aktywacji. Natomiast inne biatka tej grupy (Bad, Noxa, Bik i Puma)
sg klasyfikowane jako uczulajace. Dzialajg w celu sekwestracji bialek anty-apoptotycznych
(Bcl-2, Bel-xL i Mcl-1), a tym samym hamuja ich zdolno$¢ do ttumienia aktywacji Bax/Bak
[100].

NN

BH3
K only
o '
Q;\é‘ o~ Bad, Noxa
Qe i
Bik, Puma
Apoptosis

 Bax e /
\| Bax —I— '1.

o G
Ytog
Bax of
Mitochondrial Membrane I
° :'..
° ©

Cytochromec

Rycina 8 Bezposrednia i posrednia aktywacja wewnetrznego szlaku apoptozy [101].

Podczas, gdy biatka anty-apoptotyczne regulujg apoptoz¢ poprzez blokowanie
mitochondrialnego uwalniania cytochromu-c, biatka pro-apoptotyczne dziataja poprzez
promowanie jego uwalniania. ROwnowaga miedzy biatkami pro- i anty-apoptotycznymi lub
jej zaburzenie determinuje zainicjowanie procesu apoptozy [102].
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Innymi  czynnikami  apoptotycznymi, uwalniajgcymi si¢ z  przestrzeni
migdzyblonowe] mitochondriow do cytoplazmy sg m. in. czynnik indukujacy apoptoze
(AIF), drugi aktywator kaspazy pochodzacy z mitochondridow, biatko bezposrednio wigzace
IAP 0 niskim pl (Smac/DIABLO) i Omi/HtrA2 (biatko wymagajace wysokiej temperatury
A). Cytoplazmatyczne uwalnianie cytochromu c¢ aktywuje kaspaze¢-3 poprzez tworzenie
kompleksu znanego jako apoptosom, ktory sktada si¢ z cytochromu c, Apaf-1 i kaspazy-
9. Z drugiej strony Smac/DIABLO lub Omi/HtrA2 promuje aktywacj¢ kaspazy poprzez
wigzanie si¢ z inhibitorem biatek apoptozy (IAP), co z kolei prowadzi do zakldcenia

interakcji IAP z kaspazg-3 lub -9 [103].
4.  Proliferacja komérek nowotworowych

Komoérki nowotworowe maja zdolno$¢ do przezywania ponad normalng,
zaprogramowang dlugo$¢ zycia cechujac si¢ nieprawidtowa, zwigkszona proliferacja.
Wzrost prawidtowych komorek jest $cisle regulowany m. in. przez czynniki wzrostu
I hormony, podczas gdy w komorkach nowotworowych dochodzi do szeregu zmian
w szlakach sygnatowych, co powoduje utrate regulacji wzrostu komorki i sprzyja

niekontrolowanej proliferacji [104].
4.1. Metabolizm komorek nowotworowych

W 1924 r. Otto Warburga jako pierwszy zaobserwowal, ze komoérki nowotworowe
metabolizuja glukoze w sposob inny niz komorki w prawidtowych tkankach [105]. Mutacje
onkogenne moga skutkowaé pobieraniem sktadnikow odzywczych, zwlaszcza glukozy,
ktére spetniaja lub przekraczaja wymagania bioenergetyczne wzrostu 1 proliferacji
komorek. W przeciwienstwie do wigkszosci prawidtowych tkanek, komorki nowotworowe
maja tendencje do metabolizmu glukozy do mleczanu, nawet w obecnosci wystarczajacej

ilosci tlenu dla podtrzymania mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej [106].

Dodatkowo lub alternatywnie komoérki nowotworowe wykorzystuja zwigkszone
ilosci glukozy jako Zrodta wegla dla reakcji anabolicznych. Chociaz zjawisko Warburga nie
ma uniwersalnego zastosowania do wszystkich nowotworow [107], zwigkszony wychwyt
glukozy jest na tyle powszechny, ze wykorzystuje si¢ go do obrazowania raka metoda

pozytronowej tomografii emisyjnej (PET) [108].

Istnieje kilka powodow, dla ktorych zwigkszony wychwyt glukozy do
glikolitycznego wytwarzania ATP lub reakcji anabolicznych stanowi zalete dla wzrostu guza

[106,109-111]:
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1. Kwasy wodorowgglanowy 1 mlekowy, wytwarzane przez komorki nowotworowe,
warunkuja srodowisko komoérkowe, ktore sprzyja inwazji nowotworu oraz ttumieniu

przeciwnowotworowych mechanizméw immunologicznych.

2. W warunkach glikolizy tlenowej komoérki moga zy¢é w warunkach zmiennego
ci$nienia tlenu, co byloby zabdjcze dla komorek, ktore korzystaja z fosforylacji

oksydacyjnej.

3. Komorki nowotworowe wykorzystuja produkty posrednie szlaku glikolitycznego do

reakcji anabolicznych m. in. syntezy alaniny i jablczanu.

4. Glukoza moze by¢ metabolizowana poprzez szlak pentozofosforanowy (PPP),
w celu wytworzenia fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH),
ato zapewnia obrong antyoksydacyjng komorki przed niekorzystnym dziataniem

mikro$rodowiska i srodkow chemioterapeutycznych.

Differentiated tissue Proliferative Tumor
- | tissue
= - X2y or @
+0 -0 o
i/ \ 2 +1-0,
Glucose Glucose Glucose
0, Pyruvate i O, Pyruvate
Pyruvate 5%/ \85%
\ m'(_r 'f(@
Laclate il [ Nilie Lactate
Lactate
CO,
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
-36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose -4 mol ATP/mol glucose

Rycina 9 Schematyczne przedstawienie r6znic migdzy fosforylacja oksydacyjna, glikoliza
beztlenowa i glikoliza tlenowg (efekt Warburga) [112].

4.2. Czynniki wplywajace na proliferacj¢e komorek nowotworowych

Komoérki nowotworowe angazuja rozne szlaki metaboliczne w celu wspierania
szybkiej proliferacji. Mutacje, ktore prowadza do nieprawidtowej aktywacji szlakow, takich
jak Ras i kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI13K), ktore z kolei aktywuja kolejne kinazy, w tym

MEK/ERK, AKT i mTOR, naleza do najczgstszych zmian w ludzkich komorkach
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nowotworowych. Aktywacja szlaku PI3K uzaleznia komoérki od wysokiego poziomu
glukozy. Mate czasteczki, ktore zaktocaja sygnalizacje PI3K, prowadza do zmniejszenia

wychwytu glukozy przez guzy, co koreluje z regresja guza [113,114].

Innym czynnikiem regulujacym metabolizm glukozy jest czynnik transkrypcyjny
MYC (protoonkogen), ktorego ekspresja czgsto ulega zwigkszeniu w nowotworach. MYC
stymuluje metabolizm glukozy i glutaminy oraz koordynuje anaboliczne programy ekspresji
gendéw zaangazowanych w metabolizm glutaminy [115]. Podobnie, utrata p53, skutkuje
konstytutywnym przejsciem od katabolizmu sktadnikéw odzywczych do anabolizmu

I zwigkszona glikoliza [116].

Nasilong glikoliz¢ powoduje takze czynnik indukowany hipoksja 1 (HIF1), ktory jest
czesto aktywowany przez kombinacje czynnikéw genetycznych i $rodowiskowych

w r6znych nowotworach [117].
5. Rak plaskonablonkowy glowy i szyi (HNSCC)

Raki ptaskonablonkowe glowy i szyi (HNSCC) sa szostym najczescie] wystepujacym
rakiem na §wiecie, z 890 000 nowych przypadkow i 450 000 zgonow w 2018 roku [118].
Mgzczyzni wykazujg 2—4-krotnie wigksze ryzyko rozwoju HNSCC niz kobiety. HNSCC
rozwijajg si¢ z nabtonka blony §luzowej jamy ustnej, gardla i krtani, i sg najczgstszymi
nowotworami ztosliwymi glowy i szyi [119]. Obcigzenie HNSCC rdzni si¢ w zaleznosci od
kraju/regionu i jest gtownie skorelowane z narazeniem na czynniki rakotworcze pochodzace
z tytoniu oraz nadmiernym spozyciem alkoholu. Jako inna przyczyng nowotworow jamy
ustnej i gardla wskazuje si¢ wczeSniejszg infekcje onkogennymi Sszczepami wirusa
brodawczaka ludzkiego (HPV), gtownie HPV-16 oraz w mniejszym stopniu HPV-18
I innymi szczepami [120]. Mediana wieku rozpoznania HNSCC niezwigzanego z wirusem
HPV wynosi 66 lat, podczas gdy mediana wieku rozpoznania raka jamy ustnej i gardia
zwigzanego z HPV — 53lata, a raka nosogardzieli zwigzanego z wirusem Epstein-Barr (EBV)

~ 50 lat [121,122].

30



Tabela 5 Charakterystyka HPV-dodatniego i negatywnego HNSCC [123].

Wzrastajaca

Malejaca

Przewaza w czes$ci ustnej
gardia

Rozny

U o0s6b mtodszych

U os6b starszych

Bardziej rozpowszechnione u

Mniej rozpowszechnione u

ludzi rasy biatej ludzi rasy biatej
Wyzszy Nizszy

Stabo powigzany Mocno powigzany
Lepsza Gorsza
Powigzany Niepowigzany
Wyzsza Nizsza

Czesciej Rzadziej

FGFR3, E2F1, TRAF3

TP53, CDKNZ2A, MYC,
CCND1

Lepsze

Gorsze

Histologicznie progresja komorki do inwazyjnego HNSCC nastepuje przez kolejne

etapy: hiperplazje komorek nabtonka, dysplazje (fagodng, umiarkowana i cigzka),

raka in situ i ostatecznie raka inwazyjnego [124].

Normal mucosa Hyperplasia

Invasive carcinoma

Dysplasia

Rycina 10 Progresja HNSCC [124].




U wigkszosci pacjentow, u ktorych zdiagnozowano HNSCC, nie wystepowata
wczesniejsza zmiana przednowotworowa. HNSCC ma charakter heterogenny, komorka
pierwotna nowotworu zalezy od lokalizacji anatomicznej i czynnika etiologicznego (czynnik
rakotworczy lub wirus) [125]. Doroste komorki macierzyste lub progenitorowe sg
prawdopodobnymi kandydatami na komorke zapoczatkowujgcg zmiany nowotworowe,
przeksztalcajac  si¢, po transformacji onkogennej, do nowotworowych komorek

macierzystych (CSC) o wlasciwosciach samoodnawiania i pluripotencji [123].

Biomarkerami molekularnymi dla komorek CSC, ktéore majg znaczenie
prognostyczne s3: CD44, CD133 i ALDH1 [126]. CD44 jest receptorem powierzchniowym
komorki dla kwasu hialuronowego 1 metaloproteinaz macierzy (MMP), ktory bierze udziat
w interakcjach migdzykomoérkowych i1 migracji komoérek. Komorki HNSCC z wysokimi
poziomami CD44 s3 zdolne do samoodnawiania, a poziomy CD44 w guzach HNSCC sa
zwigzane z przerzutami i ztym rokowaniem [127]. Podobnie, zwigkszone poziomy biatka
przenikajacego przez btong CD133 s3 zwigzane z inwazyjnoscig i przerzutami HNSCC.
ALDHI to wewnatrzkomoérkowy enzym, ktéry przeksztatca retinol w kwas retinowy, jest
markerem zarowno prawidtowych komorek macierzystych, jak i CSC. Wysokie poziomy
ekspresji  lub aktywnosci ALDHI1 sa zwigzane z samoodnawianiem, inwazjg

I powstawaniem przerzutéw [126,128].

Jednym z istotnych oddziatywan cztonkéw nadrodziny TNF u pacjentow z HNSCC
jest czasteczka OX40, ktora ulega silnej ekspresji w limfocytach naciekajgcych nowotwor,
co prowadzi do thumienia odpowiedzi ze strony mikrosrodowiska immunologicznego guza
[129]. Inne badanie wykazato, ze TNF-a sprzyja inwazji i przerzutom poprzez szlak NF-xB
w raku ptaskonablonkowym jamy ustnej [130]. Jednak wzorce ekspresji i funkcje rodziny
TNF w HNSCC wymagaja dalszej poszerzonej analizy.

W odniesieniu do nablonkowych nowotwordéw narzadéw glowy i szyi stosuje si¢

klasyfikacj¢ zaawansowania klinicznego (TNM, tumor-node-metastasis).
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Tabela 6 Klasyfikacja stopnia klinicznego zaawansowania rakéw ptaskonabtonkowych
glowy i szyi na wardze i w jamie ustnej (UICC TNM 8 z 2017 roku) [131].

TX — guz pierwotny nie moze by¢ oceniony

TO — brak klinicznych cech guza pierwotnego

Tis — rak in situ

T1— guz, ktdrego najwigkszy wymiar nie przekracza 2 cm, naciekajacy na glteboko$¢ nie
wiekszg niz 5 mm

T2 — guz, ktoérego najwickszy wymiar nie przekracza 2 cm, naciekajacy na glebokos¢
wickszg niz 5 mm, ale nie wigkszg niz 10 mm, lub guz, ktérego najwigkszy wymiar
przekracza 2 cm, ale nie przekracza 4 cm, naciekajacy na glgbokos$¢ nie wieksza niz 10
mm

T3 — guz, ktéorego najwigkszy wymiar jest wigkszy niz 4 cm lub naciekajacy na
glebokos$¢ nie wicksza niz 10 mm

T4a — Warga: guz nacicka warstwe korowa kosci, nerw zegbodotowy dolny, dno jamy
ustnej lub skorg (brodki badz nosa)

T4a — Jama ustna: guz nacieka warstwe korowa zuchwy lub nacieka zatoke szczekowsa
lub skore twarzy

T4b — Warga i jama ustna: guz nacieka przestrzen zwaczy, wyrostki skrzydtowe lub
podstawe czaszki, lub obejmuje tetnice szyjng wewnetrzng

Ocena wezléw chlonnych szyi — cecha N

Nx — regionalne wezty chtonne nie moga by¢ ocenione

NO — brak przerzutéw do regionalnych weztéw chionnych

N1 — przerzut w pojedynczym wezle chlonnym po stronie guza. Najwiekszy wymiar
przerzutu nie przekracza 3 cm. Bez naciekania poza torebke wezta.

N2 — przerzuty opisane nastgpujaco:

N2a — przerzut w pojedynczym wezle chlonnym po stronie guza. Najwigkszy wymiar
przerzutu jest wickszy niz 3 cm, ale nie przekracza 6 cm. Bez naciekania poza torebke
wezla.

N2b — przerzuty w wielu weztach chtonnych po stronie guza. Najwigkszy wymiar
zadnego z przerzutéw nie przekracza 6 cm. Bez naciekania poza torebke wezta.

N2c — przerzuty w weztach chtonnych obustronnie lub przerzuty w weztach chtonnych
po stronie przeciwnej do guza. Najwigkszy wymiar zadnego z przerzutow nie przekracza
6 cm. Bez naciekania poza torebke wezla.

N3a — przerzut w wezle chtonnym. Najwigkszy wymiar przerzutu jest wigkszy niz 6 cm.
Bez naciekania poza torebke wezta.

N3b — Przerzuty w jednym wezle chtonnym lub w wielu weztach chtonnych, z klinicznie
jawnym naciekaniem poza torebke wezta

Ocena przerzutéw w odleglych narzadach — cecha M

MO — przerzuty odlegle nieobecne

M1 — przerzuty odlegte obecne
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Do ustalenia etapu rozwoju i dojrzatoSci guza pierwotnego nowotworéw glowy i szyi

onkolodzy wykorzystuja skalg oceny histopatologicznej:

Tabela 7 Skala oceny histopatologicznej guzéw pierwotnych [131].

Gx — Nie mozna oceni¢ stopnia zréznicowania
G1 — Dobrze zréznicowane
G2 — Srednio zréznicowane

G3 — Stabo zroznicowane
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Il. Zalozenia i cele rozprawy doktorskiej
1. Zalozenia

Rak ptaskonabtonkowy glowy i szyi (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma —
HNSCC) jest siodma najczesciej wystepujaca formag raka na swiecie. Wplyw na rozwoj
HNSCC ma szereg czynnikow pochodzenia endo- i egzogennego, w tym liczne biatka
0 charakterze immunoregulacyjnym. Nalezag do nich m. in. cytokiny uwalniane przez
komorki systemu odporno$ciowego oraz komodrki nowotworowe. Wsrdd czasteczek
wptywajacych na komoérki nowotworowe istotng role peinig biatka nadrodziny TNF (Tumor
Necrosis Factor — czynnik martwicy nowotworu), wérod nich APRIL (A Proliferation-
Inducing Ligand, TALL-2, TNFSF13).

APRIL, w odréznieniu od wielu innych ligandéw nadrodziny TNF, moze stymulowac
wzrost komoérek roznych linii nowotworowych. Jest biatkiem blonowym typu II z domeng
cytoplazmatyczng,  hydrofobowym  regionem  transblonowym  oraz = domeng
zewnatrzkomoérkows. Czasteczka APRIL jest wytwarzana przez komorki systemu
odpornosciowego, a takze komodrki nowotworowe. Zaobserwowano, ze zmiany w syntezie
i uwalnianiu czasteczki APRIL moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju wielu nowotworow
ptaskonablonkowych. Mechanizm dziatania czasteczki APRIL zwigzany jest z regulacja

proliferacji i czasu przezycia komorek nowotworowych.

Kluczowymi czgsteczkami w regulacji czasu przezycia na drodze apoptozy
mitochondrialnej sg biatka nadrodziny Bcl-2. W nadrodzinie tej wyrdézniamy dwie grupy:
biatka pro-apoptotyczne (m. in. Bax, Bak, Bid) oraz anty-apoptotyczne (m.in. Bcl-2, Bcl-
XL, Mcl-1). Szlak mitochondrialny apoptozy rozpoczyna si¢ od usunigcia biatka Bcl-2,
nastepnie udroznionym kanatem, poza mitochondrium, wydostaje si¢ cytochrom c
I aktywowana jest kaspaza-9 oraz kaspaza-3 i -6. Istotng rol¢ w regulacji apoptozy komorek
nowotworowych petni biatko rodziny inhibitorow apoptozy - surwiwina, ktorej ekspresja

prowadzi do zahamowania apoptozy komorek nowotworowych.

Biorgc powyzsze pod uwage istotne wydaje si¢ zbadanie wplywu i potencjalnego
mechanizmu dziatania czasteczki APRIL na proliferacj¢ i czas przezycia komorek raka

ptaskonabtonkowego gltowy i szyi.
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2. Cele badawcze

e Zbadanie wplywu rekombinowanej czasteczki APRIL (thAPRIL) na procesy
proliferacji i apoptozy komorek nowotworowych wybranych linii HNSCC: FaDu,
CAL 271 SCC-9.

e Ocena roli thAPRIL w regulacji apoptozy badanych komorek na drodze

mitochondrialnej.

e Zweryfikowanie udziatu szlaku PI3K/p-Akt/surwiwina w komodrkach badanych linii
HNSCC poddanych dziataniu rhAPRIL.
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I1l. Material i metody
1.  Material

Panel badan =zostat zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku — uchwata numer R-1-002/439/2019.
1.1. Linie komdérkowe HNSCC

Do badan uzyto komorki z panelu obejmujacego linie komorek nowotworowych

zZ grupy nowotworow gltowy i szyi (Head and Neck Cancer Panel, ATCC®):
1.1.1 FaDu

FaDu (ang. Pharyngeal Carcinoma, human; ATCC® HTB-43™) jest linig komorkowsg
wywodzacg si¢ z guza gardla dolnego. Sa to pierwotne komorki raka
kolczystokomorkowego o morfologii nabtonka. Komorki zostalty pobrane w 1968 roku
biopsja punktowa z guza 56-letniego mezczyzny rasy bialej, a nastepnie wyizolowane
I przekazane do banku ludzkich komoérek nowotworowych. Linia ta ma zastosowanie

w badaniach onkoimmunologicznych oraz jest dobrym materiatem do transfekcji.
1.1.2 CAL 27

CAL 27 (ang. Epithelial Squamous Cell Carcinoma, human; ATCC® CRL-2095™)
jest linia komoérkowa ludzkiego raka kolczystokomorkowego. Komorki CAL 27 sa
nabtonkowe, wielokatne z wysoce ziarnistg cytoplazma. Komoérki zostaty wyizolowane
w 1982 roku z tkanki pobranej przed leczeniem od 56-letniego biatego mezczyzny ze zmiany

chorobowej na $rodku jezyka.
1.1.3 SCC-9

SCC-9 (ang. Tongue Carcinoma, human; ATCC® CRL-1629™) to linia komorkowa
wyizolowana z jezyka 25-letniego mezczyzny z rozpoznanym rakiem ptaskonabtonkowym.
Ta linia komorkowa zostata zdeponowana przez JG Rheinwalda i ma zastosowanie

w badaniach onkoimmunologicznych oraz jest dobrym materiatem do transfekc;ji.
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2.  Metody
2.1. Hodowla HNSCC

W butelkach adhezyjnych EasYFlasks™ 75¢cm?® (Thermo Scientific Nunc, 156499)
prowadzono hodowle komorek HNSCC w dedykowanych podtozach z dodatkiem 5%
surowicy cielgcej z nowonarodzonych cielat oraz 1% antybiotyku penicylina-streptomycyna
w inkubatorze Forma™ Steri-Cycle™ i160 COz (Thermo Scientific) z przeptywem 5% CO-
i temperaturze 37°C. Po uzyskaniu pojedynczej, adherentnej warstwy, komoérki poddawano
trypsynizacji. Zebrane 1 przeplukane PBSem (gibco, 10010-015) komorki zawieszano

W odpowiednim podtozu hodowlanym.

Liczbe komorek oceniano metoda komorowa. Sporzadzano zawiesing zebranych komorek
w ptynie Tiirka (Aqua-med., 2010.3) ktora pipetowano do uprzednio przygotowanej komory
Biirkera (BRAND). Liczbg¢ komorek zliczano w mikroskopie swietlnym (Olympus, CX23).

Zalozono hodowle komorek:

* w ptytkach 96-studzienkowych (Falcon, 353072) w celu przeprowadzenia testu
MTT;

* w plytkach 6-studzienkowych (Sarstedt, 83.3920) celem uzyskania komoérek do
oznaczen cytometrycznych;

e w butelkach EasYFlasks™ 25cm?® (Thermo Scientific Nunc, 156367) w celu

izolacji biatka z wyhodowanych komérek do oceny metoda western blot.

Hodowle prowadzono przez 24 i1 48 godzin w obecno$ci thAPRIL (R&D Systems, 5860-
AP-010) w stezeniu 100ng/ml oraz bez thAPRIL, w inkubatorze w warunkach 5% CO2
I temperaturze 37°C.

Tabela 8 Odczynniki uzyte do hodowli komorek.

DMEM F12
(gibco, 11320-033)

MEM
(gibco, 11095-08)

DMEM F12
(gibco, 11320-033)
NBCS (gibco, 16010159)
Pen Strep (gibco, 15140-122)
2,5% Tripsin (gibco 15090-046)
PBS pH 7.4 (gibco, 10010-015)
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22. TestMTT

Przy uzyciu testu MTT Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen™, V13154) oceniono
proliferacje komorek HNSCC. Po 24 lub 48-godzinnej hodowli w studzienkach wymieniono
podtoze hodowlane. Do badanych komoérek dodano roztwor MTT i ponownie inkubowano
2 godziny w inkubatorze w warunkach 5% CO; i temperaturze 37°C. Nastepnie dodano
roztwor SDS i inkubowano komorki kolejne 4 godziny w inkubatorze. Po tym czasie
spektrofotometrycznie (ASYS, UVM 340) oznaczano absorbancje¢ we wszystkich badanych
prébach przy dhugosci fali 570nm.

Uzyskane wyniki absorbancji pomniejszono o tlo odczynnikdéw, a dane przedstawiono

W postaci procentowego odsetka proliferacji komorek.
Wykonano trzy niezalezne czasowo powtorzenia dla kazdej linii komorkowe;.
2.3.  Ocena cytometryczna

Po 24 i 48-godzinnej hodowli przeprowadzono ocen¢ zywotnosci i apoptozy komorek
HNSCC metoda cytometrii przeptywowej. Do oceny zywotnosci komorek oraz
intensywnos$ci zachodzacego w komorkach procesu apoptozy wykorzystano cytometr BD
Acurri C6 Plus. Oceniono morfologi¢ komorek HNSCC na podstawie wielkosci (FSC,
forward scatter channel) i ziarnistosci cytoplazmatycznych komorek (SSC, side scatter
channel). Zastosowano barwienie APC Annexin V (BD Bioscences, 550474) w potaczeniu
z barwnikiem przyzyciowym 7-amino-aktynomycyna (7-AAD) (BD Bioscences,
51-68981E) ktore umozliwia okreslenie zywotno$ci oraz odsetka komoérek na réznych

etapach apoptozy.

Otrzymane wyniki poddano analizie za pomocg programu FlowJo.

Tabela 9 Zasada bramkowania komorek wyznakowanych aneksyng V i 7-AAD.

2.4. lzolacja bialka

Zebrane po hodowli HNSCC traktowano Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich,

MERCK) i poddawano sonifikacji (SONICS Vibra Cell). Uzyskane lizaty komérkowe
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wirowano przy RPMI = 15300 przez 15 minut w temperaturze pokojowej. W supernatancie
mierzono ilo$¢ biatka catkowitego przy uzyciu Qubit™ Protein Assay Kit oraz aparatu Qubit

2.0 Fluorometer (Invitrogen) zgodnie z procedurg zalaczong przez producenta.
2.5.  Western blot

Za pomocg techniki Western blot oceniano ekspresje biatek: PI3K, p-Akt, surwiwina, Bak,
Bax, Bcl-2, Bcl-xL, katepsyna-3 i katepsyna-9 w zawiesinach biatka catkowitego z komorek
HNSCC.

Biatko zawieszano w Laemmli Sample Buffer z dodatkiem BME (Bio-Rad, 161-0737).
Probki inkubowano 5 minut w temperaturze 95°C. Elektroforez¢ prowadzono na SDS-
PAGE (Bio-Rad, 1610416) w aparacie Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). Podczas
transferu (Bio-Rad Laboratories Mini PROTEAN® Tetra Cell) rozdzielone biatka na zelu
przeniesiono na membrang nitrocelulozowa 0.45um (Bio-Rad). Membrang blokowano przy
uzyciu 1xTBS 1% Casein Blocker (Bio-Rad, 1610782) w urzadzeniu Millipore SNAP i.d.™
Protein Detection System. W nast¢pnym etapie nitroceluloz¢ inkubowano przez 10 minut

W temperaturze pokojowej z przeciwciatami pierwszorzedowymi:

e goat polyclonal antibody p-PI 3-kinase p85a (Tyr 508) (Santa Cruz Biotechnology,
1:100),

¢ rabbit polyclonal antibody p-Akt1/2/3 (Ser 473) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100),

e mouse monoclonal antibody Survivin (C-6) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100),

¢ mouse monoclonal antibody Bax (2D2) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100),

e mouse monoclonal antibody Bak (AT38E2) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100),

e mouse monoclonal antibody Bcl-2 (100) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100),

e mouse monoclonal antibody Bcl-xL (H-5) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100),

e mouse monoclonal antibody caspase-3 (4.1.18) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100),

¢ mouse monoclonal antibody caspase-9 (96.1.23) (Santa Cruz Biotechnology, 1:100).

Nastgpnie membrane odptukano z niezwigzanych przeciwcial pierwszorzedowych
roztworem TBS-T buffer [Tween®-20 (Sigma, P9416) with 10xTBS (Bio-Rad,1706435)]
I ponownie inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej z odpowiednimi
przeciwciatami drugorzedowymi:

e goat anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoReaserch, 1:5000),

e rabbit anti-mouse 1gG (Jackson ImmunoReaserch, 1:5000),
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e mouse anti-goat IgG (Jackson ImmunoReaserch, 1:5000).

Po przeptukaniu nitrocelulozy TBS-T buffer z niezwigzanych przeciwciat drugorzedowych
dodawano BCIP®/NBT Liquid Substrate System (Sigma-Aldrich MERCK) w celu
uzyskania immunoreaktywnych prazkoéw w miejscu wystepowania badanych biatek, ktérych
intensywno$¢ oceniono densytometrycznie w programie ImageJ i podano w jednostkach

umownych.

Oznaczono ekspresje B-Actin (9) (Santa Cruz Biotechnology, 1:200) i zastosowano 3-Colour
Prestained Protein Marker (BLIRT S.A.) jako kontrole dla metody.
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IV. Wyniki
1.  Ocena proliferacji komorek metoda MTT

Wyniki testu MTT wykazaty, ze komoérki FaDu traktowane rhAPRIL wykazuja wzrost
proliferacji w poréwnaniu z komoérkami inkubowanymi bez rhAPRIL w czasie
24- i 48-godzinnej inkubacji. W 48-godzinnym wariancie badania proliferacja komorek
inkubowanych z rhAPRIL byta wyzsza w poréwnaniu do wariantu 24-godzinnego
(Ryc. 11).

FaDu - MTT
200% %a
180%
160% *
140%
120%
X 100%
80%
60%
40%
20%
0%
NS APRIL NS APRIL
24h 48h

Rycina 11 Proliferacja komoérek linii FaDu, mierzona testem MTT.

* —roznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)

& — roznica istotna statystycznie miedzy komorkami stymulowanymi rhAPRIL przez 24h i 48h
(p<0,005)
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Komérki linit CAL 27 w obecnosci rhAPRIL wykazaty podobny wzrost
intensywnosci proliferacji w obu zakresach czasowych. Ponadto, wykazano istotne rdznice
mi¢dzy komoérkami inkubowanymi W czasie 24- 1 48-godzin, zarowno w przypadku

stymulacji rhAPRIL, jak i bez stymulacji (Ryc. 12).

CAL27-MTT

400%

*a
350%

300% b
250%
R 200%
*

150%
100%
0%

NS APRIL NS APRIL

24h 48h

Rycina 12 Proliferacja komoérek linii CAL 27, mierzona testem MTT.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)

@ —rdznica istotna statystycznie migdzy komorkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
® _ roznica istotna statystycznie miedzy komérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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W komorkach linit SCC-9, podobnie do komorek FaDu i CAL 27, istotny
statystycznie wzrost proliferacji zaobserwowano w komorkach traktowanych rhAPRIL

W poréwnaniu z komérkami niestymulowanymi, zarowno w czasie 24-, jak i 48-godzinnej

inkubacji (Ryc. 13).

SCC-9 - MTT
250%
*
200%
150% *
°
100%
- I
0%
NS APRIL NS APRIL
24h 48h

Rycina 13 Proliferacja komoérek linii SCC-9, mierzona testem MTT.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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2.  Ocena cytometryczna apoptozy

Po 24- i 48-godzinnej hodowli badanych komoérek HNSCC z rhAPRIL lub bez,
dokonano oceny intensywnosci apoptozy metoda cytometrii przeptywowe;.

W komorkach linii FaDu po 48-godzinnej inkubacji z rhAPRIL stwierdzono istotnie
nizszy odsetek komodrek we wczesnej 1 pdznej fazie apoptozy w poréwnaniu do komorek
inkubowanych bez rhAPRIL (Ryc. 14). Ponadto, po 48-godzinnej inkubacji, stwierdzono
nizszy odsetek komorek apoptotycznych w poroéwnaniu do komoérek po 24-godzinnej
inkubacji (Ryc. 14).

FaDu - Apoptoza

12,0%
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0,
6,0% m APRIL
4,0% m NS
*ka a
- i i
0,0% i

wczesna pdina nekroza wczesna podzina nekroza

*

24h 48h

Rycina 14 Ocena apoptozy komorek linii FaDu.

* —roznica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
2 — rdznica istotna statystycznie migdzy komorkami stymulowanymi thAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
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Rycina 15 Wyniki reprezentatywne dla 6 oznaczen.

Q1 — nekroza; Q2 — p6zna apoptoza; Q3 —wczesna apoptoza; Q4 — zywe komorki.

46



W przypadku linii CAL 27 obserwowano istotne statystycznie obnizenie odsetka
komorek we wczesnej 1 poznej fazie apoptozy po 48 godzinach inkubacji z rhAPRIL
w poréwnaniu do komoérek inkubowanych bez rhAPRIL. Jednocze$nie wykazano istotnie
wyzsze wartosci odsetka komorek apoptotycznych po 48 godzinach w poréwnaniu do

inkubacji 24-godzinnej (Ryc. 16).

CAL 27 - Apoptoza
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Rycina 16 Ocena apoptozy komorek linii CAL 27.

* —roznica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)

8 _ rdznica istotna statystycznie migdzy komoérkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
b _réznica istotna statystycznie migdzy komorkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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Rycina 17 Wyniki reprezentatywne dla 6 oznaczen.

Q1 — nekroza; Q2 — p6zna apoptoza; Q3 — wczesna apoptoza; Q4 — zywe komorki.



W komorkach linii SCC-9 stwierdzono istotnie nizszy odsetek komorek we wezesnej
I poznej fazie apoptozy po 48-godzinnej inkubacji z thAPRIL, w porownaniu do komorek
inkubowanych bez rhAPRIL. Odsetek komorek apoptotycznych w inkubowanych bez
rhAPRIL po 48 godzinach byt nizszy w poréwnaniu do komoérek po 24-godzinnej inkubacji.
Jednoczesnie odsetek komorek inkubowanych z thAPRIL w pdznej fazie apoptozy byt

nizszy w poréwnaniu do tych samych komérek inkubowanych krécej (Ryc. 18).

SCC-9 - Apoptoza
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Rycina 18 Ocena apoptozy komorek linii SCC-9.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komoérkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)

8 _ rdznica istotna statystycznie migdzy komoérkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
b _réznica istotna statystycznie migdzy komoérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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Rycina 19 Wyniki reprezentatywne dla 6 oznaczen.

Q1 — nekroza; Q2 — po6zna apoptoza; Q3 — wczesna apoptoza; Q4 — zywe komorki.
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3. Ocena ekspresji bialek pro-apoptotycznych metoda Western blot
3.1. Bialko Bak

Po 24 i 48 godzinach inkubacji z thAPRIL ekspresja biatka Bak byla istotnie nizsza
W poréwnaniu do komorek inkubowanych bez thAPRIL. Ekspresja biatka Bak w komoérkach
inkubowanych z rhAPRIL przez 48 godzin byla wyzsza w poréwnaniu do komorek

inkubowanych 24 godziny (Ryc. 20).
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Rycina 20 Ocena ekspresji Bak w komorkach linii FaDu.

* — rdznica istotna statystycznie pomiedzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
2 — roznica istotna statystycznie migdzy komorkami stymulowanymi thAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
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Ekspresja biatka Bak w komorkach linii CAL 27 zmieniata si¢ tak samo, jak
w komorkach linii FaDu. Inkubacja komodrek z rhAPRIL spowodowala obnizenie ekspresji
biatka Bak w obu eksperymentach. Ponadto, dtuzsza inkubacja komorek z rhAPRIL
spowodowata wzrost ekspresji tego biatka w poréwnaniu do komorek inkubowanych
24 godziny (Ryc. 21).
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Rycina 21 Ocena ekspresji Bak w komoérkach linii CAL 27.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
@ —rdznica istotna statystycznie migdzy komorkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
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W komorkach linii SCC-9 stwierdzono istotnie nizszg ekspresje biatka Bak po
24-godzinnej inkubacji z rhAPRIL. Nie obserwowano takich roznic w przypadku
48-godzinnej hodowli (Ryc. 22).
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Rycina 22 Ocena ekspresji Bak w komorkach linii SCC-9.

* — rdznica istotna statystycznie pomi¢dzy komodrkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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3.2. Bialko Bax

Biatko Bax bylo znaczaco stabiej eksprymowane przez komorki FaDu eksponowane
na rhAPRIL podczas 24-godzinnej inkubacji. Natomiast, po 48-godzinnej inkubacji
zaobserwowano odwrotny kierunek zmian w ekspresji tego biatka po 48-godzinnej inkubacji
(Ryc. 23).
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Rycina 23 Ocena ekspresji Bax w komoérkach linii FaDu.

* — roznica istotna statystycznie pomiedzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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Komoérki linii CAL 27 podobnie reagowaly na 24-godzinng stymulacj¢ thAPRIL,
ktéra prowadzita do obnizenia ekspresji biatka Bax w poréwnaniu do komoérek bez

stymulacji. Nie obserwowano takich zmian w hodowli 48-godzinnej (Ryc. 24).
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Rycina 24 Ocena ekspresji Bax w komoérkach linii CAL 27.

* —roznica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W komorkach linii SCC-9, podobnie jak w pozostatych liniach, zaobserwowano
tendencje w kierunku obnizenia ekspresji biatka Bax po 24 i 48 godzinach inkubacji
z rhAPRIL, jednak nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie (Ryc. 25).
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Rycina 25 Ocena ekspresji Bax w komorkach linii SCC-9.
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4.  Ocena ekspresji bialek anty-apoptotycznych metodg Western blot.
4.1. Bialko Bcl-2

Ekspresja biatka Bel-2 w komorkach linii FaDu byta wyzsza po 48-godzinnej inkubacji
z thAPRIL w porownaniu do komoérek inkubowanych bez rhAPRIL. Nie stwierdzono
istotnych zmian w hodowli 24-godzinnej (Ryc. 26).
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Rycina 26 Ocena ekspresji Bcl-2 w komorkach linii FaDu.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi 1 stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W komorkach linii CAL 27 takze zaobserwowano wzrost ekspresji biatka Bcl-2
w porownaniu do komoérek inkubowanych bez rhAPRIL w obu eksperymentach czasowych.
Ponadto, zaobserwowano, ze ekspresja biatka Bcl-2 byta wyzsza w komorkach

inkubowanych z thAPRIL, jak i komoérkach niestymulowanych (Ryc. 27).
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Rycina 27 Ocena ekspresji Bcl-2 w komorkach linii CAL 27.

* —ro6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)

8 _ rdznica istotna statystycznie migdzy komoérkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
b _réznica istotna statystycznie migdzy komorkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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Podobnie do pozostatych linii, ekspresja Bcl-2 w komorkach linii SCC-9 byta
znaczaco wyzsza w komorkach inkubowanych z rhAPRIL w eksperymencie 48-godzinnym,
w porownaniu do komoérek inkubowanych bez obecnosci rhAPRIL. Ponadto, w komoérkach
inkubowanych bez thAPRIL w wyniku dhuzszej inkubacji doszto do obnizenia ekspresji
biatka Bcl-2 w porownaniu do komoérek po 24-godzinnej inkubacji (Ryc. 28).
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Rycina 28 Ocena ekspresji Bcl-2 w komorkach linii SCC-9.

* —ro6znica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
b _réznica istotna statystycznie migdzy komoérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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4.2. Bialko Bel-xL

Ekspresja biatka Bcl-xL w komorkach FaDu byta znaczaco wyzsza po 48-godzinnej
inkubacji z rhAPRIL w odniesieniu do komorek niestymulowanych (Ryc. 29). Nie

stwierdzono istotnych roznic w ekspresji tego biatka w przypadku 24-godzinnej hodowli.
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Rycina 29 Ocena ekspresji Bcl-xL w komorkach linii FaDu.

* — rdznica istotna statystycznie pomigdzy komoérkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W linii CAL 27, podobnie jak w FaDu, ekspresja biatka Bcl-xLL wzrosta istotnie
w eksperymencie 48-godzinnym po stymulacji rhAPRIL (Ryc. 30). Nie stwierdzono
istotnych réznic w ekspresji tego biatka w przypadku 24-godzinnej hodowli.
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Rycina 30 Ocena ekspresji Bcl-xL w komorkach linii CAL 27.

* —ro6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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Mniej znaczgce zmiany Stwierdzono w komorkach linii SCC-9 inkubowanych
z rhAPRIL. Zaobserwowano nieznaczny wzrost ekspresji biatka Bcl-xL. Ponadto, obnizeniu
ulegta ekspresja biatka Bcl-xL w komorkach niestymulowanych po 48 godzinach
w stosunku do komorek po 24 godzinach (Ryc. 31).
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Rycina 31 Ocena ekspresji Bcl-xL w komoérkach linii SCC-9.

2 — roznica istotna statystycznie migdzy komorkami stymulowanymi thAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
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5. Ocena ekspresji kaspaz metoda Western blot
5.1. Kaspaza-3

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekspresja kaspazy-3 w komorkach linii FaDu obniza si¢
pod wplywem dziatania thAPRIL w czasie 24-godzinnej inkubacji. Ponadto, obnizeniu
ulegla ekspresja biatka po 48-godzinnej inkubacji komorek bez thAPRIL w poréwnaniu do

komorek inkubowanych 24 godziny (Ryc. 32).
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Rycina 32 Ocena ekspresji kaspazy-3 w komorkach linii FaDu.

* —roznica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
® _ roznica istotna statystycznie miedzy komérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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Kaspaza-3 w komoérkach CAL 27, inkubowanych w obecnosci thAPRIL przez
24 godziny, wykazywata nizsza ekspresj¢ w poréwnaniu do komorek inkubowanych bez
rhAPRIL (Ryc. 33). Nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie w hodowli

48-godzinnej, a nawet zaobserwowano tendencje¢ wzrostowa ekspresji tego biatka.
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Rycina 33 Ocena ekspresji kaspazy-3 w komorkach linii CAL 27.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W komorkach linii SCC-9, nie wykazano roznic istotnych statystycznie w ekspresji
kaspazy-3 miedzy komérkami inkubowanymi z rhAPRIL i bez obecnosci rhAPRIL w obu
eksperymentach czasowych (Ryc. 34).
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Rycina 34 Ocena ekspresji kaspazy-3 w komorkach linii SCC-9.
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5.2. Kaspaza-9

Ekspresja kaspazy-9 w komarkach linii FaDu byta obnizona pod wplywem stymulacji
rhAPRIL po 48-godzinnej inkubacji w poréwnaniu do komodrek inkubowanych bez
rhAPRIL (Ryc. 35). Nie obserwowano takich roznic w przypadku hodowli 24-godzinne;j.
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Rycina 35 Ocena ekspresji kaspazy-9 w komorkach linii FaDu.

* —ro6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W komorkach linii CAL 27 zaobserwowano obnizenie ekspresji kaspazy-9
w komorkach inkubowanych z rhAPRIL, w poréwnaniu do komorek bez obecno$ci

rhAPRIL w obu wariantach czasowych eksperymentu (Ryc. 36).
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Rycina 36 Ocena ekspresji kaspazy-9 w komorkach linii CAL 27.

* —ro6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W linii SCC-9 zaobserwowano istotne rdéznice w ekspresji kaspazy-9. Ulegta ona
obnizeniu po 24- i 48-godzinnej inkubacji komoérek z rthAPRIL. Dodatkowo komorki
eksprymowaty mniej kaspazy-9 po dtuzszej inkubacji zarowno w komorkach inkubowanych

z rhAPRIL, jak i bez rhAPRIL (Ryc. 37).
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Rycina 37 Ocena ekspresji kaspazy-9 w komorkach linii SCC-9.

* —ro6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)

8 _ rdznica istotna statystycznie miedzy komorkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
b _réznica istotna statystycznie migdzy komoérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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6.  Ocena ekspresji bialek szlaku PI3K/Akt/surwiwina metoda Western blot

Zaobserwowano, ze ekspresja biatek PI3K, Akt i Surwiwiny zmienia si¢ w obu zakresach
czasowych inkubacji, co moze sugerowaé, ze roézne szlaki sygnalizacyjne sa inicjowane

przez rhAPRIL.

6.1. Bialko PI3K

PI3K ulega obnizeniu po 24-godzinnej inkubacji z thAPRIL w poréwnaniu do komorek
bez thAPRIL. Nastepnie, po uptywie 48 godzin, ekspresja tego biatka w komorkach FaDu
po inkubacji z thAPRIL ulega podwyzszaniu w porownaniu do komoérek inkubowanych bez
rhAPRIL. Dodatkowo stwierdzono, ze komorki po 48-godzinnej inkubacji niestymulowane

komorki eksprymowaty znacznie mniej biatka PI3K niz w 24-godzinnej inkubacji (Ryc. 38).
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Rycina 38 Ocena ekspresji PI3K w komorkach linii FaDu.

* —r6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
® _ roznica istotna statystycznie miedzy komérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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W komorkach linii CAL 27 zaobserwowano istotnie nizszg ekspresje PI3K po
48 godzinach w odniesieniu do komodrek inkubowanych bez thAPRIL i byta ona istotnie
nizsza w porownaniu do komorek inkubowanych przez 24 godziny. Natomiast, 24-godzinna
inkubacja spowodowata wzrost ekspresji PI3K w komoérkach CAL 27, ale nie stwierdzono

roznic istotnych statystycznie (Ryc. 39).
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Rycina 39 Ocena ekspresji PI3K w komoérkach linii CAL 27.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
8 _ rdznica istotna statystycznie migdzy komoérkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
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W komorkach linii SCC-9 wykazano podwyzszony poziom ekspresji PI3K po stymulacji
rhAPRIL w wariancie 48-godzinnym. Jednoczes$nie zaobserwowano nizszg ekspresj¢ PI3K
w komorkach po 24-godzinnej inkubacji oraz obnizenie ekspresji tego biatka w komoérkach
inkubowanych bez rhAPRIL w czasie 48 godzin inkubacji w poréwnaniu do 24 godzin
(Ryc. 40).
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Rycina 40 Ocena ekspresji PI3K w komoérkach linii SCC-9.

* —rdznica istotna statystycznie pomiedzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
® _ roznica istotna statystycznie miedzy komérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)

71



6.2. Bialko p-Aktl1/2/3

Ekspresja biatka p-Akt w komorkach linii FaDu byta wyzsza po dobowej ekspozycji na
rhAPRIL w poréwnaniu do komorek inkubowanych bez thAPRIL. Nie obserwowano takich
roznic w komoérkach poddanych 48-godzinnej inkubacji (Ryc. 41).
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Rycina 41 Ocena ekspresji p-Akt1/2/3 w komoérkach linii FaDu.

* —ro6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W komorkach linii CAL 27, podobnie jak w FaDu, zaobserwowano znaczny wzrost
ekspresji biatka p-Akt po 24-godzinnej inkubacji z thAPRIL w poréwnaniu do komorek
inkubowanych bez rhAPRIL. Natomiast po 48 godzinach inkubacji ekspresja p-Akt1/2/3
byla nizsza w komodrkach inkubowanych z rhAPRIL w porownaniu do komorek

inkubowanych bez rhAPRIL, ale réznica nie byla istotna statystycznie (Ryc. 42).
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Rycina 42 Ocena ekspresji p-Akt1/2/3 w komorkach linii CAL 27.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)

8 _ rdznica istotna statystycznie migdzy komoérkami stymulowanymi rhAPRIL 24h i 48h (p<0,005)
® _ roznica istotna statystycznie miedzy komorkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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W linii SCC-9, podobnie jak w pozostatych liniach, zaobserwowano tendencje
wzrostowa ekspresji biatka p-Akt1/2/3 po 24 godzinach inkubacji z rhAPRIL i nizsza po 48
godzinach inkubacji, przy czym nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie (Ryc. 43).
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Rycina 43 Ocena ekspresji p-Akt1/2/3 w komérkach linii SCC-9.
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6.3. Bialko surwiwina

Wzrost ekspresji surwiwiny byt $cisle zwigzany z obecno$cig rhAPRIL. Zaré6wno
w wariancie 24-godzinnym, jak i 48-godzinnym inkubacji komoérek FaDu stwierdzono

znaczacy wzrost ekspresji tego biatka w poréwnaniu do komorek inkubowanych bez
rhAPRIL (Ryc. 44).
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Rycina 44 Ocena ekspresji surwiwiny w komorkach linii FaDu.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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W komoérkach linii CAL 27 zaobserwowano podobny kierunek zmian ekspresji
surwiwiny, jak w linii FaDu. Komorki inkubowane z rhAPRIL wykazywaly wyzsza
ekspresje tego biatka w poréwnaniu do komoérek inkubowanych bez rhAPRIL w obu
zakresach czasowych (Ryc. 45).
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Rycina 45 Ocena ekspresji surwiwiny w komorkach linii CAL 27.

* —ro6znica istotna statystycznie pomi¢dzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
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Oceniajac ekspresje surwiwiny w komorkach linii SCC-9 zaobserwowano znaczacy
jej wzrost w komorkach inkubowanych z thAPRIL przez 48 godzin, w odniesieniu do
komorek inkubowanych bez thAPRIL w tym samym czasie. Dodatkowo po 48 godzinach
W komorkach inkubowanych bez thAPRIL zaobserwowano znaczace obnizenie ekspresji

surwiwiny w porownaniu do komorek inkubowanych w krotszym czasie (Ryc. 46).
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Rycina 46 Ocena ekspresji surwiwiny w komorkach linii SCC-9.

* —rdznica istotna statystycznie pomigdzy komorkami niestymulowanymi i stymulowanymi
rhAPRIL (p<0,005)
b _réznica istotna statystycznie migdzy komoérkami niestymulowanymi 24h i 48h (p<0,005)
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V. Dyskusja

Wiele danych wskazuje na istotng role czasteczki APRIL w rozwoju nowotwordw,
zarbwno hematologicznych, jak 1 guzéw litych. Obserwowane zaleznosci pomig¢dzy
obecno$cig APRIL a postgpem choroby wskazuja, ze moze on by¢ wykorzystywany jako

potencjalny marker prognostyczny [30,132,133].

Szereg badan nad rolg biatka APRIL w procesach nowotworowych dotyczyto
nowotworow uktadu krwiotworczego i krwi. W wielu przypadkach wskazano APRIL jako
czasteczke promujaca proliferacje komoérek nowotworowych, wykazano m. in. wzrost
proliferacji komoérek nowotworowych w ostrych biataczkach limfoblastycznej oraz
szpikowej [134,135]. Dostgpne dane wskazuja na znaczny wzrost stezen czasteczki APRIL
w surowicy krwi pacjentow z przewlekla biataczka limfocytowa B-komorkowsg (B-CLL)
[136]. Zaobserwowano rowniez, ze ekspresja APRIL jest znacznie podwyzszona
w niektorych chtoniakach o wysokiej ztosliwosci, takich jak DLBCL (chtoniak rozlany
z duzych limfocytow B) i BL (chtoniak Burkitta) [137].

Liczne badania potwierdzily takze wzrost poziomu APRIL w surowicy chorych na
nowotwory narzadow litych. Badania Ding 1 wsp. wykazaly zwigkszone stezenie APRIL
w surowicy krwi u chorych z nowotworem jelita grubego, co korelowato z zaawansowaniem
choroby. Ponadto stwierdzono, ze pomiar st¢zenia APRIL w surowicy krwi tych pacjentow
moze roznicowaé stadium I i II ze stadium III i IV choroby [138]. W dotychczasowych
badaniach nad nowotworami piersi, zotadka, pecherza moczowego, jajnika, pluc réwniez
obserwowano korelacje miedzy zaawansowaniem nowotworu a ekspresja APRIL w tkance
guza oraz stezeniem w surowicy krwi. W wigkszosci przypadkow obserwowano takze

zwigzek migdzy poziomem APRIL a wystepowaniem przerzutow [36,139-142].

Potwierdzeniem przydatnosci oznaczania czasteczki APRIL w diagnostyce
nowotworoéw jest Scista zaleznos¢ pomiedzy APRIL a klasycznymi markerami
nowotworowymi. Przyktadem sg wyniki Wang 1 wsp., ktore wykazaly, ze wzrastajace
stezenie APRIL w surowicy pacjentdow z rakiem trzustki pozostawato w $cislej zaleznosci

ze stezeniami markeréw takich jak: CEA i CA19-9 [143].

W nielicznych badaniach dotyczacych nowotworéw glowy i szyi zaobserwowano
udziat APRIL w rozwoju tych nowotworéw. Mhawech-Fauceglia i wsp. zaobserwowali, ze

53% zmian w tkankach guzow byto APRIL-dodatnie. Ponadto, 36% zmian nowotworowych

78



zawierato rowniez komorki nowotworowe wytwarzajace APRIL, jednak proces ten nie byt
jednorodny, a raczej skupiony w okreslonych strefach zmian nowotworowych [141].
W badaniach nad rakiem ptaskonablonkowym jamy ustnej (OSCC) réwniez wykazano
wysokie stezenia czgsteczki APRIL surowicy krwi w zaawansowanym stadium choroby.
Poszukujac zrodia tej czgsteczki zaobserwowano u tych chorych zwigekszong ekspresje
I uwalnianie czasteczki APRIL przez leukocyty towarzyszace komérkom nowotworowym
w mikrosrodowisku guza, a takze we krwi obwodowej, do ktorych naleza neutrofile [139].
Obserwowane zwigkszone uwalnianie APRIL przez te komorki wraz z progresja choroby
sugeruje, ze w polaczeniu ze zwickszong ich liczbg moze by¢ waznym markerem

zaawansowania w przebiegu OSCC.

Istnieje szereg dowodoéw potwierdzajacych, ze poza leukocytami znaczacym zrodiem
czasteczki APRIL sa komorki nowotworowe. Przykltadem sa komorki nowotworowe
w przebiegu ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL), w ktorych stwierdzono wysoka
ekspresje mRNA BAFF i APRIL oraz ich receptoréw w grupie pacjentdéw bez wdrozonego
leczenia [144]. Wykazano takze obecnos¢ APRIL w komorkach guzow litych, takich jak rak
piersi, rak zotadka, rak pecherza moczowego czy rak jajnika [140,141,145]. Dzigki
uwalnianiu APRIL, komoérki nowotworowe moga regulowa¢ na drodze para-, a takze
autokrynnej proces apoptozy oraz proliferacje. Wydzielanie i autokrynne dziatanie APRIL

w przypadku komorek raka piersi stwierdzili w swoich badaniach Pelekanou i wsp. [37].

W przeprowadzonych badaniach po raz pierwszy wykazatam, ze dziatanie rhAPRIL na
komorki HNSCC linii FaDu, CAL 27 i SCC-9 powodowato znaczacy wzrost ich proliferaciji,
co potwierdza pro-nowotworowe wtasciwosci APRIL. Obserwowana proliferacja badanych
linii nowotworowych istotnie wzrastata zarowno podczas 24-, jak i 48-godzinnej hodowli.
Interesujacy jest fakt, ze efekt indukowany przez APRIL byt silniejszy wraz z dtuzszym
czasem inkubacji. Obserwacja ta moze sugerowac¢ uwalnianie i autokrynne dziatanie tej
czasteczki przez komorki nowotworowe badanych linii. Potwierdzeniem moze by¢ wzrost

proliferacji takze w przypadku komorek inkubowanych bez rhAPRIL.

Interesujaca obserwacja bylo stwierdzenie podobnego, silnego dziatania thAPRIL na
komorki raka ptaskonablonkowego jezyka linii CAL 27 i SCC-9, na co wskazuje wysoki
wzrost odsetka komorek proliferujgcych w obecnosci thAPRIL po 48 godzinach inkubacji.
Podobny kierunek zmian obserwowano w komorkach raka dolnego gardta linii FaDu, ale
réznice migdzy komorkami stymulowanymi i niestymulowanymi byly mniej znaczace.
Sugeruje to wyraznie odmienng wrazliwos¢ badanych linii komorkowych na rhAPRIL,

zalezng prawdopodobnie od zrodtowej lokalizacji tych komorek. Przyczyng obserwowanych
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roznic mogg by¢ tez inne fazy cyklu komorkowego, w ktorych znajdujg si¢ poszczegolne

linie komoérkowe eksponowane na thAPRIL.

Badanie proliferacji komodrek nowotworowych ma szczegdlne znaczenie w ocenie
zachowania guza. Jest to parametr S$ciSle powigzany ze stopniem zawansowania,
prognozowaniem 1 czasem przezycia pacjentow [146]. Zatem nadekspresja APRIL,
wynikajgca z uwalniania tej czgsteczki przez komoérki nowotworowe oraz leukocyty
w mikro§rodowisku guza wydaje si¢ by¢ zdecydowanie niekorzystna, poniewaz moze

skutkowa¢ progresja choroby.

Kluczowa role w rozwoju nowotworow poza proliferacja peni regulacja przezycia
komorek na drodze apoptozy. W badanych liniach komérkowych widoczna jest narastajgca
wraz z czasem inkubacji tendencja do obnizenia intensywno$ci apoptozy w obecno$ci
rhAPRIL. We wszystkich badanych liniach komoérkowych inkubowanych z rhAPRIL
obnizenie odsetka komorek zarowno we wczesnej, jak i poznej fazie apoptozy potwierdza
promujacy wptyw APRIL na rozwdj nowotworow. Wsp6lng cecha wszystkich badanych
linii komérkowych w odpowiedzi na obecno$é rhAPRIL jest istotne obnizenie apoptozy po
48-godzinnej inkubacji.

Najwieksze nasilenie procesu apoptozy obserwowano w komorkach linii SCC-9, stabsze
w linii FaDu i najstabsze w linii CAL 27. Podobnie, efekt dziatania rhAPRIL na proces
apoptozy byt najbardziej znaczacy w komorkach SCC-9 1 mniej znaczacy w komodrkach
FaDu i CAL 27.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w przeciwienstwie do pozostatych linii komérki CAL
27 wyrdznialy sie¢ wyzszym odsetkiem komorek we wczesnej i pdznej fazie apoptozy w 48-

godzinnym eksperymencie poréwnaniu do eksperymentu 24-godzinnego.

Przedstawione wyniki przeprowadzonych badan potwierdzaja pro-nowotworowe
dziatanie rhAPRIL nie tylko poprzez nasilong proliferacje badanych linii komérkowych, ale
takze poprzez efekt hamujacy ich apoptoze.

Wyniki te sg zgodne z obserwacjami dotyczgcymi innych nowotworow. Badania Zhang
I wsp. wykazaly, ze nadekspresja APRIL sprzyjala tez proliferacji, migracji 1 inwazji
komorek raka zotadka oraz zmniejszata apoptoze, podczas gdy zablokowanie APRIL ttumito
te procesy [147]. Potwierdzeniem pro-nowotworowej roli czasteczki APRIL sg takze
rezultaty badan Wang i wsp. wskazujace, ze jej brak powoduje zatrzymanie cyklu
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komoérkowego i1 apoptoze komorek raka jelita grubego przez blokowanie drogi sygnatowej

TGFB1/ERK [148].

Innym przyktadem anty-apoptotycznego dziatania APRIL sg badania, ktore wykazaty,
ze APRIL wspoélnie z BAFF hamuje apoptoz¢ komorek B w chtoniakach nieziarniczych
(NHL) wykorzystujac do tego zarowno szlaki autokrynne, jak i parakrynne. W komorkach
B NHL aktywuja one m. in. NF-kB oraz zmieniajg relacje migdzy biatkami nadrodziny Bcl-

2, sprzyjajac przezywalnosci tych komorek [149].

Wyniki przedstawione przez zespo6l Tai i wsp. dowiodly, ze rdwniez w komorkach
szpiczaka mnogiego (MM) czgsteczka APRIL poza stymulacjg cyklu komoérkowego, hamuje
takze proces apoptozy. Ponadto, w badaniach tych stwierdzono indukcje anty-
apoptotycznych MCL1 i BCL2 nalezacych do nadrodziny BCL-2, poprzez aktywacje
wigzania APRIL z receptorem BCMA, natomiast nie dotyczyto to biatka Bcl-xL [150].

Belnoue i wsp. badajac czasteczke APRIL zaobserwowali, ze wigze si¢ ona
preferencyjnie z proteoglikanem siarczanu heparyny na powierzchni komorek
plazmatycznych (PC) CD138 * i zwigksza ekspresje biatka anty-apoptotycznego Bcl-X.
[69]. Inne badania wskazaty, Zze ekspozycja komorek NHL na egzogenny APRIL
uposledzata ich apoptoze¢, zwickszajac aktywacje NF-kB i regulacj¢ Bcl-2 i Bcl-xL oraz
obnizajac ekspresj¢ Bax [151]. U pacjentow z rakiem ptaskonabtonkowym roéwniez
wykazano wzrost ekspresji biatek anty-apoptotycznych Bcl-2 i Bcl-xL w tkance
nowotworowej, co moze by¢ spowodowane m. in. obecnoscia APRIL w mikrosrodowisku
guza [141,152-154]. Ponadto, w komérkach OSCC zaobserwowano obnizenie ilosci pro-
apoptotycznego biatka Bax w tkance guza, a 5-letnie przezycie pacjentdw wigzano z wysoka

ekspresja biatka Bak [155].

Wobec powyzszych danych celowe wydaje si¢ oznaczanie ekspresji biatek pro- i anty-
apoptotycznych w komorkach badanych linii nowotworowych w odpowiedzi na rhAPRIL,
€O moze si¢ przyczyni¢ do wyjasnienia anty-apoptotycznego mechanizmu dzialania tej

czasteczki.

Ekspresja biatek pro-apoptotycznych byla wyraznie obnizona po inkubacji komodrek

w obecnosci thAPRIL. W komorkach linii FaDu 1 CAL 27 zmiany ekspresji biatka Bak byty
zblizone do siebie. Biatko Bak bylo wykazywalo nizsza ekspresj¢ w komorkach
inkubowanych z rhAPRIL, w obu przedziatach czasowych eksperymentu. Zaskakujacy jest
natomiast fakt, ze 48-godzinna inkubacja komorek FaDu i CAL 27 prowadzita do bardziej
nasilonej apoptozy w poréownaniu do 24-godzinnej hodowli, przy czym nie obserwowano
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takiej tendencji w komoérkach SCC-9. Jakkolwiek, uzyskane wyniki sugeruja, ze zmiany

ekspresji biatka Bak moga by¢ jedna z przyczyn uposledzonej apoptozy w tych komoérkach.

Mniej znaczace zmiany dotyczyly drugiego pro-apoptotycznego biatka Bax. Jego
ekspresja w liniach FaDu i CAL 27 pod wplywem rhAPRIL byla obnizona w krotszym
eksperymencie. Po dtuzszej inkubacji z thAPRIL obserwowano nawet tendencj¢ wzrostowa
ekspresji tego biatka w komorkach FaDu. W przypadku komorek linii SCC-9 nie wykazano

istotnych zmian w ekspresji biatka Bax.

Roznice w ekspresji  bialek pro-apoptotycznych miedzy badanymi liniami
komorkowymi, mogg wskazywa¢ na inng wrazliwo$¢ badanych bialek i odmienny
mechanizm dziatania APRIL na komoérki nowotworowe. Moze to takze sugerowaé udziat

innych biatek drogi mitochondrialnej w odpowiedzi na APRIL.

Znaczace zmiany dotyczyly anty-apoptotycznego biatka Bcl-2. Wzrost ekspresji
w liniach FaDu, CAL 27 i SCC-9 byt istotny po dtuzszej inkubacji z rhAPRIL,
aw przypadku CAL 27 réowniez w krotszym eksperymencie. Swiadczy to o znaczacym
udziale tego biatka w obnizeniu zdolnosci do apoptozy w badanych liniach inkubowanych
z rhAPRIL. Podobne zmiany dotyczyty anty-apoptotycznego biatka Bel-XL. Efekt dziatania
rhAPRIL byt wyrazny w nastgpstwie 48-godzinnej inkubacji komorek FaDu i CAL 27.

Istotnym elementem procesu apoptozy jest kaspaza-3, ktora po aktywacji przez kaspaze-
8 lub kaspazg-9 rozszczepia wiele innych funkcjonalnie krytycznych biatek w komorce,
prowadzac do apoptozy [156]. Potwierdzeniem roli kaspazy-3 w procesie apoptozy jest fakt,
ze jej zwigkszona aktywnos¢ jest uwazana za oznak¢ apoptozy 1 pozytywny wskaznik

skutecznosci w leczeniu raka [157].

Ostatnie badania przedstawily bardziej skomplikowany obraz kaspazy-3 w procesie
nowotworowym. Jedno z ostatnich badan pokazuje, ze kaspaza-3 moze promowaé
niestabilno§¢ genetyczng 1 proces karcynogenezy po ekspozycji komoérek na
promieniowanie jonizujace [158]. Wedtug coraz czgéciej pojawiajacych sie¢ sygnatow ze
$wiata nauki, kaspaza-3 moze takze promowa¢ indukowany stresem (niedotlenienie,
kwasica, nadprodukcja wolnych rodnikow) wzrost komorek nowotworowych, migracje

komorek, inwazyjnos¢, a takze proces neoangiogenezy [159,160].

Wedlug wynikéw badan wiasnych zmiany w ekspresji kaspazy-3 wydajg si¢ mniej
znaczace. Ekspresja kaspazy-3 zmniejsza si¢ pod wplywem 24-godzinnego dziatania
rhAPRIL na komorki linii FaDu i CAL 27, bez istotnego wptywu na komoérki SCC-9.
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Zaskakujacy jest fakt, ze po 48 godzinach inkubacji z rhAPRIL w komodrkach CAL 27
nastapil wzrost ekspresji kaspazy-3, ktory jednak nie byt istotny statystycznie. Obserwacja
ta sugeruje konieczno$¢ dalszych badan nad dziataniem APRIL na kaspazg-3 w komoérkach

nowotworowych.

Natomiast, wyrazne zmiany obserwowano w przypadku kaspazy-9, ktora jest kluczowa
proteazg w wewnetrznej Sciezce apoptozy [161]. Przeprowadzone badania wykazaly, ze we
wszystkich liniach, w obu wariantach czasowych eksperymentu ekspresja kaspazy-9 byta
nizsza po inkubacji z thAPRIL. Jedynie w komdrkach FaDu po 24 godzinach inkubacji nie
stwierdzono réznicy istotnej statystycznie, ale trend spadkowy byt zachowany i zgodny ze
zmianami w pozostatych liniach komorkowych. Uzyskane wyniki wskazuja na istotng role

APRIL w regulacji apoptozy poprzez wptyw na ekspresje kaspazy-9.

Przyczyna obserwowanych odrgbnosci w proliferacji i apoptozie badanych linii
komoérkowych moze by¢ zaangazowanie réznych wewnatrzkomoérkowych szlakow
sygnalizacyjnych w indukcji tych procesow. Aktualne badania nad wewnatrzkomorkowsa
sygnalizacjg inicjowang przez czasteczke APRIL w komodrkach nowotworowych wskazuja
na zaangazowanie Kilku szlakoéw. W komorkach guzéw litych wykazano, ze APRIL
aktywuje szlak kinaz JNK1/2, a nastepnie ERK1/2 [162]. Stwierdzono, ze ekspresja APRIL
indukuje fosforylacje ERK1/2, przy jednoczesnej nadekspresji kinazy MAPK, ktorych
aktywacja sprzyja przezyciu i nasila proliferacje komorek nowotworowych [163].

Jak wykazano w komoérkach nowotworéw krwi, inaczej niz w guzach litych, APRIL
faczy si¢ z TACI i promuje np. wzrost komoérek B chtoniaka grudkowego (FL) oraz
stymuluje cykliny D1 poprzez aktywacje mTOR indukowang przez PI13K/Akt [164].

W przeprowadzonych badaniach oznaczona zostata eckspresja biatek szlaku
sygnalizacyjnego P13K/Akt, jako prawdopodobnej drogi wptywajacej na regulacjg apoptozy
i proliferacji komorek nowotworowych. W dwoch liniach, FaDu i SCC-9, aktywnos¢ PI3K
byta znaczaco wyzsza po 48 godzinach inkubacji. Wyniki te sg zgodne z nasilong
proliferacja i uposledzong apoptoza tych komorek, co wyraznie wskazuje na udziat kinazy

PI3K w regulacji tych procesow pod wptywem rhAPRIL.

Zaskakujgce wyniki uzyskano w przypadku kinazy p-Akt 1/2/3. Odwrotnie do PI3K,
ekspresja p-Akt1/2/3 w komoérkach FaDu i SCC-9 w obecnosci thAPRIL osiggata wyzsze

wartosci w hodowli 24-godzinnej i nizsze w hodowli 48-godzinne;.

83



Natomiast w komorkach CAL 27 obserwowano podobny kierunek zaréwno w ekspresji
PI3K, jak i p-Aktl/2/3. Komorki linii CAL 27 inaczej niz pozostale wyrazaly ekspresj¢
biatka PI3K. Po 24 godzinach inkubacji z thAPRIL ekspresja PI3K byta wyzsza, choc¢
nieistotnie statystycznie, natomiast po 48 godzinach tej samej inkubacji ekspresja PI3K
znaczgco si¢ obnizyla. Podobnie, ekspresja biatka p-Akt1/2/3 po 48-godzinnej inkubacji
CAL 27 z rhAPRIL obnizyla si¢ w stosunku do komorek inkubowanych krocej,
a w komorkach bez thAPRIL wzrosta w poréwnaniu do tych samych komorek po 24

godzinach.

Roéznice w ekspresji biatek szlaku PI3K/Akt dotyczace gtdéwnie p-Aktl/2/3 w badanych
liniach komorkowych sugeruja, ze APRIL moze angazowaé inne bialka aktywujace te
kinaze w poszczegolnych komorkach. Wigkszo$¢ badan wskazuje na PI3K jako aktywatora
biatka Akt. Natomiast w przeprowadzonych badaniach ekspresja biatka Akt byta wysoka juz
po 24-godzinnej inkubacji z rhAPRIL, co w przypadku FaDu i SCC-9 moze wskazywacé na
dodatkowe zrédto aktywacji tego biatka, poza PI3K. Jednym z aktywatorow PI3K moze by¢
surwiwina, ktora jak wskazujg niektore badania moze aktywowaé kinaze PI3K [165]. Inne
badania wykazaty, ze ekspresja surwiwiny regulowana jest m. in. przez szlak PI3K/AKT
[166]. Stwierdzono, ze aktywacja PI3K/Akt prowadzi do wzrostu ekspresji surwiwiny
indukowanej przez GM-CSF, Ang-1, VEGF. Istnieje zatem petla sprzezenia zwrotnego,
taczaca ekspresje surwiwiny z PI3K/Akt w komorkach nowotworowych [165].

W s$wietle uzyskanych wynikow prawdopodobne wydaje si¢, aby po 24-godzinnej
inkubacji, aktywowany Akt prowadzit do wzrostu ekspresji surwiwiny, ktora po dluzszej
stymulacji indukuje w komorce ekspresje PI3K. Zaktywowany po 48 godzinach inkubacji
PI3K moze zwrotnie pobudzac ekspresje surwiwiny, co prowadzi do kolejnego wzrostu jej

ekspres;ji.

Wedtug dostgpnych danych surwiwina wykazuje wysoka ekspresje w komorkach
nowotworowych m. in. w komarkach linit HNSCC i petni role w regulacji apoptozy [167].
Jest biatkiem nalezacym do IAP (ang. inhibitor of apoptosis), ktorego brak zaburza podziaty
komorkowe, prowadzac do $mierci komorek. Wykazano, ze jej ekspresja obecna jest w duzej
liczbie nowotwordéw ztosliwych [168]. Surwiwina w znacznym stopniu oddziatuje na oba
szlaki apoptozy, zalezny od mitochondriow oraz szlak receptorowy. Zakldca ona
przetwarzanie kaspazy-9, gtownego inicjatora wewnetrznego szlaku apoptozy oraz wigze

rozszczepiong kaspaze-3 lub -7, hamujac ich funkcje [169].
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Wykazano zaangazowanie surwiwiny w rozwoju raka jamy ustnej, a jej nadekspresja
w zmianach przedrakowych sugeruje role we wezesnych etapach karcynogenezy OSCC [22,
23]. Zwigkszong ekspresje¢ surwiwiny stwierdzono w OSCC o wysokim stopniu ztosliwosci,

co wskazuje na jej udzial w opornosci na apoptoze, w odpowiedzi na leczenie [172].

Potwierdzaja to dane wskazujace, ze surwiwina w nowotworach wigze si¢ z opornoscia
na apoptozg¢, powstawaniem przerzutow czy omijaniem punktow kontrolnych cyklu
komorkowego, w zwigzku powyzszym wplywa ona na proces proliferacji komorek
nowotworowych [165]. Wyniki badan wtasnych jednoznacznie wskazuja na wzrost ekspresji
surwiwiny we wszystkich ocenianych liniach komoérkowych po inkubacji z rhAPRIL.
Istotnie wyzsza ekspresja surwiwiny nastepowata juz po 24 godzinach, z wyjatkiem linii
SCC-9 i utrzymywata si¢ po 48 godzinach we wszystkich liniach. Wyniki te wskazuja, ze
surwiwina i efekty jej dziatania mogg by¢ waznym etapem aktywacji szlaku prowadzacego
do stymulacji procesu proliferacji i hamowania apoptozy obserwowanego we wszystkich
badanych liniach komdrkowych (Rycina).
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Rycina 47 Zmiany w ekspresji biatek pro- i anty-apoptotycznych, kaspaz oraz bialek szlaku
PI3K/p-Aktl1/2/3/surwiwina w komoérkach linii FaDu, CAL 27 i SCC-9.
Akt - p-Akt1/2/3; Kas3 - kaspaza-3; Kas9 - kaspaza-9; T - wzrost ekspresji; ¥ - obnizenie ekspresji

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan potwierdzajg pro-nowotworowy efekt
dziatania czgsteczki thAPRIL, i po raz pierwszy dowodzg bezposredniego wplywu na
komorki raka ptaskonablonkowego HNSCC linii FaDu, CAL 27 i SCC-9. Efekt ten cechuje
dwojakiego rodzaju dziatanie, z jednej strony stymulujgce ich proliferacj¢, z drugiej

hamujace proces apoptozy.

Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja, ze w obecnosci thAPRIL dochodzi do nasilenia
proliferacji wszystkich badanych linii komorkowych, niezaleznie od pochodzenia. Zmiany
te byly zwigzane ze wzrostem ekspresji surwiwiny, co sugeruje istotng rolg tego biatka

W procesie namnazania komorek nowotworowych HNSCC linii FaDu, CAL 27 1 SCC-9.
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W przypadku pozostatych biatek sygnatlowych, kinaz PI3K/Akt, zmiany w ich ekspresji nie

pozwalajg na jednoznaczng ocen¢ ich aktywnosci w przeprowadzonym eksperymencie.

Istotnym aspektem pro-nowotworowego dziatania rhAPRIL, jest takze udowodniony
w przedstawionych badaniach efekt anty-apoptotyczny, prowadzacy do uposledzenia
procesu apoptozy we wszystkich ocenianych liniach komoérkowych. Zmiany
W intensywnos$ci apoptozy, zwigzane ze wzrastajacg ekspresja surwiwiny, ktérg cechuje
znana aktywno$¢ hamujaca apoptoze, podkreslajg znaczenie tego biatka w odpowiedzi na
APRIL. Jak wykazaty przeprowadzone badania, mechanizm obnizonej apoptozy komorek
FaDu, CAL 27, jak i SCC-9, w odpowiedzi na rthAPRIL jest zwigzany ze zmianami
w ekspresji pro- i anty-apoptotycznych biatek nadrodziny Bcl-2 oraz kaspazy-3 i kaspazy-
9. Uposledzona ekspresja bialek pro-apoptotycznych i kaspaz z jednocze$nie wysokim
poziomem biatek anty-apoptotycznych wydaje si¢ w istotny sposdéb wptywac na obnizenie

apoptozy w badanych komorkach.

Mechanizm indukcji sygnatu anty-apoptotycznego, zwigzanego z ekspresja biatek Bcl-
2 jest wyraznie jednokierunkowy w przypadku linii CAL 27 i wydaje si¢ zalezny od stanu
aktywacji kinaz PI3K oraz pAktl/2/3. Ekspresja zaro6wno biatek pro-, jak i anty-
apoptotycznych, ocenianych kaspaz oraz badanych kinaz wykazywala ten sam kierunek
zmian. W pozostatych liniach komérkowych FaDu i SCC-9 zmiany w ekspres;ji biatek
apoptotycznych i kinaz PI3K oraz Akt nie sg jednokierunkowe, co sugeruje zaangazowanie
innych szlakéow sygnatowych w tych komorkach. Obserwacje te wskazuja, ze dalsze,
poszerzone badania w tym zakresie pozwola na bardziej szczegétowe poznanie

mechanizmow dzialania czasteczki APRIL na te linie komorkowe.

Sposrod badanych linii, komorki SCC-9 1 CAL 27 wykazywaly podobng, podwyzszong
aktywnos¢ proliferacyjna w odpowiedzi na thAPRIL. Biorac jednocze$nie pod uwage
wyniki dotyczace procesu apoptozy w komorkach SCC-9, mozna przypuszczac, ze komorki
tej linii s3 najbardziej wrazliwe na dziatanie czasteczki APRIL. Obserwacja ta moze
W przysztosci przyczyni¢ si¢ do opracowania skutecznych metod regulacji ekspresji
czasteczki APRIL 1 sta¢ si¢ celem terapii wspomagajacej raka plaskonabtonkowego jamy

ustnej o tej lokalizacji.

Obserwowane roznice miedzy liniami komorkowymi dotyczace ekspresji bialek pro-
I anty-apoptotycznych, kaspaz oraz biatek szlaku PI3K/Akt/Surwiwina sklaniajg do
dalszych badan nad efektami dziatania APRIL na rozne linie nowotworowe, w celu

doktadnego poznania biologicznej roli tej czasteczki w procesie nowotworowym.
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VI.

Whioski

. Wozrost proliferacji oraz uposledzenie apoptozy w odpowiedzi na rhAPRIL wskazuje

na bezposrednie pro-nowotworowe dziatanie czasteczki APRIL na komérki HNSCC
linii FaDu, CAL 27 i SCC-9.

. Najwigksza wrazliwos$¢ na dzialanie thAPRIL wykazuja komorki linii SCC-9, co

potwierdzajg wyniki dotyczace zaréwno proliferacji, jak 1 apoptozy tych komorek.

. Mechanizm hamowania apoptozy w badanych liniach komérkowych w odpowiedzi

na dziatanie thAPRIL zalezny jest w znacznym stopniu od zmian ekspresji pro-

i anty-apoptotycznych biatek nadrodziny Bcl-2 drogi mitochondrialnej oraz kaspaz.

. Roéznice w ekspresji badanych biatek pro- i anty-apoptotycznych w odpowiedzi na

dziatanie thAPRIL miedzy badanymi liniami wskazuja na zaangazowanie takze

innych, niz badane, bialek drogi mitochondrialne;.

. Kluczowym bialkiem odpowiedzialnym za nasilong proliferacj¢ i uposledzong

apoptoz¢ badanych linii komorkowych HNSCC w odpowiedzi na thAPRIL jest

Surwiwina

Sposréd badanych linii, komérki CAL 27 odpowiadaja na thAPRIL poprzez szlak
PIBK/Akt/Surwiwina.

. Roznice w ekspresji biatek szlaku PI3K/Akt w komorkach linii FaDu i SCC-9

wskazujg na aktywacje innych drég sygnalizacyjnych w odpowiedzi na rhAPRIL.
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VII. Streszczenie w jezyku polskim

Biatko APRIL jest czlonkiem nadrodziny TNF, ktéry fizjologicznie prowadzi do
szybszego dojrzewania granulocytow i komorek plazmatycznych w szpiku oraz ich wyrzutu
na obwdd. W odrdznieniu od wielu innych ligandow nadrodziny TNF moze stymulowac

wzrost komorek roznych linii nowotworowych.

Komorki nowotworowe nie wykazujg ekspresji podstawowych receptoréw dla APRIL:
TACI oraz BCMA, jednak na ich powierzchni znajdujg si¢ proteoglikany siarczanu heparanu
(HSPG), z ktorymi APRIL wigze si¢ bezposrednio. Dotychczasowe badania wykazaty
ekspresje czasteczki APRIL w tkankach nowotworowych réznego pochodzenia oraz

w komorkach zaangazowanych w regulacje rozwoju nowotworow.

Nowotwory w obrebie glowy i1 szyi (HNC), wsrdd ktorych ponad 90% stanowig raki
ptaskonablonkowe (HNSCC), naleza do najczesciej wystepujacych na swiecie. Dostepne
dane dotyczace wptywu APRIL na komorki rakow plaskonabtonkowych glowy i szyi sa

nieliczne i niejednoznaczne.

Celem badan byla ocena wplywu rekombinowanej czasteczki APRIL (thAPRIL) na
procesy proliferacji i apoptozy komorek nowotworowych wybranych linii HNSCC oraz
zweryfikowanie aktywnos$ci bialek pro- 1 anty-apoptotycznych, a takze roli szlaku

P13K/p-Akt/surwiwina w tych komoérkach.

Do oceny proliferacji wykorzystano test MTT, apoptoze oznaczano metoda cytometrii

przeplywowej, a ekspresj¢ biatek badano metoda Western blot.

W przeprowadzonych badaniach po raz pierwszy wykazatam bezposrednie dziatanie
rhAPRIL na komorki linii FaDu, CAL 27 1 SCC-9, wyrazajace si¢ znaczacym wzrostem ich
proliferacji oraz upo$ledzeniem procesu apoptozy, €O potwierdza pro-nowotworowsa
aktywnosc¢ tej czasteczki. Najwiekszg wrazliwo$¢ na dziatanie rhAPRIL wykazujg komorki
linii SCC-9, co potwierdzajg wyniki dotyczace zardwno proliferacji, jak i apoptozy tych

komorek.

Mechanizm hamowania apoptozy w badanych liniach komoérkowych w odpowiedzi na
dziatanie rhAPRIL zalezny jest w znacznym stopniu od zmian ekspresji biatek pro- i anty-
apoptotycznych nadrodziny Bcl-2 drogi mitochondrialnej oraz kaspaz. Réznice w ekspresji
badanych biatek pro- i anty-apoptotycznych w odpowiedzi na dziatanie thAPRIL mig¢dzy
badanymi liniami wskazuja na zaangazowanie takze innych, niz badane, biatek drogi
mitochondrialnej.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze kluczowym biatkiem odpowiedzialnym za nasilong
proliferacje¢ 1 uposledzong apoptozg badanych linii komérkowych HNSCC w odpowiedzi na
rhAPRIL jest surwiwina.

Analizujac zachowanie si¢ biatek wewnatrzkomoérkowego szlaku sygnatowego
wykazano, ze sposrod badanych linii, tylko komérki CAL 27 odpowiadaja na rhAPRIL
poprzez szlak PI3K/Akt/Surwiwina. W pozostatych komorkach, linii FaDu i SCC-9,

aktywacji ulegaja prawdopodobnie inne drogi sygnatowe.

Istotny wptyw APRIL na proces apoptozy i proliferacji komoérek nowotworowych linii
HNSCC obserwowany w przeprowadzonych badaniach moze zostaé w przysztoSci
wykorzystany w celu doskonalenia terapii w leczeniu nowotworéw HNSCC, w oparciu

0 regulacj¢ ekspresji tej czasteczki.
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VIII. Streszczenie w jezyku angielskim

The APRIL protein belongs to the TNF superfamily and physiologically leads to faster
maturation of granulocytes and plasma cells in the bone marrow and their ejection to the
periphery. Unlike many other ligands of the TNF superfamily, it can stimulate the growth of

cells of various tumor lines.

Cancer cells do not express the basic receptors of APRIL: TACI and BCMA. On their
surface there are heparan sulfate proteoglycans (HSPG), to which APRIL binds. Previous
studies have shown that the expression of the APRIL molecule in cancer tissues of various

origins and in cells involved in regulating of cancer development.

Head and neck cancers (HNCs), of which more than 90% are squamous cell carcinomas

(HNSCCs), are among the most common in the world.

Available data on the effect of APRIL on head and neck squamous cell carcinoma cells

are scarce and inconclusive.

The aim of the study was to assess the effect of the recombinant APRIL molecule
(rhAPRIL) on the processes of proliferation and apoptosis of cancer cells of selected HNSCC
lines and to verify the activity of pro- and anti-apoptotic proteins, as well as the role of the

PI13K/p-Akt/survivin pathway in these cells.

The MTT assay was used to assess proliferation, apoptosis was determined by flow

cytometry, and protein expression was assessed by Western blot.

In the conducted studies, | demonstrated for the first time the direct effect of rhAPRIL
on cells of the FaDu, CAL 27 and SCC-9 lines, expressed in a significant increase in their
proliferation and impairment of the apoptosis process, which confirms the pro-cancer
activity of this molecule. SCC-9 cells are the most sensitive to the action of rhAPRIL, which

is confirmed by the results regarding both proliferation and apoptosis of these cells.

The mechanism of apoptosis inhibition in the tested cell lines in response to rhAPRIL
depends to a large extent on changes in the expression of pro- and anti-apoptotic proteins

that belong to the Bcl-2 superfamily of the mitochondrial pathway and caspases.

Differences in the expression of the tested pro- and anti-apoptotic proteins in response
to the action of rhAPRIL between the tested lines indicate the involvement of other than the

tested proteins of the mitochondrial pathway.
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The results obtained indicate that the key protein responsible for increased proliferation

and impaired apoptosis of the tested HNSCC cell lines in response to rhAPRIL is Survivin.

Analyzing the behavior of proteins of the intracellular signaling pathway, it was shown
that among the tested lines, only CAL 27 cells respond to rhAPRIL through the
PI3K/Akt/Surwiwin pathway. In the remaining cells, the FaDu and SCC-9 lines, other

signaling pathways are probably activated.

The significant effect of APRIL on the process of apoptosis and proliferation of HNSCC
tumor cells observed in the conducted studies may be used in the future to improve
anticancer therapy in the treatment of HNSCC tumors, based on the regulation of the

expression of this molecule.
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