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Streszczenie

Rak przelyku, plasujacy si¢ na 6smym miejscu co do czgstosci wystepowania na §wiecie,
jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworow ztosliwych. Cechuje si¢ niska
przezywalno$cig 1 szybkim przerzutowaniem. Wyr6znia si¢ jego dwa glowne typy
histologiczne: rak ptaskonablonkowy (ESCC) i gruczolakorak (EAC). Rak ptaskonabtonkowy,
bedacy najczgsciej diagnozowanym typem ogotem na $wiecie, dominuje w krajach
rozwijajacych sie, podczas gdy rak gruczotowy jest dominujagcym typem w krajach
rozwinigtych, zwlaszcza w Ameryce 1 w Europie, w tym w Polsce.

W patogenezie raka przetyku bierze udzial wiele czynnikow, wlaczajac stan zapalny,
obecnie uznawany za jeden z dziesi¢ciu znakow szczegolnych nowotwordw.

Wsrod mediatorow stanu zapalnego, uwalnianych do mikrosrodowiska guza i uwazanych
za kluczowe dla rozwoju nowotworow sa cytokiny, wsrdd ktorych jedna z najlepiej poznanych
jest czynnik martwicy nowotworéw o (TNF-a).

TNF-a, jak wigkszo$¢ cytokin, charakteryzuje si¢ dziataniem plejotropowym. Z jednej
strony ma zdolno$¢ indukcji apoptozy (zaprogramowanej $mierci komorki) lub nekrozy,
procesOw prowadzacych do $mierci komoérki. Z drugiej strony wiadomo, ze poprzez aktywacje
sciezki sygnatowej zwigzanej z NFkB stymuluje komorki w kierunku proliferacji, promujac ich
przezycie, co w przypadku nowotwordw przektada si¢ na progresj¢ choroby. Jak pokazaty
ostatnie badania, jednym z najwazniejszych dziatan TNF-a w konteks$cie inwazji 1
przerzutowania nowotworow jest zdolno$¢ do indukcji ekspresji 1 aktywacji biatek
proteolitycznych, przede wszystkim metaloproteinazy macierzy 9 (MMP9), ktorej
podwyzszone poziomy charakteryzujg wigkszo$¢ nowotwordw 1 koreluja z ich inwazyjnoscig i
przerzutowaniem. Wiadomo tez, ze TNF-a ma wplyw na regulacje metabolizmu lipidow i
komorkowej homeostazy glukozy. Sa dowody, ze dziatajac jako potencjalny induktor efektu
Warburga, moze odgrywac istotng role w przeprogramowaniu metabolicznym komorek
nowotworowych, w ktorym kluczowym enzymem jest dehydrogenaza mleczanowa (LDH),
odpowiadajagca nie tylko za dostosowanie komorek nowotworowych do specyficznych
wymagan metabolicznych ale tez za wzrost kwasowosci mikrosrodowiska guza, co sprzyja
inwazji, neoangiogenezie, przerzutowaniu, immunosupresji 1 opornosci na leczenie.

Mechanizmy, ktore determinujg pro- 1 antyapoptotyczny efekt TNF-a na komorki nie sg
jasne. Pytanie wigc, czy zmiany metaboliczne zwigzane z adaptacjg metabolizmu zaleznego od
LDH przez komodrki nowotworowe majag wplyw na zdolnos$¢ przetaczania $ciezki transmisji

sygnatu stymulowanego przez TNF-a z prowadzacego do apoptozy na promujacy przezycie,



pozostaje otwarte. Dlatego celem tej pracy byta proba oceny udziatu LDH, w szczegodlnosci
podjednostki A (LDHA), w ucieczce komorek nowotworowych przed apoptoza, indukowang
cytoking prozapalng TNF-a, na przyktadzie komorek raka przetyku.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem danych, zgromadzonych w internetowej bazie
TNMplot, dotyczacych poziomu ekspresji wybranych genow (LDHA, LDHB, TNFA,
TNFRSF14, TNFRSFIB oraz MMPY) w guzach pierwotnych przelyku 1 tkankach
przerzutowych; materiatu klinicznego w formie preparatow parafinowych raka przetyku,
barwionych metoda immunohistochemii (IHC); oraz linii komorkowych, KYSE150 oraz EC7,
reprezentujagcych odpowiednio ptaskonablonkowego raka przelyku oraz gruczolakoraka
przetyku, ktore analizowano za pomocg testow komorkowych takich jak: test zywotnos$ci
(MTT), proliferacji, migracji, senescencji 1 apoptozy (przy uzyciu cytometrii przeplywowej),
oraz takich metod jak: elektroforeza w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) 1 natywnych
(zymografia), Western blotting, reakcja tancuchowa polimerazy (qPCR) 1 kolorymetryczny
pomiar stezenia mleczanu. W celu zahamowania aktywnosci LDHA w komorkach raka
przetyku uzyto specyficznego dla LDHA inhibitora, oksamatu sodu (SO) 1 wyciszono ekspresje
genu LDHA za pomoca siRNA.

Wykazano, ze ekspresja LDHA byta znaczaco zwigkszona w tkankach guzow pierwotnych
(p<0,00001) 1 znaczaco zmniejszona (p<0,00001) w tkankach przerzutowych w porownaniu z
tkankami prawidtowymi. Ekspresja LDHB zwigkszala si¢ istotnie w tkankach guzéw
pierwotnych (p<0,00001) oraz w tkankach przerzutowych (p<0,05) w poréwnaniu z tkankami
prawidtowymi. Ekspresja TNFA w tkankach guzéw pierwotnych nie réznita si¢ od tej w
tkankach prawidlowych (p>0,05) ale zwigkszata si¢ znaczaco w tkankach przerzutowych
(p<0,00001). Ekspresja genu kodujacego receptor 1 TNF-a, TNFRSF1A4, w tkankach guzow
pierwotnych nieznacznie si¢ zmniejszata, a w tkankach przerzutowych nie zmienila si¢ w
poréwnaniu z tkankami prawidtowymi (p>0,05). Ekspresja genu kodujacego receptor 2 TNF-
o, TNFRSF'IB, w tkankach guzow pierwotnych nie roznita si¢ od tej w tkankach prawidlowych,
ale zwigkszyta si¢ istotnie w tkankach przerzutowych (p<0,00001). Ekspresja MMP9
zwigkszala si¢ istotnie zarowno w tkankach guzéw pierwotnych (p<0,00001) jak 1 w tkankach
przerzutowych (p<0,00001) w pordéwnaniu z tkankami prawidtlowymi, przy czym poziom
ekspresji MMP9 w tkankach przerzutowych byl istotnie wigkszy niz w tkankach pierwotnych
(p<0,00001). Analiza zmian ekspresji LDHA na poziomie biatka, oznaczonego metoda IHC, w
tkankach nowotworowych przetyku (N=10) wykazala istotnie wigkszy poziom w porownaniu
z histologicznie prawidtowym nablonkiem przetyku (N=10), pochodzacym z marginesu

resekcji (p<0,00001).



Wykorzystujac metode RT-qPCR do analizy zmian ekspresji LDHA 1 LDHB w odpowiedzi
na TNF-o w warunkach in vitro wykazano, ze traktowanie komorek KYSEI50 TNF-a
powodowato istotne zwigkszenie ekspresji obu podjednostek (FC=1,98+0,08 i 1,88+0,2,
odpowiednio dla LDHA 1 LDHB, p<0,005). W przypadku EC7 traktowanie TNF-a znaczaco
zwigkszylo ekspresj¢ LDHA (FC= 2,28+0,26; p<0,001) ale nie LDHB (FC=1,47+0,39;
p>0,05). Analiza poziomu LDHA i LDHB za pomocg metody Western blotting pokazata brak
pozytywnej reakcji dla LDHB w EC7 co bylo zgodne z izoenzymogramem LDH. W komoérkach
KYSE150 obserwowano aktywno$¢ wszystkich izoenzymoéw LDH (LD1-LDS5), natomiast w
komorkach EC7 aktywna byta tylko izoforma LDS5, zbudowana z podjednostek A.

Analiza ilo$ciowa apoptozy metodg cytometrii przeptywowej, w populacji komorek
EC7 transfekowanych siRNA LDHA i traktowanych TNF-a (30 ng/ml/24h) wykazala, Ze
wyciszenie ekspresji LDHA nie uwrazliwito komoérek raka przelyku na proapoptotyczne
dziatanie TNF-a. Catkowita liczba komorek apoptotycznych w populacji komorek z wyciszong
ekspresjag LDHA 1 traktowanych TNF-a (7,75%) nie zmienita si¢ znaczgco w porOwnaniu z
komorkami kontrolnymi (8,8% 1 9,19%, odpowiednio transfekowanych siRNA kontrolnym i
nietransfekowanych). Podobnie, hamowanie aktywnosci LDHA za pomoca SO (50 mM/48h)
nie uwrazliwito komorek EC7 na proapoptotyczne dziatanie TNF-a. Catkowita liczba komorek
apoptotycznych w populacji komoérek traktowanych SO 1 TNF-a (16,41%) nie zmieniala si¢
znaczgco w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi (19,28%, traktowanymi wylacznie SO).
Efekt ten zostat potwierdzony w badaniach z uzyciem metody Western blotting, oceniajagcych
zmiany w aktywacji markeré6w apoptozy. Zmniejszanie aktywnosci LDHA, zaréwno za
pomoca siRNA, jak 1 SO, w KYSE150 i EC7 nie powodowato aktywacji kaspazy 8 1 kaspazy
3 oraz PARP1 w odpowiedzi na TNF-a.

Analiza procentowego udziatu komoérek pozytywnie barwigcych si¢ w kierunku
lizosomalnej B-galaktozydazy w populacji komorek traktowanych SO 1 TNF-a (12,5+1,9%)
wykazata brak roznic statystycznych (p>0,05) w stosunku do populacji komorek traktowanych
wyltgcznie SO (11,3+1,5%) co pokazato, ze hamowanie aktywnosci LDHA za pomoca SO (50
mM) réwniez nie mialo wptywu na senescencj¢ indukowang TNF-a.

Hamowanie LDHA za pomoca SO nie mialo tez znaczacego wplywu na zywotnos$¢ i
proliferacje komérek raka przetyku. Zywotnoéé komérek KYSE150 i EC7 mierzono po 48-
godzinnej ekspozycji na SO w stezeniach 25 mM 1 50 mM przy uzyciu testu MTT. Komorki
byly dodatkowo traktowane lub nie TNF-a (30 ng/ml/24h). Uzycie SO samego, jak 1 w
kombinacji z TNF-a nie powodowalo znaczacych zmian w zywotnosci komorek (p>0,05).

Analiza ilosciowa potencjatu proliferacyjnego komoérek EC7 traktowanych SO (50 mM)



wykazata, ze hamujacy wptyw na proliferacj¢ mozna byto obserwowac po 72 h (p<0,001) 1 96
h (p<0,005) ale nie po 24 h ekspozycji na SO (p>0,05)

Natomiast SO skutecznie hamowat wydzielanie mleczanu w KYSE150 1 EC7, a
obserwowane roznice w stosunku do kontroli byty istotne statystycznie (p<<0,005). Wyciszenie
ekspresji genu LDHA za pomoca siRNA rowniez skutkowato zmniejszeniem produkcji
mleczanu w obu liniach komoérkowych, jednak zmiany te byly nieznaczne i statystycznie
nieistotne w stosunku do kontroli (P>0,05). Wyniki uzyskane w tescie migracji pokazaty, ze
SO istotnie hamowat efekt indukowanej przez TNF-o (30 ng/ml) migracji komorek raka
przetyku (p< 0,005). Podobny efekt obserwowano w komorkach z wyciszong ekspresjag LDHA.
TNF-a istotnie zwigkszal potencjat migracyjny komorek kontrolnych, ale nie komorek
transfekowanych siRNA LDHA (p>0,05).

Analizujagc wptyw hamowania aktywnosci LDHA oraz wptyw mleczanu na indukowang
przez TNF-a sekrecj¢ 1 aktywacje MMP9 w komorkach raka przelyku wykazano, ze mleczan
dziata synergistycznie z TNF-a, potegujac jego efekt na sekrecje 1 aktywacje MMP9 w
komorkach KYSE150 (FC=1,38) w porownaniu z kontrolg natomiast, SO znaczaco ten efekt
hamuje (FC=0,47), co wykazano za pomocg zymografii zelatynowej. Wyciszenie ekspresji
LDHA w KYSE150 za pomocg siRNA znaczgco obnizyto sekrecjc MMP9 indukowang przez
TNF-a w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi, zarowno nietransfekowanymi, jak 1
transfekowanymi kontrolnym siRNA (odpowiednio FC=0,79 i FC=0,5).

Podsumowujac, w tej pracy wykazano, ze hamowanie aktywnosci LDHA w komorkach
raka przetyku nie odblokowuje $ciezki apoptotycznej zwigzanej z TNF-a, a wigc nie generuje
zmiany odpowiedzi komorkowej na TNF-a z pronowotworowej na antynowotworowa.

Udowodniono jednak, ze uzycie specyficznego inhibitora LDHA znosi promigracyjny efekt
TNF-a na komorki raka przetyku oraz hamuje indukowang przez TNF-a sekrecje MMP9, co
wigze si¢ z ostabieniem aktywacji $ciezki sygnalowej zwigzanej z Erk1/2. Potwierdzono tym
samym bezposrednig zalezno$¢ pomiedzy statusem metabolicznym glukozy i skuteczno$cia
odpowiedzi komoérek nowotworowych na pronowotworowe dziatanie TNF-a, jednej z
gltoéwnych cytokin prozapalnych, zwigzanych z kancerogenezg 1 progresjag nowotworowa.

Udowodniono ponadto skutecznos¢ SO w hamowaniu sekrecji mleczanu oraz jego
antyproliferacyjne dziatanie na komorki raka przelyku. Uzyskane w tej pracy wyniki dajg
podstawe do rozwazenia zastosowania inhibitora LDHA w projektowaniu terapii

uzupelniajacej u pacjentdw z rakiem przetyku.



Abstract

Esophageal cancer, the eighth most common cancer in the world, is one of the most
aggressive malignancies. It is characterized by low survival rate and rapid metastasis. There are
two main histological types: squamous cell carcinoma (ESCC) and adenocarcinoma (EAC).
Squamous cell carcinoma, being the most commonly diagnosed type overall in the world,
predominates in the developing countries, while adenocarcinoma is the dominant type in
developed countries, especially in America and Europe, including Poland.

Many factors are involved in the pathogenesis of esophageal cancer, one of which is
inflammation, currently recognized as one of the hallmarks of cancer.

Among the mediators of inflammation, released into the tumor microenvironment and
considered crucial for the development of cancer, there are cytokines, among which one of the
best known is tumor necrosis factor a (TNF-a).

TNF-a, like most cytokines, is pleiotropic. On the one hand, it has the ability to induce
apoptosis (programmed cell death) or necrosis, processes leading to cell death. On the other
hand, it is known that by activating the signaling pathway associated with NFkB, it stimulates
cells to proliferate, promoting their survival, which in the case of cancer leads to disease
progression. As recent studies have shown, one of the most important functions of TNF-a
regarding the tumor invasion and metastasis is its ability to induce the expression and activation
of proteolytic proteins, primarily matrix metalloproteinase 9 (MMP9), whose elevated levels
characterize most cancers and correlate with their invasiveness and metastasis. TNF-a is also
known to influence the regulation of lipid metabolism and cellular glucose homeostasis. There
is evidence that acting as a potential inducer of the Warburg effect, it may play an important
role in the metabolic reprogramming of cancer cells, in which the key enzyme is lactate
dehydrogenase (LDH), responsible not only for adapting cancer cells to specific metabolic
requirements, but also for increasing the acidity of the tumor microenvironment which
promotes invasion, neo-angiogenesis, metastasis, immunosuppression and treatment resistance.

The mechanisms that determine the pro- and anti-apoptotic effect of TNF-a on cells are
not clear. Thus, the question of whether the metabolic changes associated with the adaptation
of LDH-dependent metabolism by cancer cells affect the ability to switch the TNF-a-stimulated
signaling pathway from the one leading to apoptosis to the one promoting survival remains
open. Therefore, the aim of this study was to assess the role of LDH, in particular the A subunit
(LDHA), in the escape of cancer cells from apoptosis, induced by the proinflammatory cytokine

TNF-a, based on the example of esophageal cancer cells.



The study was conducted using data collected in the online database TNMplot,
concerning the level of expression of selected genes (LDHA, LDHB, TNFA, TNFRSFIA,
TNFRSF 1B and MMPY) in primary esophageal tumors and metastatic tissues; clinical material
in the form of paraffin preparations of esophageal cancer stained by immunohistochemistry
(IHC); and cell lines, KYSE150 and EC7, representing esophageal squamous cell carcinoma
and esophageal adenocarcinoma, respectively, which were analyzed by cell assays such as
MTT, proliferation, migration, senescence and apoptosis (using flow cytometry), and methods
such as denaturing (SDS-PAGE) and native (zymography) electrophoresis, Western blotting,
polymerase chain reaction (qQPCR) and colorimetric measurement of lactate concentration. To
inhibit LDHA activity in esophageal cancer cells, the LDHA-specific inhibitor sodium oxamate
(SO) was used and LDHA gene expression was silenced with siRNA.

It was shown that LDHA expression was significantly increased in primary tumor tissues
(p<0.00001) and significantly decreased (p<0.00001) in metastatic tissues compared to normal
tissues. LDHB expression was significantly increased in primary tumor tissues (p<0.00001) and
metastatic tissues (p<0.05) compared to normal tissues. TNFA expression in primary tumor
tissues did not differ from normal tissues (p>0.05) but was significantly increased in metastatic
tissues (p<0.00001). The expression of the TNF-a receptor 1 gene, TNFRSFIA, was slightly
decreased in primary tumor tissues and remained unchanged in metastatic tissues compared to
normal tissues (p>0.05). Expression of the gene encoding TNF-a receptor 2, TNFRSFIB, in
primary tumor tissues did not differ from that in normal tissues, but was significantly increased
in metastatic tissues (p<0.00001). MMP9 expression was significantly increased in both
primary tumor tissues (p<0.00001) and metastatic tissues (p<0.00001) compared to normal
tissues, with MMPY expression levels significantly higher in metastatic tissues than in primary
tissues (p<0.00001). The analysis of changes in LDHA expression at the protein level,
determined by THC, in esophageal cancer tissues (N=10) showed a significantly higher level
compared to histologically normal esophageal epithelium (N=10) from the resection margin
(p<0.00001).

Using the RT-qPCR method to analyze changes in the expression of LDHA and LDHB
in response to TNF-a in vitro, it was shown that treatment of KYSEI150 cells with TNF-a
significantly increased the expression of both subunits (FC=1.98+0.08 and 1.88+0.2 for LDHA
and LDHB, respectively, p<0.005). For EC7, TNF-a treatment significantly increased
expression of LDHA (FC=2.28+0.26; p<0.001) but not LDHB (FC=1.47+£0.39; p>0.05).
Analysis of LDHA and LDHB levels by Western blotting showed no positive reaction for
LDHB in EC7, which was consistent with the LDH isoenzyme. In KYSE150 cells, the activity



of all LDH isoenzymes (LD1-LD5) was observed, while in EC7 cells only the LD5 isoform,
built of A subunits, was active.

Quantitative analysis of apoptosis by flow cytometry in a population of EC7 cells
transfected with LDHA siRNA and treated with TNF-a (30 ng/ml/24h) showed that suppression
of LDHA expression did not sensitize esophageal cancer cells to the pro-apoptotic effects of
TNF-a. The total number of apoptotic cells in the population of LDHA-silenced and TNF-a-
treated cells (7.75%) did not change significantly compared to control cells (8.8% and 9.19%,
transfected with control siRNA and not transfected, respectively). Similarly, inhibition of
LDHA activity with SO (50 mM/48 h) did not sensitize EC7 cells to the pro-apoptotic effects
of TNF-a. The total number of apoptotic cells in the population of cells treated with SO and
TNF-a (16.41%) did not change significantly compared to control cells (19.28%, treated with
SO alone). This effect was confirmed in studies using the Western blotting method, evaluating
changes in the activation of apoptosis markers. Silencing of LDHA expression by both siRNA
and SO in KYSE150 and EC7 did not activate caspase 8 and caspase 3 and PARP1 in response
to TNF-a.

Analysis of the percentage of cells staining positively for lysosomal 3 -galactosidase in
the population of cells treated with SO and TNF-a (12.5+1.9%) showed no statistical
differences (p>0.05) in relation to the population of cells treated with SO alone (11.3£1.5%),
which showed that inhibition of LDHA activity with SO (50 mM) also had no effect on TNF-
a-induced senescence.

Inhibition of LDHA with SO also had no significant effect on the viability and
proliferation of esophageal cancer cells. KYSE150 and EC7 cell viability was measured after
48-hour exposure to SO at 25 mM and 50 mM using the MTT assay. Cells were additionally
treated with or without TNF-a (30 ng/ml/24h). The use of SO alone and in combination with
TNF-a did not cause significant changes in cell viability (p>0.05). Quantification of the
proliferative potential of EC7 cells treated with SO (50 mM) showed that the inhibitory effect
on proliferation could be observed after 72 h (p<0.001) and 96 h (p<0.005) but not after 24 h
exposure to SO (p>0.05).

On the other hand, SO effectively inhibited lactate secretion in KYSE150 and EC7, and
the observed differences in relation to the control were statistically significant (*p<0.005).
Silencing of LDHA gene expression with siRNA also resulted in a decrease in lactate
production in both cell lines, but these changes were small and not statistically significant
compared to controls (P>0.05). The results obtained in the migration test showed that SO

significantly inhibited the effect of TNF-a (30 ng/ml) induced migration of esophageal cancer



cells (p<0.005). A similar effect was observed in cells with suppressed LDHA expression. TNF-
a significantly increased the migration potential of control cells, but not cells transfected with
LDHA siRNA (p>0.05).

By analyzing the effect of inhibition of LDHA activity and the effect of lactate on TNF-
a-induced MMP9 secretion and activation in esophageal cancer cells, it was shown that lactate
acts synergistically with TNF-a, enhancing its effect on MMP9 secretion and activation in
KYSEI150 cells (FC=1.38) in compared to the control, SO significantly inhibited this effect
(FC=0.47), as demonstrated by gelatin zymography. Silencing of LDHA expression in
KYSE150 with siRNA significantly reduced MMP9 secretion induced by TNF-a compared to
control cells, both untransfected and transfected with control siRNA (FC=0.79 and FC=0.5,
respectively).

In summary, this study showed that inhibition of LDHA activity in esophageal cancer

cells does not unblock the apoptotic pathway associated with TNF-a, and thus does not generate
a change in the cellular response to TNF-a from pro-cancer to anti-cancer.
However, it has been proven that the use of a specific LDHA inhibitor abolishes the
promigratory effect of TNF-a on esophageal cancer cells and inhibits the secretion of MMP9
induced by TNF-a. Thus, a direct relationship between the metabolic status of glucose and the
effectiveness of the response of cancer cells to the pro-cancer effect of TNF-a, one of the main
pro-inflammatory cytokines associated with carcinogenesis and cancer progression, was
confirmed.

Moreover, the effectiveness of SO in inhibiting lactate secretion and its anti-
proliferative effect on esophageal cancer cells has been proven. The results obtained in this
work provide grounds for considering the use of an LDHA inhibitor in the design of adjuvant

therapy in patients with esophageal cancer.
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1. Wprowadzenie

Nowotwory ztosliwe odnosza si¢ do duzej grupy chordb, ktére majg jedng wspolnag ceche:
wszystkie rozwijajg si¢ z normalnych komorek, ktore zaczynajg dzieli¢ si¢ w niekontrolowany
sposob. Dzieki zdolnosci do namnazania si¢ 1 penetracji okolicznych struktur, komorki
nowotworowe mogg tworzy¢ guzy, niszczac otaczajgce je normalne tkanki. Mogg réwniez,
poprzez krwioobieg, rozprzestrzenia¢ si¢ do odleglych narzadow, zwigkszajac swoja
niszczycielska moc, czynigc t¢ chorobe smiertelng. Nowoczesne techniki, umozliwiajace
wczesne wykrywanie 1 innowacyjne metody leczenia sprawily, Ze obecnie na raka umiera mniej
0s0b niz dwie dekady temu, ale nadal jest to druga najczestsza przyczyna zgondw na $§wiecie.
W zwigzku z tym istnieje ciagla potrzeba badan w celu zrozumienia zloZzonego procesu
nowotworzenia 1 roli czynnikdw odpowiedzialnych za jego inicjacj¢, aby pomoc ludziom

przede wszystkim zapobiega¢ nowotworom, ale takze wprowadzac¢ skuteczne terapie.

1.1. Rak przetyku

Rak przetyku (EC, ang. esophageal cancer) jest obok raka ptuc, raka piersi, raka prostaty,
raka jelita grubego oraz raka zotadka i watroby, jednym z najbardziej $miercionos$nych, zle
rokujagcym nowotworem na $wiecie. Stanowi bardzo wazne wyzwanie dla zdrowia publicznego,
gléwnie ze wzgledu na swdj niezwykle agresywny charakter, niskga przezywalnos¢ oraz
szybko$¢ przerzutowania (https://www.wcrf.org/cancer-trends/worldwide-cancer-data/). Rak
przetyku najczesciej daje przerzuty do weztow chtonnych, watroby, ptuc, kosci 1 mézgu (Wu i
in., 2018). Juz wspoéiczesnie stanowi rosngcy problem zdrowotny, ale jego czestosé
wystepowania, jak si¢ szacuje, jeszcze wzrosnie w ciggu najblizszych 10 lat nawet o 140%
(Lambert 1 Hainaut, 2017). Rak przetyku jest 6. najczgstsza przyczyng zgonow z powodu
nowotworow ztosliwych (odpowiada za ponad 500 000 zgonéw zwigzanych z rakiem kazdego
roku) 1 8. najczestszym pod wzgledem liczby rozpoznawanych rocznie nowych przypadkow w
Polsce (Ryc.1) ina $wiecie (Tab.1), przy czym kraje rozwijajace si¢ odpowiadaja za ponad 80%
wszystkich przypadkow 1 zgonow (Herszényi 1 Tulassay, 2010, https://www.wcrf.org/cancer-
trends/worldwide-cancer-data/, Huang 1 in., 2021). Pomimo postepéw w diagnostyce i leczeniu,
coraz wigkszej S$wiadomosci, identyfikacji chorych wysokiego ryzyka 1 nadzoru
endoskopowego, bardzo duzy odsetek pacjentow zglasza si¢ juz z zaawansowang chorobg, a
0golny piecioletni wskaznik przezycia osob z rakiem przetyku wynosi od 15% do 20% na catym

swiecie (Absiiin., 2013).
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. Przelyk
A Zoladek B Jainik 0.49%
Pecherz moczowy ~ 3.8% Trzon macicy 43%
6.4% 7%

Jelito grube

9/
Pluco 9.5%

16.1%

Inne
39.6%

Inne
46%

Ptuco

Przelyk
1y 9.9%

1.3%

Jelito grube
12.2%

Gruczot krokowy 22.9%
20.6%
Przelyk
C ) Przetyk D Jajnik - 0.7%
Zotadek 2.4% 4.3%
5.9% Trzustka

Pecherz moczowy
5.7%

Jelito grube
11.6%
Inne
35.4%

Jelito grube

15% Inne

42.9%

Pluco
12.9%

Gruczot krokowy
19.3% Piers
22.9%

Rycina 1. Zachorowania i zgony zwiazane z nowotworami w Polsce (2019). Zachorowania

wsrdéd mezezyzn (A) 1 wsrdd kobiet (B). Zgony wsrod mezezyzn (C) 1 wsrod kobiet (D).

W Polsce w roku 2019 zanotowano 1470 nowych przypadkéw raka przetyku oraz 1648
zgonow z tegoz powodu. W naszym kraju zdecydowana wigkszo$¢ zachorowan dotyczy
mezezyzn (1139 vs. 331 wsrdd kobiet). U mezezyzn odnotowuje si¢ rowniez duzo wigksza
umieralno$¢ z powodu raka przetyku (1311 vs. 334) (Krajowy Rejestr Nowotworow: Przetyk -
onkologia.org.pl). W Polsce zachorowalno$¢ oraz umieralnos¢ w zwigzku z EC utrzymuje si¢
od ostatnich 20 lat na niemal niezmienionym poziomie w przypadku populacji kobiet, a w
przypadku mezczyzn w latach 1999 do 2007 notowano znaczny spadek zachorowalnosci 1 od
tego roku liczba nowych zachorowan w tej grupie utrzymuje si¢ na statym poziomie (Krajowy

Rejestr Nowotwordw: Przelyk - onkologia.org.pl).
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# Typ raka % wszystkich Liczba nowych
zachorowan przypadkow

1 Piers 12,5 2261419

2 Phuco 12,2 2206771

3 Jelito grube 10,7 1931590

4 Prostata 7,8 1414259

5 Zotadek 6 1089103

6 Watroba 5 905677

7 Szyjka macicy 33 604127

8 Przetyk 33 604100

9 Tarczyca 3,2 586202

10 Pecherz 3,2 573278

Tabela 1. Zachorowalnos$¢ na raka na $wiecie (2020). Wykaz dziesigciu najczestszych typow
raka w calej Swiatowej populacji w odniesieniu do catkowitej liczby zdiagnozowanych
nowotworow, szacowanej na 18,094,716 przypadkow (Worldwide cancer data | World Cancer

Research Fund International (wcrf.org)).

1.1.1. Typy histologiczne

Jako jednostka chorobowa, rak przetyku sklada si¢ gtownie z dwoch odrebnych
histologicznie, epidemiologicznie 1 patologicznie typdw - raka ptaskonablonkowego (ESCC,
ang. esophageal squamous cell carcinoma) i gruczolakoraka (EAC, ang. esophageal
adenocarcinoma). Podtypy te stanowig ponad 95% zto§liwych guzow przetyku. Wsrdd rzadkich
podtypow raka przetyku, stanowigcych razem 5% ogotu, najczesciej diagnozuje si¢ raka
drobnokomorkowego (Tab.2). Ogdlnie, raki przetyku stanowig 80% wszystkich zmian
nowotworowych wystepujacych w obrebie przetyku, pozostate 20%, to nowotwory tagodne,

takie jak brodawczak, gruczolak, czy leilomyoma (Yoon i. in., 2015).
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Lagodne nowotwory nablonkowe

i prekursory

Z1o$liwe nowotwory nablonkowe

Brodawczak ptaskonablonkowy

Gruczolakorak

Rak gruczotowo-torbielowaty

Dysplazja gruczotowa przetyku
(sr6dnabtonkowa neoplazja) niskiego stopnia
Dysplazja gruczotowa przetyku
(srodnabtonkowa  neoplazja)  wysokiego
stopnia

Rak $luzowo-naskorkowy

Srédnablonkowa neoplazja ptaskonablonkowa

przetyku (dysplazja) niskiego stopnia

Rak gruczolakowaty

Srédnabtonkowa neoplazja ptaskonablonkowa

przetyku (dysplazja) wysokiego stopnia

Rak ptaskonabtonkowy

Rak ptaskonabtonkowy brodawkowaty

Rak ptaskonablonkowy komorek
wrzecionowatych

Rak ptaskonablonkowy
podstawnokomoérkowy

Rak niezréznicowany
Rak podobny do nabtonka limfatycznego
Rak neuroendokrynny
Wielkokomoérkowy rak neuroendokrynny

Rak neuroendokrynny drobnokomorkowy

Mieszany  nowotwor  neuroendokrynno-
nieneuroendokrynny

Rak ztozony drobnokomorkowy -
gruczolakorak

Rak ztozony drobnokomorkowy -
ptaskonablonkowy

Tabela 2. Klasyfikacja histologiczna nowotwordw przetyku wg WHO (BJMP 2015;8(1):a804.).
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1.1.2. Wystegpowanie

Istniejg znaczne roéznice w czgstosci wystepowania raka przetyku w zalezno$ci od
umiejscowienia geograficznego czy zrdznicowania rasowego, ktore mozna powigzaé z
czestoscig 1 intensywnoscig ekspozycji na réznorakie czynniki ryzyka — stad EC stanowi od
drugiego najczescie] wystepujacego nowotworu ztosliwego w niektorych regionach do jednego
z najrzadzie] wystepujacych nowotworéow ztosliwych w  innych (Tab.3). Rak
ptaskonablonkowy jest najczestszym typem histologicznym raka przetyku na $wiecie, z
wiekszg czesto$cig wystepowania w krajach rozwijajacych si¢, nieuprzemystowionych. Jest
dominujacym typem w Azji Potudniowo-Wschodniej 1 Afryce (World Cancer Research Fund
International. Oesophageal cancer statistics. http://www.wcrf.org/int/cancer-facts-figures/data-
specific-cancers/oesophageal-cancer-statistics. Accessed June 21, 2016). ESCC wyrasta z
komorek nabtonka ptaskiego przetyku, czgsciej wystepuje w srodkowym lub géornym przetyku
(odpowiednio: 46,4% 1 21,3% przypadkéw). Wraz ze wzrostem czestosci wystgpowania
choroby refluksowej przetyku (GERD) 1 otylosci w krajach rozwinigtych, czestosé
wystepowania gruczolakoraka przetyku dramatycznie wzrosta w ciggu ostatnich 40 lat, czyniac
EAC dominujacym rakiem przetyku w krajach rozwinietych - w Europie 1 Ameryce Poinocnej
(Napier 1 in., 2014). Gruczolakorak przelyku wyrasta z komorek gruczotowych nablonka 1 jest
charakterystyczny dla dystalnej czesci przetyku (88,8% przypadkow). W wielu przypadkach
zmiang prekursorowg, na bazie, ktorej rozwija si¢ EAC, jest przetyk Barretta (BE) - stan, w
ktérym normalne komorki przetyku sa zastgpowane przez komorki nablonka jelitowego o
réoznym stopniu dysplazji (Jain 1 Dhingra, 2017). Pod wzgledem histologicznym, utkanie
tkankowe gruczolakoraka przetyku przypomina jelitowy typ gruczolakoraka umiejscowionego
w proksymalnej czesci zotadka, jak rowniez w polaczeniu zotagdkowo-przetykowym (Stachler
iin., 2021).

O ile czterdziesci lat temu rak ptaskonabtonkowy byt odpowiedzialny za ponad 90%
przypadkéw raka przetyku w Stanach Zjednoczonych, to w czasach obecnych obserwuje si¢
dominacj¢ gruczolakoraka, stanowigcego 80% wszystkich diagnozowanych przypadkéw (Absi
11n., 2013). W 1975 roku gruczolakorak przetyku dotykal cztery osoby na milion, natomiast w
2001 roku wskaznik ten wzrdst do dwudziestu trzech os6b na milion, co stawia go na czele
najszybciej rozwijajacych si¢ nowotworéw w USA (Napier 1 in., 2014).

Ze wzgledu na najwyzsza zachorowalnos$¢ na raka przetyku typu ptaskonabtonkowego,
jaka odnotowuje si¢ w Azji Wschodniej, obszar ten nazywany jest ,,azjatyckim pasem raka

przetyku”. Zaliczamy don: Turcje, Iran, Kazachstan oraz potnocne 1 srodkowe Chiny, gdzie

16



szacowana liczba przypadkow tego typu raka wynosi ponad 100 na 100 000 mieszkancow.
(Eslick, 2009). W obszarze ,,azjatyckiego pasa raka przetyku” wskazniki zachorowalnos$ci na
ESCC u mezczyzn wynosza okoto 23 przypadkow/100 000 i 16 przypadkow/100 000 u kobiet
(Arnal i in., 2015). Kolejnym obszarem, gdzie odnotowuje si¢ wysokg czgstos¢ wystgpowania
ESCC jest poludniowo-wschodnia Afryka ze wskaznikami podobnymi do tych
odnotowywanych w krajach wschodnich (Zhang, 2013).

W przypadku EAC, najwyzsza czgstoscig jego wystepowania odznaczata si¢ Holandia,
Wielka Brytania oraz Irlandia (Huang i in., 2021).

Rak plaskonablonkowy przelyku Gruczolowy rak przeltyku
Chiny Ameryka Poinocna
Azja Centralna Europa

Azja Poludniowo-Wschodnia

Afryka Potudniowa

Afryka Wschodnia

Tabela 3. Rozklad geograficzny podstawowych typow histologicznych raka przetyku, ESCC 1
ECA.

1.1.3.  Czynniki ryzyka

W patogenezie nowotwordw przetyku wyroznia si¢ wiele r6znych czynnikow, ktore
istotnie zwiekszaja ryzyko rozwoju choroby, w tym fizjologicznych, genetycznych 1
demograficznych, ale rowniez, co wazne, Srodowiskowych 1 behawioralnych, a wigc tych $cisle

zwigzanych ze stylem zycia 1 zachowania (Tab.4).
1.1.3.1. Wiek
Postepujacy wiek uwazany jest za jeden z najwazniejszych czynnikow ryzyka

zachorowania na raka ogotem. Analizujac wystepowanie wszystkich nowotwordéw, wskazniki

zachorowalnosci wzgledem wieku rosng od mniej niz 25 przypadkow na 100 000 os6b ponizej
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20 roku zycia, przez okoto 350 na 100 000 os6b w wieku 45-59 lat, do ponad 1000 na 100 000
0osob w grupach wiekowych 60 lat i1 starszych. W przypadku raka przetyku, najwyzsze
specyficzne dla wieku wspdlczynniki zachorowalnos$ci obserwuje si¢ wsrdd oséb w wieku 80-
84 lat (22,99 przypadkoéw na 100 000 oséb) (Liu i in., 2022). Wedtug zrodet Amerykanskiego
Towarzystwa Onkologicznego, mniej niz 15% diagnozowanych nowych przypadkow dotyczy
0sOb ponizej 55 roku zycia (https://www.cancer.org/cancer/types/esophagus-cancer/causes-
risks-prevention/risk-factors.html). Jednak, ostatnie badania pokazaty, ze roczna zapadalnos¢
na EAC w tej grupie wiekowej wzrosta ponad trzykrotnie, z 0,08/100 000 do 0,27/100 000
latach 1975-2015 (Codipilly i in., 2021).

1.1.3.2. Ple¢irasa

Czestos¢ wystepowania gruczolakoraka przetyku jest 8-krotnie wigksza u mezczyzn niz
u kobiet 1 5-krotnie wigksza u 0sob rasy biatej niz u osob rasy czarnej, jak pokazuja wyniki
badan w Stanach Zjednoczonych. Rak plaskonabtonkowy jest najczestszym typem
histologicznym u 0s0b rasy czarnej i biatych kobiet, podczas gdy gruczolakorak dominuje u
me¢zezyzn rasy bialej (p<0,001) (Wheeler 1 in., 2012). Czgstos¢ wystgpowania raka
ptaskonablonkowego przetyku jest generalnie wyzsza u mezczyzn niz u kobiet w wigkszosci
krajow, w tym w Polsce, a u mezczyzn rasy czarnej trzykrotnie wigksza w poréwnaniu z biatymi
w Stanach Zjednoczonych (Krajowy Rejestr Nowotwordow: Przetyk - onkologia.org.pl;
Hammad i Wani, 2021).

1.1.3.3.  Palenie i alkohol

Jedynymi z gtownych czynnikow ryzyka wystapienia ESCC s3: spozywanie alkoholu
oraz palenie tytoniu. Palacze majg S-krotnie wigksze ryzyko zachorowania na
ptaskonablonkowego raka przelyku w poréwnaniu z osobami niepalagcymi. Réwnie waznym
czynnikiem wzrostu wystapienia ryzyka raka ptaskonablonkowego jest alkohol. Wzgledne
ryzyko (RR — relative risk) zachorowania mozna oszacowac biorgc pod uwage objetos¢
spozywanego alkoholu w ujeciu tygodniowym, gdzie wraz ze wzrostem objetosci obserwuje
si¢ wzrost ryzyka zachorowania (Wheeler 1 in., 2012). Badania sugerujg, iz palenie w
potaczeniu ze spozywaniem alkoholu moze dziata¢ synergistycznie 1 zwigksza¢ ryzyko
wzgledne. Wzgledne ryzyko u mezczyzn, ktorzy zarowno palili tyton jak 1 spozywali alkohol,

wynosito 35,4 u mezczyzn rasy kaukaskiej 1 149,2 u mezczyzn rasy czarnej, w porOwnaniu z
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mezczyznami te] samej rasy 1 regionu, ktorzy nie korzystali z tych uzywek. Mechanizm,
zgodnie z ktorym polaczenie tytoniu i alkoholu prowadzi do zwigkszonego ryzyka raka
przetyku jest jest szeroko badany. Dostepne dane sugeruja, iz alkohol moze uszkadzac
komorkowe DNA, redukowa¢ komoérkowa aktywno$¢ metaboliczng, zmniejszajac zdolnos¢
detoksykacji, indukujac jednoczesnie stres oksydacyjny. Alkohol ze wzgledu na swoje
wlasciwosci rozpuszczalnika organicznego utatwia rowniez przenikanie przez nabtonek
przetyku niebezpiecznych substancji rakotworczych zawartych w duzych ilosciach w wyrobach
tytoniowych, takich jak weglowodory wielopierscieniowe, aminy aromatyczne, nitrozoaminy,

aldehydy i fenole (Napier i in., 2014).

1.1.3.4.  Dieta i sktadniki odzywcze

Dieta moze odgrywac kluczowa role w predysponowaniu do wystapienia raka przetyku.
Sposdb odzywiania bazujacy na migsie przetworzonym, daniach typu fast food, coraz cz¢sciej
okreslanej mianem ,diety zachodniej”, zwigksza ryzyko wystgpienia przelyku Barretta 1
nastepowego rozwoju gruczolakoraka. Natomiast dieta bogata w kwasy tluszczowe omega-3,
thuszcze wielonienasycone, petnoziarniste zboza 1 blonnik, pelna owocdéw, warzyw, thustych
ryb, okreslana modelem §rodziemnomorskim, wigze si¢ z kolei ze zmniejszonym ryzykiem
wystapienia przetyku Barretta, tak wigc 1 mniejszym ryzykiem przeksztalcenia w
gruczolakoraka przetyku. Badania przeprowadzone w Holandii wykazaty, ze odzywianie si¢ w
modelu $rédziemnomorskim wigzato si¢ ze zmniejszonym ryzykiem zarowno ESCC, jak 1 EAC
(Schulpen 1 in., 2019). Jednym z powodow moze by¢ to, iz w tej diecie znajdziemy wysoki
udziat antyoksydantow, ktore wplywaja na zmniejszenie uszkodzen oksydacyjnych DNA i
pomagaja zminimalizowac stan zapalny w obrebie tkanek. Dowiedziono, iz obecnos¢ w diecie
nieskrobiowych warzyw, owocow oraz blonnika pokarmowego wplywa na zmniejszenie
ryzyka powstania raka przetyku (Bradbury i in., 2014). Spozycie przetworzonego migsa
czerwonego moze prowadzi¢ do rozwoju raka przetyku poprzez wytwarzanie mutagennych
amin heterocyklicznych i1 wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, gdy jest ono
przygotowywane w wysokich temperaturach. Migso w trakcie obrobki termicznej staje si¢
zroédtem azotandw 1 azotynow, co moze prowadzi¢ do powstawania zwigzkow N-nitrozowych,
ktore majg wihasciwosci rakotwodrcze. Spozycie migsa czerwonego zostato powigzane z
wystepowaniem ptaskonabtonkowego raka przetyku, a spozycie migsa o wysokiej zawartosci
zelaza hemowego z wystepowaniem gruczolakoraka przetyku (Cross 1 in., 2011; Abid 1 in.,

2014). Z uwagi na fakt, iz dieta srddziemnomorska jest uboga w migso przetworzone, opisane
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powyzej szkodliwe skutki spozywania migsa sg znacznie mniejsze. Spozycie witaminy D, beta-
karotenu 1 witaminy C ma réwniez dzialanie ochronne przed wystgpieniem przetyku Barretta,
dlatego tez, dieta uboga w owoce, warzywa, nieobfitujgca w mikroelementy, takie jak
karotenoidy, ryboflawina, selen, cynk, witaminy A, C i E, wigze si¢ z ryzykiem wystgpienia
ESCC. (Chela i in., 2022).

W niektérych badaniach wykazano rowniez, ze spozywanie marynowanych warzyw jest
czynnikiem ryzyka ESCC. Wzrost kolonii drozdzy oraz grzyboéw w kiszonych warzywach
moze prowadzi¢ do powstawania toksycznych zwigzkoéw, takich jak mikotoksyny (zwtaszcza
aflatoksyna B1 oraz fumonizyna B1) 1 N-nitrozoaminy (Kamangar i in., 2009; Chela1in., 2022,
Xueiin.; 2019; Lu i in., 1986).

Poza samymi sktadnikami diety, rowniez temperatura spozywanych pokarmoéow jest
istotna, gdy poruszamy problem nowotworzenia dotyczacy przetyku. Uszkodzenie termiczne
przetyku, mogace wystapi¢ w wyniku spozycia goragcych pokarmow i1 napojow, rOwniez moze
zwiekszy¢ ryzyko powstania ESCC (Islami i in.,, 2009). Same napoje, takie jak herbata, yerba
mate 1 kawa byly rowniez przedmiotem badan jako potencjalne czynniki ryzyka, zwigzane z
rakiem przelyku i jego rozmieszczeniem geograficznym, szczegdlnie w regionach Ameryki
Potudniowej. Odkryto wplyw ilosci spozycia oraz wysokiej temperatury yerba mate na
rakotworczos¢, wzrastajacg u osob spozywajacych ponad 31 yerba mate dziennie (Kamangar i

in., 2009).

1.1.3.5. Leki

Stosowanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ lub NSAID), inhibitoréw
pompy protonowej (PPI) 1 statyn u pacjentow z przetykiem Barreta zostalo powigzane ze
zmniejszeniem progresji do gruczolakoraka przetyku. (Deng i in., 2019; Fortuny 1 in., 2007;
Hvid-Jensen i in., 2014; Masclee 1 in., 2015; Wang 1 in., 2011).

U pacjentow regularnie stosujacych niesteroidowe leki przeciwzapalne odnotowano 40-
50% spadek $miertelnosci z powodu raka przetyku w poréwnaniu z osobami nieleczonymi
NLPZ (Thun i in., 1993; Farrow i in., 1998, Wang i in. 2011; Jayaprakash i in., 2006). Wedtug
niektorych badan stosowanie aspiryny zmniejszato ryzyko wystgpienia raka przetyku nawet o
90% (Funkhouser i Sharp, 1995).

Wykazano rowniez wptyw statyn na raka przelyku. Dowiedziono, iz stosowanie statyn
0 35% zmniejszyto ryzyko zachorowania na EAC (Nguyen 1 in., 2015) oraz 0 43% zmniejszalo

ryzyko progresji przelyku Barreta do raka przetyku (Singh 1 in., 2013). Laczne stosowanie
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statyn 1 inhibitora cyklooksygenazy wykazywato si¢ synergizmem dziatania ochronnego, a

finalnie redukcja ryzyka progresji do EAC o 74% (Beales 1 in., 2013).

1.1.3.6.  Czynniki genetyczne

Podobnie jak w przypadku innych nowotworéw, zmiany na poziomie genomu
odgrywajg istotng rol¢ réwniez w patogenezie raka przetyku. Wykazano, ze w ESCC, geny
kodujace biatka zwigzane z regulacja cyklu komorkowego, naprawg DNA, autofagia,
senescencja lub apoptoza, takie jak inhibitor kinazy zaleznej od cyklin 2A (CDKN2A), rdzne
czynniki transkrypcyjne, w tym gtéwnie TP53 (tumor antigen p53), RB1 (retinoblastoma
protein 1) 1 NFE2L2 (nuclear factor, erythroid 2 like 2), czy kinazy serynowo-treoninowe, jak
CHEKI1 i CHEKZ2, s3 czegsto zmutowane lub, tak jak w przypadku cykliny D1 (CCND1), kinaz
zaleznych od cyklin (CDK4 i CDK6) oraz ligazy ubikwitynowej E3 (MDM2), ulegaja
nadekspresji (Booka i in., 2021). W ESCC czeste sg tez mutacje w genach bioragcych udziat w
roznicowaniu komorek, jak NOTCHI1 1 NOTCH2 (Sasaki 1 in., 2016; Sawada i in., 2016).
Nadmierna ekspresja receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGF) jest roéwniez
obserwowana u pacjentow z ESCC 1 wigze si¢ z gorszym rokowaniem. Podobnie jak mutacje
w genach kodujacych receptorowe kinazy tyrozynowe (RTKs), takich jak proto-onkogen c-
KIT, czy genach kodujacych biatka zwigzane z aktywacja kinazowych kaskad sygnatowych
RAF/MAP, takich jak RASA3 (RAS p21 protein activator 3). Zmiany epigenetyczne, takie jak
modyfikacja histonow, metylacja DNA 1 utrata imprintingu genomu, dotyczgce m. in. genow
supresorowych jak APC (adenomatous polyposis coli) i CDKN2A, czy genu kodujacego
nablonkowg kadheryne 1 (CDHI), okazaly si¢ by¢ rowniez zaangazowane w rozw(j raka
przetyku 1 to zarowno ESCC, jak EAC. W ostatnich latach prowadzone na szerokg skale
badania oparte na sekwencjonowaniu catego genomu i catego eksomu wykazaty, ze EAC
charakteryzuje bardzo duza liczba mutacji w TP53, siggajaca 70% badanych przypadkow, co
by potwierdzato szczegdlng role tego genu w patogenezie rowniez raka gruczotowego przetyku
(Dulak 1 in., 2013; Fisher 1 in., 2017; Frankell 1 in., 2019).

W przypadku EAC obserwowano, ze zwigkszona ekspresja genu translokacji
limfocytow B 3 (BCL3), kodujacego biatko modulujace progresje cyklu komorkowego,
koreluje z przerzutami do weztow chlonnych oraz stopniem zaawansowania zmian
nowotworowych. Wykazano tez, ze zwigkszona ekspresja czynnika wzrostu srodbtonka naczyn
C (VEGF-C) wraz z wysokim poziomem cykliny E (kodowanej przez gen CCNEI) odgrywa
role w progresji gruczolakoraka (Liu1in., 2011; Zhou i in., 2014).
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Znane s3 tez choroby o podtozu genetycznym, ktore s3 wyraznie zwigzane z rozwojem
raka przetyku. Przyktadem jest rodzinna tyloza (tylosis palmoplantaris), rzadka choroba
dziedziczona autosomalnie dominujgco, charakteryzujaca si¢ hiperkeratozg dtoni 1 podeszew,
wywotana mutacja w genie RHBDF?2, kodujagcym proteaze serynowa iRhom2. Pacjenci z
wariantem epidermolitycznym tylozy maja do 40% wigksze szanse na rozwdj
ptaskonablonkowego raka przetyku. Skojarzenie tylosis palmoplantaris z rakiem przetyku
nazywane zostato zespotem Howela-Evansa (Ellis, 1 in., 2015). Inny, chociaz réwniez bardzo
rzadko diagnozowany, zesp6t Plummera-Vinsona (wystgpujacy tez pod nazwg: zespot
Patersone-Kelly’ego), ktory charakteryzuje klasyczna triada objawdw: niedokrwisto$¢ z
niedoboru zelaza, dysfagia 1 zanikowe zapalenie sieci przetykowej, rozwija si¢ prawdopodobnie
na bazie procesow autoimmunologicznych 1 uwazany jest obecnie za stan przednowotworowy

przetyku, prowadzacy do rozwoju ptaskonabtonkowego raka przetyku (Novacek, 2006).

1.1.3.7.  Choroba refluksowa przetyku (GERD) i przetyk Barretta

Gruczolakorak przetyku wystepuje w dystalnej czesci przelyku w okoto trzech
czwartych przypadkéw i ma wyrazny zwigzek z choroba refluksowag przetyku (GERD).
Czestos¢ wystepowania GERD w populacji krajow zachodnich wynosi okoto 10%-20%, a jego
wystepowanie szacowane jest migdzy trzydziestoma, a sze$¢dziesigcioma milionami ludzi w
Stanach Zjednoczonych Ameryki Poinocnej. Choroba refluksowa przetyku prowadzi do
nawracajacego zapalenia przetyku. Nieleczony GERD moze rozwina¢ si¢ do przetyku Barretta
(BE), gdzie nabtonek wielowarstwowy plaski, ktory normalnie wysciela przetyk, zostaje
zastgpiony walcowatym nabtonkiem gruczolowym. Obecnos¢ w przetyku metaplastycznego
nabtonka gruczotowego, zawierajagcego komoérki kubkowe, tzw. nabtonek Barretta, jest
czynnikiem ryzyka dysplazji 1 gruczolakoraka przetyku (Sharma, 2022; Anderson 1 in., 2007).
Zwigkszona czestos¢ wystgpowania BE w ciggu ostatnich 30 lat jest skorelowana ze
zwigkszong czesto$cig wystepowania gruczolakoraka w tym samym przedziale czasowym.
Wigkszos¢ przypadkow GERD wystepuje u osoéb dorostych w wieku powyzej 50 lat, a
zapadalno$¢ wsrod osoéb w wieku 65 lat 1 starszych wynosi od 11,8 do 16,3 na 100 000 osobolat,
z o$miokrotnie wyzszym ryzykiem u pacjentow plci meskiej w porownaniu z kobietami 1
pieciokrotnie wyzszym ryzykiem u osob rasy bialej w porownaniu z rasg czarng. Przelyk
Barretta jest zmiang przednowotworowa, ktora rozwija si¢ u 2,3-8,3% pacjentow z GERD, z
czego u okoto 1,2-5,6% rozwinie si¢ gruczolakorak (Sharma, 2022). Wysoki wskaznik masy

ciala (BMI), dieta uboga w owoce 1 warzywa oraz palenie tytoniu sg czynnikami ryzyka
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przeksztatcenia si¢ przelyku Barreta w raka gruczolowego przetyku (Lesley i in., 2007).
Eksperymenty z wykorzystaniem modelu refluksu dwunastniczo-zotadkowego lub
dwunastniczo-zotagdkowo-zotadkowego u gryzoni potwierdzity, ze EAC moze rozwijac si¢
sekwencyjnie jako zapalenie-metaplazja-gruczolakorak, bez podawania jakichkolwiek
czynnikow rakotworczych (Fujimura 1 in., 2011). Wykazano tez, Ze to sok dwunastniczy, a nie
sok zotadkowy, jest niezbedny do rozwoju gruczolakoraka przetyku (Cheng i in., 2013).
Chirurgia antyrefluksowa 1 uzycie inhibitor6w pompy protonowej, niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych, selektywnych inhibitorow cyklooksygenazy-2, zielonej herbaty, kwasu
retinowego 1 tioproliny wykazaty prewencyjny wplyw na rozwdj gruczolakoraka z przetyku
Barretta w modelach zwierzecych, ale pozostaje otwarte pytanie, czy dziatania antyrefluksowe
moga cofng¢ zmiany BE 1 zapobiega¢ rozwojowi raka przeltyku w praktyce klinicznej (Abrams,
2008). CBET (Chemoprevention for Barrett's Esophagus Trial), wieloosrodkowe,
randomizowane, podwojnie zaslepione badania fazy IIb z zastosowaniem 200 mg celekoksybu
(leku z grupy NSAID) dwa razy dziennie przez 48 tygodni u pacjentow z przetykiem Barretta
nie potwierdzity jego ochronnego dziatania przed progresja do raka przetyku (Heath 11in., 2007).

1.1.3.8.  Helicobacter Pylori

U os6b z zakazeniem Helicobacter pylori obserwowano natomiast zmniejszenie ryzyka
wystapienia gruczolakoraka przetyku o 41%. Uwaza si¢, ze wydzielanie kwasu zotagdkowego,
ktore przyczynia si¢ do choroby refluksowej 1 przetyku Barretta, jest zmniejszone w wyniku
zaniku btony $luzowej zotagdka spowodowanego przez H. Pylori (Xie 1 in., 2013). Zwigzek ten
jest nadal badany, a leczenie zakazenia H. pylori jest zalecane zgodnie z obowigzujacymi

wytycznymi (Chey 1 in., 2017).

1.13.9.  Otytogé

Podwyzszone BMI jest czynnikiem ryzyka wystgpienia wielu rodzajow nowotworow
ztosliwych (Renehan 1 in., 2008). Otylos¢ jest gtownym i statym czynnikiem ryzyka rozwoju
gruczolakoraka przetyku, szczeg6lnie u 0sdb z rozmieszczeniem tluszczu gtownie w obrebie
jamy brzusznej, a co za tym idzie, wysokim poziomem tluszczu trzewnego. Przeros$nigte
adipocyty 1 komorki zapalne w obrebie ztogdw tluszczu tworza srodowisko stanu zapalnego o
niskim stopniu zto§liwosci 1 sprzyjaja rozwojowi nowotworu poprzez uwalnianie adipokin i

cytokin. Adipocyty w mikrosrodowisku guza dostarczajg energii oraz wspierajg wzrost i
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progresje guza. Ponadto, rowniez wzrost czestosci wystepowania GERD u oséb otytych
mozemy uzna¢ za posredni wptyw otylosci na rozw9j raka przetyku (Long 1 in., 2014; Corley 1
Kubo, 2006; Domper i in., 2015;). Ponadto wyzszy wspdlczynnik zachorowalnos$ci na raka
gruczotowego przetyku w stosunku do raka plaskonabtonkowego pozytywnie koreluje z
czestszym wystepowaniem otytosci 1 podwyzszonym poziomem cholesterolu (Huang 1 in.,
2021). Réwniez badania obserwacyjne wykazaly pozytywna korelacje miedzy otyloscia, a
nowotworzeniem w obrebie m.in. przetyku (Kubo 1 in., 2006).

Otytos¢ w krajach rozwinietych stata si¢ powazng choroba spoteczng, w dodatku bardzo
szybko postepujaca 1 obejmujacag coraz wigkszy procent spoteczenstwa. W Polsce w 2010
21,7% kobiet oraz 21,4% mezczyzn bylto otytych. W 2016 r. juz natomiast, wsréd oséb w wieku
20 lat 1 wiecej 53% kobiet 1 68% mezczyzn miato nadwage, a 23% kobiet 1 25% mezczyzn byto
otylych. W przypadku osob ponizej 20 roku zycia, nadwage miato 20% dziewczat 1 31%
chtopcow, a 5% dziewczat 1 13% chtopcdw byto otylych. Zgodnie z wyliczeniami, na rok 2025
przewidywany jest wzrost odsetka populacji otytej odpowiednio do 25,9% u kobiet oraz 30,3%

u mezezyzn (https://ncdrisc.org/country-profile.html).

Rak plaskonablonkowy przelyku (ESCC) | Rak gruczolowy przelyku (EAC)

Wiek migdzy 60-70 lat Wiek migdzy 50-60 lat

Achalazja (10-krotny wzrost ryzyka) Ple¢ meska (8-krotny wzrost ryzyka)

Palenie (9-krotny wzrost ryzyka) Rasa biata (5-krotny wzrost ryzyka)

Spozywanie alkoholu (od 3 do 5-krotny
wzrost ryzyka przy > trzech drinkach

dziennie)

Choroba refluksowa przetyku (5-7 wzrost

ryzyka, w  zaleznoSci od  czestosci

wystepowania objawow)

Rasa czarna (3-krotny wzrost ryzyka)

Otytos¢ (2,4-krotny wzrost ryzyka wraz we
wzrostem BMI> 30 kg na m2)

Dieta wysokoskrobiowa bez owocow i1

warzyw

Palenie (2-krotny wzrost ryzyka)

Przetyk Barretta

Tabela 4. Czynniki predysponujace do rozwoju raka przetyku. Gtowne czynniki ryzyka ESCC

1 EAC, wymienione od najbardziej do najmniej typowych.
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1.1.3.10. Urazy 1 uszkodzenia przetyku

Bezposrednie narazenie przetyku na dziatanie czynnikéw urazowych, prowadzi do
uszkodzenia, a nawet perforacji §ciany przelyku, wywolujac miejscowy stan zapalny lub
ogolnoustrojowa odpowiedz zapalng, ktora moze przybiera¢ forme stanu przewleklego. Jak
pokazaly badania dunskich naukowcow, ktorzy wykorzystali dane zgromadzone w latach 1974
— 2002, obejmujace grupe ponad 11 tys. pacjentow ze zdiagnozowanym wczesniej zapaleniem
przetyku, stan zapalny zwigksza pigciokrotnie ryzyko wystapienia raka przetyku (Lassen 1 in.,
2006). Natomiast regularne stosowanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych zmniejszato
czgstos¢ zachorowania na raka przetyku, potwierdzajac bezposredni zwigzek zapalenia z
rozwojem nowotworow (Loomans-Kropp 1 in., 2021).

Wplyw zapalenia na nowotworzenie moze by¢ wigkszy przy wspolistnieniu takich
czynnikoéw jak otytos¢, brak aktywnosci fizycznej, palenie papieroséw, spozywanie alkoholu 1
przewlekte infekcje, ktore sprzyjaja ogodlnoustrojowym zapaleniu niskiego stopnia. Wyniki
ostatnich badan wskazuja, ze og6lnoustrojowe zapalenie przyspiesza rozwoj raka, w tym raka
przetyku, zmieniajagc dynamike mikrosrodowiska nowotworu (ang. tumor microenvironment;
TME) 1 indukujac dalsza jego reorganizacje, co sprzyjaja progresji choroby (Furmaniin., 2019;
Chela 1 in., 2022). Histogeneza metaplazji nabtonka kolumnowego Barretta, uwazanego za
forme¢ prekursorowg gruczolakoraka przetyku, moze by¢ zwigzana z przewleklym stanem
zapalnym wywolanym GERD (Abdel-Latif1in., 2009; Chelaiin., 2022). Co ciekawe, uzywajac
mysiego modelu przetyku Barretta wykazano, ze stosowanie diety wysokotluszczowej moze
wywotac stan zapalny 1 w konsekwencji dysplazj¢, poprzez wplyw na zmian¢ mikrosrodowiska

przetyku oraz mikrobiomu jelitowego (Sharma 1 in., 2022).

1.2. Zapalenie w raku

Jednym z wazniejszych odkry¢ ostatnich dwoch dekad w medycynie bylo wykazanie
kluczowego udziatu uktadu odpornosciowego 1 procesow zapalnych w rozwoju wigkszosci
zaburzen zdrowotnych, ktére dominuja obecnie w §wiatowej zachorowalnos$ci 1 $miertelnosci,
w tym choréb nowotworowych (Furman 1 in., 2019; Kartikasari i in., 2021; Mantovani 1 in.,
2008; Murata 1 in., 2018; Coussens 1 Werb, 2022; Candido i Hagemann, 2013; Flossmann 1
Rothwell 2007).

W 2000 roku uwazano, ze infekcje mogg odpowiada¢ za rozwoj ponad 15% wszystkich

nowotworow zlosliwych na swiecie (Kuper 1 in., 2000). Niespetna 20 lat pozniej wykazano, ze
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byly one bezposrednig przyczyng rozwoju 25% rakow ogotem (Murata 1 in., 2018). Zapalenie
pelni wazna role nie tylko w inicjacji, ale takze w progresji choroby nowotworowej. Z jednej
strony, generujac stres oksydacyjny i1 uwalniajgc nadmierne ilosci reaktywnych form tlenu
(ROS - reactive oxygen species) 1 azotu (RNS - reactive nitrogen species) moze bezposrednio
przyczyniac¢ si¢ do wzrostu ryzyka mutagenezy (Balkwill 1 Mantovani, 2001; Reuter i in., 2010).
Z drugiej strony, poprzez udzial w organizowaniu specyficznego mikrosrodowiska
nowotworowego, zapalenie moze mie¢ wpltyw na inwazyjno$¢ i przerzutowanie komorek
nowotworowych do organow odlegtych, a takze na budowanie opornos$ci na terapi¢ (Calorini i
Bianchini, 2010; Coussens 1 Werb, 2002; Han i Zhang, 2022; Sharma i in., 2022; Chen i in.,
2017). Dlatego tez stan zapalny uznawany jest obecnie za jeden z dziesieciu znakow
szczegolnych nowotwordow (Hanahan, 2022). Formowanie TME $cisle wigze si¢ z rekrutacjg 1
akumulacjg komorek zapalnych w stromie guza oraz uwalnianiem réznego typu mediatoréw
stanu zapalnego, wsrdd ktorych, kluczowa role odgrywaja cytokiny (Abdulkhaleq i in., 2018;
Khandia i Munjal, 2020; Vendramini-Costa 1 in., 2012). Cytokiny sg duzg grupa matych bialek
0 zréznicowanym dziataniu, wytwarzanych 1 uwalnianych do przestrzeni pozakomorkowe;j
gtéwnie przez monocyty, makrofagi i limfocyty ale tez, w przypadku nowotwordéw, przez same
komorki nowotworowe. Zostaty one sklasyfikowane w kilka nadrodzin (SF), w tym nadrodzine
interferonéw (INFSF), interleukin (ILSF), czynnikéw martwicy nowotworéw (TNFSF),
transformujacych czynnikow wzrostu (TGFSF), cytokin chemotaktycznych (chemokin) i
czynnikéw stymulujacych kolonie (CSFSF). W tkance nowotworowej poszczeg6dlne cytokiny
posrednicza w  interakcjach miedzy komorkami nowotworowymi, komodrkami
odpornosciowymi 1 komoérkami nieimmunologicznymi. Poprzez dziatanie autokrynne,
parakrynne lub endokrynne maja bezposredni lub posredni udzial w regulacji odpowiedzi
uktadu odpornosciowego, indukcji stanow zapalnych, czy angiogenezy, utrzymaniu
nowotworowych komdérek macierzystych, inwazji i formowaniu przerzutéw, a takze w innych
procesach komorkowych, waznych dla przetrwania 1 wzrostu (Morris 1 in., 2022). Coraz wigcej
danych literaturowych wskazuje tez na znaczacg role cytokin w promowaniu procesu przejscia
nablonkowo-mezenchymalnego (EMT), w ktorym S$cisle przylegajace do siebie komorki
nabtonkowe réznicuja do migrujacych komorek podobnych do mezenchymalnych, mogacych
przemieszczaé si¢ do sasiednich lub odleglych tkanek. Proces ten ma kluczowe znaczenie dla
procesOw zarowno fizjologicznych, jak i patologicznych, w tym rozwoju embrionalnego oraz
gojenia si¢ ran. EMT ma tez istotny udzial w progresji raka i tworzeniu wtérnych guzow w

odlegtych lokalizacjach (Suarez-Carmona 1 in., 2017; Chaffer 1 in., 2016).
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Cytokiny biorg udzial w regulacji homeostazy immunologicznej. Wigkszo$¢ cytokin
charakteryzuje zjawisko plejotropii, czyli zdolno$¢ jednej cytokiny do wykazywania
réznorodnych funkcji oraz redundancji, definiowanej jako nakladanie si¢ efektow dziatan
réznych cytokin. Cytokiny, stymulujac mechanizmy efektorowe ukladu odporno$ciowego
moga albo hamowa¢ rozwoj guza albo alternatywnie prowadzi¢ do przewleklego stanu
zapalnego, ktory sprzyja nowotworzeniu. Plejotropowy efekt dziatania cytokin moze by¢
zwigzany z nadmierng iloscig receptoréw na powierzchni danych komorek lub wynikaé ze
zdolnos$ci cytokin do aktywacji réznych szlakow sygnatowych, a tym samym do indukcji
roznych funkcji. Ponadto, wigkszo$¢ cytokin nie tylko dziata poprzez wigcej niz jeden receptor,
ale kazdy z tych receptorow moze mie¢ wigcej niz jedng funkcjonalng forme¢ dla pojedyncze;j
cytokiny, jak na przyktad formy receptora IL2 o posrednim i wysokim powinowactwie. Same
receptory natomiast mogg by¢ aktywowane przez wigcej niz jedng cytoking (Ozaki i in., 2002).
Wiadomo tez, ze efekt dzialania cytokin zalezy w duzej mierze od ich st¢zenia. Podawanie
duzych dawek cytokin moze dziala¢ toksycznie na komorki, prowadzac do martwicy
nowotworowo zmienionej tkanki, tak jak to si¢ dzieje w przypadku czynnika martwicy
nowotworow o (TNF-a), natomiast dlugotrwata ekspozycja na te same cytokiny w matych
dawkach moze powodowac¢ efekt odwrotny - moze wspiera¢ funkcje zyciowe, dziatajac
bezposrednio - poprzez aktywacje Sciezek sygnalowych zwigzanych z promowaniem przezycia,
jak 1 posrednio, poprzez indukcj¢ ekspresji innych cytokin (Szlosarek i in., 2006; Charles i in.,
2009; Suarez-Cuervo 1 in., 2003; Balkwill, 2002).

Utrzymujaca si¢ dlugofalowo produkcja cytokin, poprzez dziatanie na komoérki uktadu
immunologicznego oraz komodrki nowotworowe na zasadzie sprzezenia zwrotnego, moze
prowadzi¢ do wydzielania jeszcze wiekszej ich ilosci, doprowadzajac do burzy cytokinowej
(Candido 1 Hagemann, 2013; Kartikasari i in., 2021). Nadekspresja cytokin oraz ich receptorow
jest zjawiskiem czgsto obserwowanym w nowotworach. Dotyczy to szczegdlnie takich cytokin
jak czynnik hamujacy migracje makrofagow (MIF), TNF-a, interleukina 6 (IL6), interleukina
8 (IL8), interleukina 10 (IL10), interleukina 18 (IL18) 1 transformujacy czynnik wzrostu
(TGFB) (Turnquist i in., 2020).

Poniewaz wysokie stezenia niektérych cytokin, jak IL6 lub IL10, sg skorelowane z
negatywnymi rokowaniami, monitorowanie ich poziomu w surowicy pacjentow z okreslonym
typem nowotworu okazato si¢ by¢ uzytecznym markerem prognostycznym i predykcyjnym

(Michalaki 1 in., 2004; Verma i in., 2022; Czajka-Francuz i in., 2020).
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1.2.1. TNF-a jako czasteczka sygnatowa

Jedng z najlepiej poznanych cytokin, uwazang za gtowny mediator proceséw zapalnych,
jest czynnik martwicy nowotworéw o (TNF-a), nazywany rowniez kachektyng. Jest to mate
biatko o masie czasteczkowej 26 000 Da, w sktad ktorego wchodzi 233 reszt aminokwasowych,
z czego pierwszych 76 okresla si¢ mianem sekwencji liderowej (LS). Ludzki gen TNF/TNFA
kodujacy TNF-a zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosomu 6 (6p21.3) i sktada si¢
z czterech eksondw 1 trzech introndw. Pierwszy ekson zawiera sekwencje peptydu liderowego,
natomiast pozostala czes$¢ biatka w wiekszosci kodowana jest przez ekson czwarty (ponad 80%
sekwencji dojrzatego TNF-a) (Parameswaran 1 in., 2010).

TNF-a sklasyfikowany zostat jako biatko btonowe typu II, funkcjonujace w postaci
stabilnego homotrimeru. Poczatkowo syntetyzowany jest w formie zwigzanego z blong
prekursora (mTNF-a). Za jego kotwiczenie w blonie odpowiada peptyd LS, ktéry sktada si¢ z
N-koncowych 30 reszt aminokwasowych domeny wewnatrzkomérkowej (ICD), 26 reszt
aminokwasowych domeny transbtonowej 1 20 reszt aminokwasowych domeny
zewnatrzkomorkowej. Prekursorowy mTNF-a jest nastepnie cigty pomiedzy Ala’® i Val”” przez
enzym konwertujacy TNF-a (TACE Iub ADAM-17), w miejscu oddzielajacym
charakterystyczng dla biatek nadrodziny cytokin TNF domen¢ homologii TNF (THD) od
domeny transbtonowej i wewnatrzkomdrkowej. W wyniku proteolizy, uwalniany jest do
przestrzeni pozakomorkowej 17-kDa protomer, ktory agreguje, tworzac rozpuszczalng forme
homotrimeryczng o masie czasteczkowej 51 kDa (sTNF-a) (Bazzoni 1 Beutler, 1996; Horiuchi
11n., 2010). Domena ICD fragmentu LS, ktéry pozostaje nadal zakotwiczony w blonie moze
zosta¢ uwolniona przez wewnatrzblonowga proteaze, peptydaze peptydu sygnatowego (SPPLs)
1 translokowa¢ do jadra komoérkowego aktywujac sygnat do produke;ji IL12 (Friedmann i in.,
2006). Zaréwno forma zwigzana z blong, mTNF-q, jak i forma rozpuszczalna, sSTNF-a, sg
biologicznie aktywne 1 generujg sygnal wewngtrzkomoérkowy poprzez wigzanie si¢ z dwoma
r6znymi receptorami btonowymi TNF-a — TNF-a receptorem 1 (TNFR1 lub CD120a), o masie
55 000 Da 1 TNF-a receptorem 2 (TNFR2 lub CD120b), o masie 75 000 Da (Idriss 1 Naismith,
2000). Zwigzany z btonag mTNF-a peini swoja funkcje biologiczng wazng w kontekscie
kontaktow komorka-komorka, co rézni si¢ od wlasciwosci rozpuszczalnego sTNF-a, ktory
dziala rowniez w miejscach odlegtych od komorek wytwarzajacych TNF-a (Perez 1 in., 1990;
Horiuchi 1 in., 2010). Chociaz zarowno sTNF-a jak i mTNF-a moga wigza¢ si¢ do obu
receptorow, to ich aktywnos$¢ biologiczna wydaje si¢ by¢ zwigzana preferencyjnie odpowiednio

z TNFR1 1 TNFR2. Wiele dowoddéw wskazuje tez na to, ze mTNF-a dziata zarowno jako ligand,
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jak 1 receptor, indukujac sygnat dwukierunkowo, co wydaje si¢ odgrywac szczegdlng role w
formowaniu mikrosrodowiska nowotworowego (Qu i in., 2017). Oba receptory sg biatkami
transmembranowymi typu I, ktore w formie aktywnej funkcjonuja jako homodimery. TNFR1
jest biatkiem ekspresjonowanym powszechnie prawie we wszystkich komorkach, natomiast
receptor TNFR2, wystepuje glownie w komorkach ukladu odpornosciowego, neuronach i
komorkach srddbtonka. O ile domeny zewnatrzkomorkowe obu receptorow wykazuja duza
homologig, oba posiadaja podobny motyw bogaty w cysteing (CRD) w czterech powtdrzeniach,
to ich regiony wewnatrzkomoérkowe sg strukturalnie rdzne, nie posiadajg zadnych
homologicznych sekwencji 1 aktywuja odmienne szlaki sygnalowe. Rola wigc kazdego
receptora jest zalezna od kontekstu 1 moze by¢ specyficzna dla okreslonego typu komorek lub
tkanek (Wajant 1 in., 2019; Dembic i in., 1990). Podobnie jak w przypadku TNF-a,
ektodomeny transmembranowych receptorow TNF-a mogg rowniez by¢ uwalniane do
macierzy pozakomoérkowej na drodze proteolizy, czego efektem jest formowanie
rozpuszczalnych mediatorow sygnalizacyjnych, ktére dzialajg jako antagoni§ci TNF-a. Istniejg
dowody na to, ze za proteolityczne przetwarzanie receptorow TNFR2 réwniez odpowiada
TACE/ADAM-17 (Peschon i in., 1998; Aderka i in., 1992).

Wiazanie TNF-a do receptora powierzchniowego komorki, niezaleznie od jego typu,
powoduje rekrutacj¢ transduktorow sygnatu, ktore nastepnie aktywuja rozne biatka efektorowe
(Ryc.2). Poprzez ztozone kaskady sygnalizacyjne, efektory te prowadza do aktywacji dwoch
kluczowych dla procesow zapalnych oraz przezycia czynnikdéw transkrypcyjnych, biatka
aktywatorowego 1 (AP1) oraz czynnika jadrowego kappa B (NFxB) (Qiao 1 in., 2016; Hayden
1 in., 2014). Proces aktywacji TNFR1 1 kaskady sygnalizacyjne uruchamiane w wyniku
interakcji TNF-a-TNFR1 sg znacznie lepiej poznane. TNFR1 zawiera wewnatrzkomorkowa
domeng $mierci (DD), ktora pod nieobecnos¢ ligandu pozostaje zwigzana z biatkiem SODD
(ang. silencer of death domains), utrzymujagcym TNFR1 w nieaktywnym, monomerycznym
stanie. Wigzanie TNF-a destabilizuje kompleks SODD-TNFRI1 i wymusza trimeryzacj¢
receptora, prowadzac do utworzenia kompleksu sygnalizacyjnego, okreslanego mianem
kompleksu I. Formowanie trimeru i tym samym agregacja domen DD jest sygnatem do
wigzania biatka adaptorowego TRADD (ang. TNFR-associated DEATH domain) i RIPK1 (ang.
receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1). TRADD nastgpnie rekrutuje biatko
adaptorowe TRAF2 (czynnik zwigzany z receptorem TNF 2), co umozliwia zaangazowanie
ligaz E3 komorkowych inhibitorow apoptozy 1 1 2 (c-IAP1, c-IAP2) 1 w konsekwencji
ubikwitynacje réznych sktadnikow kompleksu I, w tym przede wszystkim RIPK1. Biatko

RIPK1 wydaje si¢ peli¢ rol¢ kluczowego regulatora decyzji komorkowej w wyborze migdzy
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promowaniem przezycia poprzez aktywacje $ciezki sygnatowej zwigzanej z NFxB lub $mierci
komorki poprzez aktywacje kaspaz, zaleznie od stanu jego ubikwitynacji (Wajant 1 in., 2019;
Mifflin 1 in., 2020; Webster i in., 2020). Specyficzny uktad tancuchow poliubikwityny sprawia,
ze biatko RIPK1 traci aktywnos$¢ kinazy, co umozliwia rekrutacje dwodch kompleksow:
kompleksu TAKI1 (kinazy 1 aktywowanej transformujagcym czynnikiem wzrostu beta) wraz z
biatkami wigzacymi, oraz kompleksu IKK (inhibitora kinazy kappa B), obejmujacego dwie
kinazy IKKa 1 IKKP oraz podjednostk¢ regulatorowg NFxB, IKKy (znang réwniez jako
NEMO). Rekrutacja tych dwoch komplekséw, TAK1 1 IKK, inicjuje proteosomalng degradacje
inhibitora kappa B-alpha (IkBa) 1 uwolnienie podjednostek p65/p50 NF«B, ktore translokuja
do jadra i aktywuja transkrypcje zaleznych od NFxB gendéw prozapalnych, antyapoptotycznych
1 prozyciowych, takich jak interleukina 6 1 8 (IL-6, IL-8), inhibitor kaspazy-8 cFLIP
(komorkowe biatko inhibitorowe FLICE (Enzym konwertujacy IL-1p podobny do FADD)) 1
komorkowy inhibitor apoptozy 2 (c-IAP2) (Wajant 1 in., 2019; Webster 1 in., 2020). Biatka
kompleksu TAK1, mogg tez zwigksza¢ ekspresje genéw prozapalnych niezaleznie od NF«B,
poprzez fosforylacje kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (MAPK), takich jak kinaza
JNK (ang. c-jun N-terminal kinase) 1 p38, 1/lub indukcje czynnika transkrypcyjnego AP1
(Lousaiin., 2022; Wajant 11in., 2019; Webster 1 in., 2020).

Modyfikacje potranslacyjne RIPK1 oraz innych skfadnikow kompleksu I moga
przelaczaé sygnat prozapalny na sygnat prowadzacy do $mierci komoérki. Gdy ubikwitynacja
RIPK1 jest hamowana lub negatywnie regulowana przez deubikwitynazy (DUBs), RIPK1
dysocjuje z kompleksu I, co sprzyja tworzeniu w cytozolu kompleksow indukujacych $mierc
(ITa, IIb lub IIc) 1 prowadzi do apoptozy lub nekrozy (Wajant 1 in., 2019). W tych warunkach
NF«B jest dezaktywowany, a uwolniony RIPK1 wigze domeng¢ $mierci zwigzang z Fas (FADD:
ang. Fas-associated death domain), formujac platform¢ do rekrutacji i aktywacji kaspazy 8.
Aktywowana kaspaza 8 inicjuje nastgpnie kaskade proteolityczng, ktéra obejmuje inne kaspazy
(kaspazy 6 1 7) 1 ostatecznie indukuje apoptozg. Kaspaza 8, poprzez uwalnianie tBID (ang.
truncated BH3 interacting death domain), moze tez powodowa¢ uwalnianie czynnikow
proapoptotycznych z btony mitochondrialnej, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji takich
kaspaz, jak kaspaza 9 1 kaspaza 3 (Lousa 1 in., 2022). Ponadto, jak pokazaly badania, kiedy
uzyto inhibitoréow NFxB lub czynnikéw, ktére zaburzaty ekspresje NFkB, takich jak
aktynomycyna D lub cykloheksymid, sygnat generowany poprzez interakcje TNF-a z TNFR1
indukowat apoptoze na drodze niezaleznej od RIPK1, potwierdzajac kluczowa role Sciezki

sygnatowe] NFxB w promowaniu przezycia komorek przez TNF-a (Micheau i in., 2003).
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Rycina 2. Sciezki sygnatowe indukowane wiazaniem TNF-a do TNFRI i TNFR2.
Interakcja TNF-o z TNFR1 wyzwala uwolnienie SODD z receptora, jego trimeryzacje i
rekrutacje biatka TRADD 1 biatkowej kinazy RIPK1. RIPK1, poprzez formowanie kompleksu
I, za posrednictwem kompleksow TAKI i IKK, prowadzi do aktywacji NFkB lub MAPK/INK
1 p38 — Sciezek sygnalowych promujacych zapalenie 1 przezycie. Poprzez formowanie
cytozolowych kompleksow II (a, b lub c), za posrednictwem biatka FADD rekrutuje 1 aktywuje
kaspaze 8, odpowiedzialng za wiaczenie kaskady proceséw prowadzacych do apoptozy lub
nekrozy. Interakcja TNF-a z receptorem TNFR2, ktory nie posiada domeny DD, prowadzi
bezposrednio do rekrutacji biatek TRAF1 z TRAF2, z pomini¢ciem biatka TRADD, 1 aktywacji
albo kanonicznej albo, za posrednictwem kinazy NIK, niekanonicznej $ciezki sygnatowej
NF«kB. Aktywacja TNFR2 moze réwniez prowadzi¢ do indukcji sygnaléw prozapalnych i
prozyciowych, zwigzanych z kinazami JNK 1 p-38, a takze kinazami PI3K i ASK-1.
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TNFR2, inaczej niz TNFR1, ze wzgledu na brak domeny DD nie rekrutuje TRADD ale
oddziatuje bezposrednio z TRAF1, a poprzez TRAF1 z TRAF2 dzigki czemu ma mozliwos¢
aktywacji kanonicznego szlaku sygnalowego NFxB. Wiadomo tez, ze TNFR2 poprzez
promowanie aktywacji kinazy indukujacej NFxB (NIK) moze réwniez aktywowac
niekanoniczng $ciezke sygnatowg NFkB (Wajant 1 in., 2019). Jak pokazaly badania na
fibroblastach, wigzanie TNF-a do TNFR2 aktywowalo réwniez $ciezki sygnalowe zwigzane z
kinazami Erk (ang. extracellular regulated kinase), p-38 1 JNK, przy znaczacej roli TRAF2 1
kompleksu TAK1 oraz odpowiednio kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) i kinazy regulujace;j
sygnat apoptozy-1 (ASK-1) (Reinhard 1 in., 1997).

1.2.2. Funkcja biologiczna TNF-a

TNF-o jest syntetyzowany 1 uwalniany gtownie przez aktywowane makrofagi,
limfocyty T 1 komorki NK, neutrofile 1 komoérki tuczne, ale rowniez przez komorki
nieimmunologiczne, takie jak fibroblasty, komorki srodbtonka, miocyty, neurony i inne, w tym
komorki nowotworowe. Opisany zostat po raz pierwszy w 1975 roku przez Carswella 1 in. jako
czynnik nasladujacy dzialanie nekrotyczne, charakterystyczne dla endotoksyny uwalnianej po
zakazeniu Bacillus Calmette-Guerin (BCG) 1 wywotujacej "krwotoczng martwice" guzéw u
myszy z wszczepionymi mig¢sakami, wyindukowanymi metylocholantrenem (Carswell 1 in.,
1975). Dzigki temu zyskal swoja nazwe. Jak si¢ pdzniej okazato, efekt indukowanej przez TNF-
a nekrozy nowotworu byt $ciSle zwigzany z jego zdolno$cia do wywotywania apoptozy
komorek §rodblonka w tkance guza (Robaye 1 in., 1991).

TNF-o nalezy do nadrodziny cytokin TNF (TNFSF, ang. tumor necrosis factor
superfamily) liczacej ogotem 19 ligandow, w tym TNF-B (czynnik nekrotyczny nowotworu 3,
wystepujacy tez pod nazwg limfotoksyna alfa, LTa), LTP (limfotoksyna 8), CD27L, CD30L,
CDA40L 1 FasL. TNF-a, podobnie jak 1 pozostate czynniki z tej rodziny, odgrywa istotng role w
typowej odpowiedzi immunologicznej ze znacznym udzialem wrodzonej odpornosci. Jest tez
glownym inicjatorem reakcji zapalnych, charakteryzujacych poczatkowy etap odpowiedzi
immunologicznej, wykazujac przy tym dzialanie wielokierunkowe, prowadzace do skrajnie
odmiennych efektow. TNF-o ma zarowno zdolnos$¢ aktywacji apoptozy (zaprogramowanej
Smierci komorki) lub nekrozy, prowadzac w konsekwencji do $mierci komorki, jak 1 stymulacji
komorek w kierunku proliferacji, promujac ich przezycie (Aggarwal, 2003; Croft 1 in., 2017;
Larrick and Wright, 1990). Takie funkcjonalnie rozne wiasciwosci TNF-a sprawiajg, ze w

przypadku zaburzonej ekspresji moze on sprzyja¢ rozwojowi wielu roéznych procesow
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patologicznych. Nadmierna produkcja TNF-a wigze si¢ z rozwojem takich choréb jak
reumatoidalne zapalenie stawow (RZS), nieswoiste zapalenie jelit (NZJ), tuszczycowe
zapalenie stawow (PsA), tuszczyca (PS), czy choroba Lesniowskiego-Crohna, zwlaszcza u
ludzi w $rednim 1 starszym wieku (Celis 1 in., 2019; Choy 1 Panayi, 2001; Adegbola i in., 2018;
Jang iin., 2021; Bradley, 2008). Jest tez wiele dowodow na to, ze nadmiar TNF-o moze mie¢
zwigzek z chorobami ukladu sercowo-naczyniowego. Wiadomo, ze bierze udzial w
rozszerzaniu naczyn i powstawaniu obrzekoéw oraz adhezji leukocytow do §rdédbtonka poprzez
wpltyw na ekspresj¢ bialek adhezyjnych; reguluje krzepnigcie krwi, przyczynia si¢ do
powstawania stresu oksydacyjnego w miejscach zapalenia 1 posrednio wywotuje gorgczke
(Ferrari, 1999). Z drugiej strony, badania z wykorzystaniem mysich modeli z niedoborem TNF-
a pokazaty, ze jego brak negatywnie wptywa na produkcje cytokin zapalnych, takich jak IL6,
IL10, TGFP 1 IFy, prowadzac do zmian patologicznych w ptucach 1 $mierci podczas wirusowe;]
infekcji drog oddechowych (Tuazon 1 in., 2020). Jednak, jak si¢ okazato, deficyt TNF-a
zmniejszal prawdopodobienstwo rozwoju guza do 25% w poréwnaniu ze zwierzetami typu
dzikiego, wskazujac na istotng rolg¢ TNF-a w rozwoju choréb nowotworowych co potwierdzity
kolejne badania (Moore 1 in., 1999). Obecnie TNF-a jest uwazany za jeden z gldéwnych
mediatoroOw zapalenia zwigzanego z nowotworem. Jego podwyzszony poziom zostat
znaleziony w réznych litych guzach, takich jak rak piersi, Zzotadka, trzustki, jajnika, jelita
grubego 1 jamy ustnej, ale tez w biataczkach 1 chtoniakach (Binder i in., 2018; Cruceriu 1 in.,

2020; Egberts 1 in., 2008; Gupta i in., 2016; Liiin., 2016; Tang 1 in., 2017; Zhao 1 in., 2010).

1.2.3. TNF-a - udziat w formowaniu mikrosrodowiska nowotworowego

Mikrosrodowisko guza (TME) to dynamiczny uktad specyficznego ekosystemu tkanki
nowotworowej, formowanego na bazie aktywnej komunikacji pomiedzy komorkami
nowotworowymi, a wszystkimi komponentami otaczajacego je srodowiska, budowanego przy
udziale sieci potaczen adherentnych oraz czgsteczek sygnatowych, uwalnianych bezposrednio
z komorek lub za posrednictwem wydzielanych proteaz, =z bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM) (Laha 1 in., 2021). Komoérki nowotworowe wykorzystuja te
wzajemne interakcje do stymulacji komoérek prawidtowych stromy w kierunku fenotypow,
ktorych aktywno$¢ przyczynia si¢ do wspierania 1 promowania proliferacji, indukcji EMT,
wzrostu potencjatu migracyjnego, inwazyjnego 1 metastatycznego komoérek nowotworowych.
Mikrosrodowisko guza rézni si¢ w zalezno$ci od typu nowotworu, ale cechg wspodlng jest

obecnos¢ komoérek odpornosciowych, ktore moga wykazywaé zaréwno dziatanie pro-, jak 1
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antynowotworowe (Anderson i Simon, 2020). Makrofagi, ktore uchodza za gtowne zrodlo
TNF-a, na skutek zwiekszonej rekrutacji monocytdéw i/lub ekspansji makrofagdéw rezydujacych
w tkankach, mogg stanowi¢ nawet do 50% masy guza. Za rekrutacj¢ makrofagow do miejsca
nowotworowo zmienionego odpowiedzialne sg gléwnie chemokiny, takie jak CCL2, CCL3 i
CCLS5, ktorych produkcja 1 uwalnianie do macierzy zewnatrzkomorkowej zwigzane jest z
miejscowym niedotlenieniem, stanem zapalnym 1 wysokim poziomem kwasu mlekowego
(Houraniiin., 2021; Lee i in., 2013). Monocyty w TME polaryzuja klasycznie do prozapalnych
makrofagéw typu MI1 lub alternatywnie, szczegdlnie w obszarach okotonaczyniowych i
niedotlenionych, bogatych w IL-4, IL-10 1 IL-13, do makrofagow podobnych do typu M2, o
wlasciwosciach przeciwzapalnych (Lee 1 in., 2013). Oba typy makrofagow sa zdolne do
produkcji wysokiego poziomu TNF-a, co w przypadku M1 przektada si¢ gldownie na indukcje
stresu oksydacyjnego, zwigzanego z generowaniem wysokiego stezenia reaktywnych form
tlenu 1 azotu, a w przypadku M2 z indukcjg EMT 1 stymulacjg fenotypu charakterystycznego
dla nowotworowych komorek macierzystych. Uwalniany do przestrzeni miedzykomorkowe;
TNF-a dziata lokalnie na prawie kazdy rodzaj komorek, w tym na same makrofagi, kontrolujac
ich przezycie 1 Smier¢ (Laha i in. 2021). Eksperymenty na zwierzg¢tach pokazaty, ze TNF-a
stymuluje rekrutacje¢ neutrofili do naczyn krwionos$nych 1 zwigksza transmigracj¢ leukocytow
poprzez udziat w reorganizacji cytoszkieletu oraz kontroli ekspresji neutrofilowych chemokin,
takich jak CXCL1, CXCL2 i CXCL5 oraz E-selektyny w komodrkach $rdédblonka (Griffin i in.,
2012; Laha 1 in. 2021). Dziata rowniez aktywujaco na fibroblasty, ktére kiedy traktowane
TNF-a nabierajg specyficznych cech fibroblastow zwigzanych z rakiem (ang. cancer associated
fibroblasts; CAFs), 1 w takiej formie pelnig kluczowa role w progresji raka (Laha 1 in. 2021;
Zhou 1 in., 2015). TNF-a poprzez bezposredni wplyw na ekspresj¢ czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego C (VEGFC) moze posrednio kontrolowaé aktywacje receptora
czynnika wzrostu $rddblonka naczyniowego (VEGFR), ktory ma wplyw na proces
neoangiogenezy w TME. Potwierdzily to badania in vivo u myszy z utratg funkcji TNFR1
(Tnfr1(-/-)). Pokazano, ze deficyt TNFR1 ogranicza limfangiogeneze w guzie i formowanie
przerzutow w weztach chlonnych (Ji 1 in., 2014). W TME TNF-a pelni tez wazng role w
generowaniu §rodowiska immunosupresyjnego. Poprzez aktywacje receptora TNFR2 moze
indukowa¢ akumulacje¢ komorek supresorowych pochodzenia mieloidalnego (MDSC) 1
hamowac¢ ich réznicowanie, ograniczajac tym samym udzial tego typu komoérek w odpowiedzi

immunologicznej (Sade-Feldman 1 in., 2013).

34



1.2.4. Wpltyw TNF-a na metabolizm komodrek

Na poczatku lat 90-tych XX wieku, po przypadkowej obserwacji, ze poziom TNF-a
utrzymuje si¢ na istotnie podwyzszonym poziomie w tkance tluszczowej otylych i
insulinoopornych gryzoni oraz, ze moze posredniczy¢ w insulinooporno$ci, TNF-a okreslony
zostal mianem adipokiny (Hotamisligil 1 in., 1993). Dalsze badania wykazaty, ze TNF-o ma
bezposredni wptyw na kontrole homeostazy glukozy 1 metabolizm lipidéw. Jak pokazano,
poprzez hamowanie zarowno aktywnosci, jak 1 ekspresji lipazy lipoproteinowej (LPL), TNF-a
ogranicza w adipocytach wychwyt wolnych kwasow tluszczowych (FFA) 1 synteze
trojglicerydow przy jednoczesnym zwigkszeniu lipolizy (Chen 1 in., 2009; Hauner 1 in.,
1995). Szereg badan przeprowadzonych na adipocytach sugeruje, ze TNF-a moze rowniez
dziata¢ bezposrednio na ekspresj¢ genu kodujacego biatkowy transporter glukozy typu 4
(GLUT4), a tym samym regulowaé transport glukozy do komoérek (Hauner 1 in., 1995).
Vaughan 1 wspotpracownicy, badajac wptyw TNF-a na metabolizm komorek raka prostaty,
obserwowali zwiekszong tlenowg glikolize, wzrost produkcji ATP i wydzielanie mleczanu oraz
zmniejszony metabolizm oksydacyjny 1 funkcje mitochondriow. To wskazato, ze TNF-a moze
bra¢ udziat w indukcji efektu Warburga w komorkach nowotworowych (Vaughan i in., 2013).
Badania te byly zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami, ze podczas réznicowania komorek
macierzystych TNF-a dziatat stymulujaco na wychwyt glukozy oraz zwigkszal ekspresje 1
aktywno$¢ podjednostki A dehydrogenazy mleczanowej (LDHA), co korelowalo ze
zwigkszong produkcjg mleczanu (Nehar 1 in., 1997). Podobne obserwacje poczyniono w
badaniach nad chtoniakami nieziarniczymi, podczas ktorych stwierdzono, ze TNF-a generuje
zmiany w wewnatrzkomérkowym profilu izoenzymoéw LDH w limfocytach, przekierowujac
metabolizm pirogronianu na produkcje mleczanu, co bylo SciSle zwigzane ze stopniem
aktywacji komorek 1 odpowiedzig na chemioterapi¢ (Jurisic i in., 2004). Z drugiej strony
wiadomo, ze eksperymentalne zaburzenie metabolizmu bialek, poprzez zastosowanie
inhibitorow transkrypcji lub transkrypcji, wysoce uwrazliwia komorki na cytotoksyczne
dziatanie TNF-a, co sugeruje Scisty zwigzek miedzy stanem metabolicznym komorki, a jej

odpowiedzig na TNF-a (Larrick and Wright, 1990).

1.2.5. Wplyw TNF-a na migracj¢ i przerzutowanie komoérek nowotworowych

W kontekscie inwazji 1 przerzutowania nowotworéw jednym z najwazniejszych dziatan

TNF-a jest jego zdolno$¢ do indukcji ekspresji bialek proteolitycznych, przede wszystkim
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metaloproteinazy macierzy 9 (MMP9), ale tez peptydaz dipeptydylowych CD26 i FAP-a, oraz
ich lokowania w tratwach lipidowych w komorkach nowotworowych, poprzez aktywacje
szlaku sygnatowego MAPK/ERK (Wolczyk 1 in., 2016). MMP9, endopeptydaza zalezna od
cynku i1 wapnia (znana réwniez jako kolagenaza typu IV o masie 92 000 Da lub zelatynaza B),
jako jeden z gtownych mediatorow degradacji bialek zewnatrzkomodrkowych, takich jak
kolagen, fibronektyna i laminina, bierze udziat w reorganizacji ECM 1 usuwaniu fizycznych
barier dla migracji komorek. Jej aktywnos$¢ proteolityczna nie tylko utatwia rozprzestrzenianie
si¢ inwazyjnych komorek nowotworowych 1 naptyw komorek odpornosciowych do zrgbu guza,
ale tez umozliwia tworzenie nowych naczyn krwiono$nych i limfatycznych, ktore sg niezbgdne
do zaopatrywania tkanki nowotworowej w skladniki odzywcze 1 tlen. MMP9, poprzez
uwalnianie z macierzy réznego rodzaju bioaktywnych peptydow, ma wplyw na aktywacje
sciezek sygnatowych, ktore stymulujg migracje komoérek nowotworowych ale tez ekspresje
czynnikow wzrostu i cytokin, w tym VEGF, bFGF, TGF-f, TNF-a, PDGF lub IL-8. Aktywnos¢
proteolityczna MMP9 ma rowniez istotne znaczenie w regulacji interakcji komorka-komorka
poprzez udziat w obnizaniu poziomu E-kadheryny, czasteczki adhezyjnej o kluczowym
znaczeniu dla utrzymania struktury nabtonka. Podwyzszone poziomy MMP9 s3 czesto
obserwowane w réznych typach nowotworow 1 koreluja z inwazyjnos$cig 1 przerzutowaniem
(Augoff K 1 in., 2022; Cowden 1 in., 2008; Hryniewicz-Jankowska 1 in., 2021; Zaremba-
Czogallaiin., 2018). Ostatnie badania pokazaty, ze MMP?9 jest tez waznym sktadnikiem niszy
przerzutowej. Wykorzystujac model raka piersi, pokazano, ze blokowanie MMP9 za pomoca
przeciwcial monoklonalnych, specyficznych dla aktywnej formy MMP9, hamuje kolonizacje
komorek nowotworowych w przedprzerzutowej niszy ptucnej (Owyong 1 in., 2019). Badania
eksperymentalne z wykorzystaniem pierwotnych komorek macierzystych potrdjnie ujemnego
raka piersi (BCSC) pokazaty, ze TNFo nie tylko promowal przej$cie nabtonkowo-
mezenchymalne komorek macierzystych, ich proliferacje 1 migracje ale tez stymulowat
neowaskulogeneze w niszy przedprzerzutowej poprzez indukcje czasteczki adhezji komorek
naczyniowych-1 (VCAM-1) w watrobie myszy z wszczepionym guzem (Narasimhan 1 in.,

2022).

1.3. Przeprogramowanie metaboliczne w transformacji nowotworowej

W ciggu ostatnich kilku dekad stawato si¢ coraz bardziej jasne, ze nieprawidtowy wzrost
komorek, towarzyszacy transformacji nowotworowej, pocigga za sobg zmiany adaptacyjne

metabolizmu komodrkowego, ktore sa niezbedne do zapewnienia wystarczajacej ilosci

36



substratow 1 energii, wymaganych do szybkiego podziatu. W ten proces adaptacyjny
zaangazowane s3 przede wszystkim szlaki metaboliczne dotyczace przemian glukozy,
glutaminy oraz biogenezy 1 aktywno$ci mitochondriow (Hanahan i1 Weinberg, 2000).
Aktywnos¢ metaboliczna komoérek prawidtowych, w normalnych warunkach z prawidlowym
dostgpem tlenu, opiera si¢ gtownie na mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS),
ktora generuje energi¢ z wykorzystaniem adenozyno 5'-trifosforanu (ATP). W warunkach
normoksji jest to najbardziej efektywny szlak, dzieki ktoremu komodrka z kazdej czasteczki
glukozy jest w stanie wygenerowac poprzez tancuch oddechowy 36 czasteczek ATP. Komorki
nowotworowe, chociaz preferencyjnie wykorzystujg glukoze do produkcji energii, to jednak w
ograniczonym zakresie korzystaja z fosforylacji oksydacyjnej, przekierowujac szlak glikolizy
na przemian¢ pirogronianu w mleczan, nawet w warunkach normoksji (Vander 11in., 2009). To
odroznia ten proces od normalnej glikolizy beztlenowej, ktora jest aktywowana w
prawidtowych komoérkach w warunkach niedotlenienia. Efekt ten jako pierwszy opisat pod
koniec lat dwudziestych ubieglego wieku Otto Warburg, okreslajac go mianem glikolizy
tlenowej (obecnie znany jako efekt Warburga) (Warburg, 1930). Podczas metabolizowania
glukozy do mleczanu powstajg tylko 2 czasteczki ATP na czasteczke glukozy. Ten niewielki
zysk energetyczny komorki nowotworowe rekompensujg zwigkszeniem wychwytu 1 tempa
przemian glukozy, czemu towarzyszy zwigkszona ekspresja transporterow glukozy (GLUTS)
oraz gtownych enzymow glikolitycznych, heksokinazy (HK), w tym gtownie izoformy 2 (HK?2)
1 fosfofruktokinazy 1 (PFK-1), zwigzana miedzy innymi z zaburzeniami w aktywacji
protoonkogenu Myc (Gordan 1 in., 2007; Hsu 1 Sabatini, 2008).

Rozklad glukozy do mleczanu nie tylko szybko dostarcza energii ale tez umozliwia
odtworzenie NAD", zapewniajac ciaglosé glikolizy, a takze omija mechanizm hamowania
cyklu kwasu trikarboksylowego (TCA), ktory jest wlaczany w odpowiedzi na wzrastajace
stezenie zredukowanego dwunukleotydu adeninowego (NADH) (Nguyen i in., 2018). Wysoka
produkcja mleczanu, ktéry usuwany jest z komoérki za pomoca zlokalizowanych w btonie
transporterow monokarboksylowych MCT (ang. monocarboxylate transporters), generuje
lokalnie kwasne srodowisko, tak charakteryczne dla tkanek nowotworowych (de la Cruz-Lopez
11in., 2019). Rola kwasu mlekowego w rozwoju raka przycigga ostatnio coraz wigkszg uwage
badaczy jako onkometabolit, ktorego obecnos$¢ wydaje si¢ niezbedna do rozwoju nowotwordw,
szczegolnie w kontekscie hamowania antynowotworowej odpowiedzi immunologicznej (Choi
iin., 2013).

Sam proces glikolizy dostarcza tez wiele metabolitow, z ktorych cze$s¢ moze by¢

wykorzystywana w szlaku pentozofosforanowym (PPP) do produkcji erytrozo-4-fosforanu
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(E4P), bedacego prekursorem syntezy aminokwasdéw aromatycznych lub formowania rybozo-
S-fosforanu (R5P), uzytego nastgpnie do produkcji nukleotydow, niezbednych dla
proliferujacej komorki (Vander 1 in., 2009). Takie przekierowanie glikolitycznych produktow
posrednich na szlaki biosyntezy umozliwia dimeryczna izoforma M2 kinazy pirogronianowej
(PKM2) o niskiej aktywnosci katalitycznej, preferencyjnie ekspresjonowana w komorkach
nowotworowych, ktora spowalnia konwersje fosfoenolopirogronianu (PEP) do pirogronianu 1
w konsekwencji powoduje nadmierne gromadzenie si¢ metabolitow glikolizy (Zahra 1 in.,
2020). Niewielki procent pirogronianu, ktory dostaje si¢ do mitochondriéw 1 wchodzi w cykl
TCA, zostaje w formie cytrynianu przekierowany za posrednictwem mitochondrialnego
transportera trikarboksylanow do cytozolu, gdzie po przeksztatlceniu w acetylo-CoA zostaje
wykorzystywany jako prekursor do biosyntezy lipidow 1 acetylacji biatek (Nguyen i in., 2018).

Glikoliza nie jest jednak jedynym procesem dostarczajagcym komoérkom nowotworowym
zaro6wno energii, jak 1 metabolitow. Glutaminoliza, proces katabolizmu glutaminy, jest wazng
alternatywg dla mitochondrialnej produkcji energii z glukozy. W komorkach nowotworowych
glutamina moze bezposrednio przyczyniac si¢ do biosyntezy nukleotydéw na przyktad poprzez
syntetazg karbamoilofosforanowg (CAD) lub ulega¢ przeksztatceniu w reakcji katalizowane;j
przez glutaminaze¢ (GLS) do glutaminianu, a nast¢gpnie deaminacji przy udziale
GLUD1/dehydrogenazy glutaminianowej (GDH) lub aminotransferazy takiej jak transaminaza
glutaminianowo-oksalooctanowa (GOT) do a-ketoglutaranu (a-KG), ktéry wchodzi do cyklu
TCA w celu wytworzenia energii lub podlega karboksylacji redukcyjnej, stanowigcej droge do
syntezy lipidow (Nguyen i in., 2018). Poza udziatem w wielu szlakach metabolicznych, a-KG
pelni rowniez wazng role w regulacji metylacji histonow 1 DNA, begdac substratem dla
jadrowych dioksygenaz zaleznych od 0-KG/Fe*", takich jak TET (ang. ten-eleven translocation)
czy demetylaz histonowych zawierajacych domen¢ JmjC (JHDM) (Teperino 1 in., 2010). Co
ciekawe, wykazano tez, ze wyplyw glutaminy z komorki jest sprz¢zony z jednoczesnym
importem, poprzez zlokalizowany w btonie plazmatycznej antyporter neutralnego aminokwasu
LATI, egzogennych aminokwasow takich jak leucyny, izoleucyny, waliny, metioniny,
tryptofanu 1 fenyloalaniny (Yanagida i in., 2001). Wysokie zuzycie glutaminy jest czesto
obserwowane w nowotworach i koreluje zarowno z zywotnoscig komorek nowotworowych,
jak 1 z proliferacja, wspierajac rozwoj choroby (Lukey 1 in., 2013).

W poczatkowej fazie rozwoju guza brak odpowiedniego unaczynienia formujgce;j si¢ tkanki
generuje stan niedotlenienia. W odpowiedzi na taki stan uruchamiane sg reakcje stresowe, ktére
dziataja jako kluczowy inicjator przeprogramowania metabolicznego komorek

nowotworowych (Muz i in., 2015). Mechanizmy molekularne, lezace u ich podstaw sg ztozone
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1 obejmujg aktywacje wielu kluczowych regulatorow. Najwazniejszym z nich wydaje si¢
czynnik indukowany hipoksja-1 a (HIF-1a), bedacy jednym z najlepiej poznanych czynnikdéw
transkrypcyjnych, wrazliwych na wahania st¢zenia tlenu. W warunkach normoks;ji, kiedy jest
wystarczajaca ilos¢ tlenu, HIF-1a jest szybko degradowany w komorkach. Natomiast w
warunkach niedotlenienia proces ten jest wstrzymywany 1 nastepuje szybka akumulacja HIF-
la, ktory jest nastgpnie transportowany do jadra komoérkowego, gdzie poprzez wigzanie do
konsensusowych sekwencji HRE (ang. hypoxia-responsive element) promotoréw, aktywuje
transkrypcje genow zaangazowanych zaréwno w metabolizm glukozy, jak i1 angiogeneze,
umozliwiajac komérkom nowotworowym adaptacje do srodowiska o niskiej zawartosci tlenu,
ale tez promujgc formowanie nowych naczyfn krwiono$nych (Wicks 1 in., 2022). Wiadomo, Ze
HIF-1a indukuje ekspresje genow takich biatek jak GLUTI1 1 GLUT3, nalezacych do rodziny
transporterow glukozy GLUT, dzigki ktorym mozliwy jest zwigkszony pobdr glukozy do
komorek nowotworowych. HIF-1a jest tez gldwnym regulatorem ekspresji genéw kodujacych
enzymy glikolityczne, w tym fosfofruktokinaze typu watrobowego (PFKL), aldolaze (ALDA),
kinaz¢ fosfoglicerynowg-1 (PGK1), enolaze (ENOL) oraz podjednostke A dehydrogenazy
mleczanowej (LDHA) (Kierans i1 Taylor, 2021; Muz 1 in., 2015; Wicks 1 in., 2022).

Oprocz HIF-1a waznym regulatorem metabolizmu komorek nowotworowych jest szlak
PI3K/Akt/mTOR, ktory promuje wychwyt glukozy 1 innych sktadnikéw odzywczych, a takze
syntez¢ makroczasteczek niezbednych do wzrostu 1 podziatu komorek. Podobnie jak szlak
kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK), ktory kiedy indukowany w odpowiedzi
na stres energetyczny promuje glikolize¢ 1 utlenianie kwaséw tluszczowych (Muz i in., 2015).
Waznym regulatorem efektu Warburga jest tez biatko supresorowe guza, p53. Bialko to
odgrywa kluczowg role w regulacji wzrostu i podziatu komorek. Mutacje w genie 7p53 sg
jednymi z najczesciej identyfikowanych mutacji zwigzanych z kancerogeneza i spotyka si¢ je
w  wigkszosci ludzkich nowotworéw (Hollstein 1 in., 1991). Podczas prawidtowego
funkcjonowania p53 moze hamowaé efekt Warburga, promujac fosforylacje oksydacyjng i1

ograniczajac glikoliz¢ (Simabuco 1 in., 2018).

1.3.1. Rola LDH w efekcie Warburga

Cechg charakterystyczng efektu Warburga (glikolizy tlenowej) jest produkcja 1 sekrecja
przez komoérki nowotworowe wysokich poziomow mleczanu. Reakcjg odpowiedzialng za ten
efekt jest konwersja pirogronianu do mleczanu z jednoczesnym utlenianiem NADH do NAD",

ktora katalizuje (odwracalnie) dehydrogenaza mleczanowa (LDH). Enzym ten wystepuje w
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pieciu izoformach (LD1-5, lub B4, A1B3, A2B2, A3B1 i A4), ktore chociaz katalizujg t¢ sama
reakcjeg, to rdznig sie strukturg molekularng, powinowactwem do substratu, wrazliwos$cig na
temperature 1 specyficznoscig tkankowa (Krieg 1 in., 1967). Aktywne izoformy LDH sg homo-
lub heterotetramerycznymi kombinacjami dwoch podjednostek, A (wystepujacej tez pod nazwa
M) i1 B (znanej tez jako H), o masie czasteczkowej okoto 35 000 Da kazda. Podjednostki A i B
kodowane przez dwa odrebne geny, LDHA 1 LDHB, zlokalizowane odpowiednio na
chromosomach 11p15.41 12p12.2-p12.1 (Fondy i Kaplan, 1965). Znany jest dodatkowy, trzeci
typ podjednostki LDH, okreslany jako C, ktory jest kodowany przez gen LDHC (lub LDHX)
zlokalizowany na chromosomie 11p15.5-p15.3. Jednak formuje on wylacznie specyficzne
tkankowo homotetramery, ograniczone do plemnikéw 1 jader. Formy splicingowe genu LDHC
wyjatkowo mozna obserwowa¢ w ludzkich nowotworach, gldéwnie w raku pluc, czerniaku i
raku piersi, ale nigdy w zdrowych tkankach kontrolnych (Gupta, 2012 ).

Podjednostka A, ktora charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do pirogronianu,
predysponuje izoformy LDH do przeksztalcania pirogronianu w mleczan, podczas gdy
izoformy, w ktorych dominuje podjednostka B, kinetycznie sprzyjaja konwersji mleczanu do
pirogronianu, przy jednoczesnej redukcji NAD". Kazda z podjednostek determinuje wiec
specyficzne wilasciwosci metaboliczne poszczegdlnych izoform. Uwaza si¢, ze izoenzymy
LDH wzbogacone w podjednostke A, takie jak LDS5 1 LD4, odgrywaja wazna role w komodrkach
nowotworowych w utrzymaniu glikolizy po ominigciu "efektu Pasteura" (Koukourakis i in.,
2014; Forkasiewicz 1 in., 2020). Pomijajac nieliczne wyjatki przyjmuje si¢, Ze izoenzymogram
LDH odzwierciedla stan metaboliczny komorek 1 tkanek. Potwierdzajg to badania, w ktorych
analizowano zmiany procentowego udziatu izoform w komorkach podczas réznicowania 1 w
czasie transformacji nowotworowej (Cahn 1 in., 1962).

W wigkszosci komodrek nowotworowych obserwowany jest zwigkszony poziom
podjednostki A w poroéwnaniu z komodrkami prawidtowymi. Wyciszenie ekspresji genu LDHA
lub zastosowanie specyficznych inhibitoréw dla LDHA skutkuje ograniczaniem produkcji
mleczanu 1 jednocze$nie zmniejszeniem zywotnosci komorek oraz ich zdolnosci do inwazji
(Forkasiewicz 11in., 2022; Le 1 in., 2010; Li1in., 2016). W wielu typach nowotworéw zmiany
zwigzane z LDH znaleziono rowniez w izoenzymogramach, z tendencja do zwigkszania
ekspresji form bogatych w podjednostke A. Dotyczy to gldwnie nowotworow tarczycy,
okr¢znicy, macicy 1 jajnikow, zotadka, nerek, osrodkowego ukladu nerwowego 1 pluc
(Langvad, 1968; Lewisiin., 1971; von Eybeniin., 2001; Woollams i in., 1976; Yuiin., 2014).

Efektem zwigkszonej aktywnosci LDH w nowotworach jest nadmierna produkcja i

wydzielanie mleczanu co w konsekwencji prowadzi do spadku pH w mikrosrodowisku guza do
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wartosci, ktore waha si¢ od 6,0 do 6,5. Wzrost zakwaszenia zewnatrzkomorkowego koreluje ze
zwigkszong agresywnoscig komorek nowotworowych, co sprzyja takim procesom jak inwazja,
angiogeneza, przerzutowanie, ale tez immunosupresja i oporno$¢ na leczenie, w efekcie wigze
si¢ z gorszym rokowaniem dla pacjenta (de la Cruz-Lopez i in., 2019). Obecnie uwaza si¢, ze
mleczan moze nie tylko dziata¢ jako onkometabolit o wlasciwosciach sygnalizacyjnych, ale
moze by¢ rowniez transportowany do mitochondriow, utleniany do pirogronianu i wlaczony do
cyklu kwasu trikarboksylowego (TCA), stanowigc zrodto energii (San-Millan 1 in., 2017).
Sugestie, ze ograniczenie produkcji mleczanu w komorkach nowotworowych powinno by¢
priorytetem w opracowywaniu nowych terapii przeciwnowotworowych, wydaja si¢ wigc w

peni uzasadnione.

2. Cel pracy

W normalnych warunkach skutkiem dziatania TNF-a jest eliminacja uszkodzonych
komorek gospodarza poprzez wiaczanie procesOw apoptozy. Z nieznanych dotad powodow
komorki nowotworowe s3 odwrazliwione na cytotoksyczne dzialanie TNF-a. Co wigcej,
efektem dziatania TNF-o w przypadku wigkszosci komoérek nowotworowych jest
podtrzymywanie funkcji promujacych przezycie, a takze zwigkszanie potencjalu migracyjnego
1 inwazyjnego, poprzez indukcj¢ produkeji 1 aktywacji MMP9 (Aggarwal, 2003; Croft 1 in.,
2017; Larrick and Wright, 1990; Wolczyk 1 in., 2016).

Mechanizmy, ktére determinujg ten antyapoptotyczny efekt nie sg jasne. Wiadomo, ze
wazng role w regulacji odpowiedzi komorkowej odgrywa mikrosrodowisko nowotworowe,
odpowiedzialne nie tylko za poziom uwalnianego do przestrzeni pozakomoérkowej TNF-a, ale
tez za obecno$¢ wielu innych czynnikow stymulujacych komoérki nowotworowe do ucieczki
przed apoptoza (Dandoti, 2020). Wiadomo, ze mikrosrodowisko odpowiada za regulacje
ekspresji podjednostki A dehydrogenazy mleczanowej (LDHA), zalezng od HIF-1a (Kierans i
Taylor, 2021; Muz 1 in., 2015; Wicks 1 in., 2022). Podjednostka LDHA, ktora jest gtownym
elementem skltadowym przeprogramowania metabolicznego, uznawanego za jedng z cech
charakterystycznych transformacji nowotworowej, umozliwia wzrost poboru glukozy oraz
zwigkszenie produkcji 1 wydzielania mleczanu, a takze posrednio syntezy metaloproteinaz,
przez co odgrywa istotng role w dostosowaniu komdrek nowotworowych do specyficznych
wymagan metabolicznych. Dane literaturowe wskazuja, ze zar6wno wyciszenie ekspresji genu

LDHA, jak 1 zahamowanie aktywnosci enzymatycznej LDS5 (A4) moze prowadzi¢ do zaburzen
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metabolicznych, a nawet §mierci komorki przez apoptoze. Pytanie, czy zmiany metaboliczne
zwigzane z adaptacjg metabolizmu zaleznego od LDH (efekt Warburga) przez komorki
nowotworowe majag wpltyw na uruchamianie systeméw blokujacych zewnatrzkomoérkowy
sygnal(y) do apoptozy, w tym na zdolno$¢ przetgczania S$ciezki transmisji sygnatu
stymulowanego przez TNF-a z proapoptotycznego na promujacy przezycie, pozostaje otwarte.
Dlatego celem tej pracy ma by¢ ocena udziatu LDHA w ucieczce komorek nowotworowych
przed apoptoza, indukowana cytoking prozapalng TNF-a, na przyktadzie komorek raka
przetyku.

3. Prace zwigzane z niniejsza rozprawa

e Forkasiewicz A, Dorociak M, Stach K, Szelachowski P, Tabola R, Augoff K. The
usefulness of lactate dehydrogenase measurements in current oncological practice. Cell
Mol Biol Lett. 2020 Jun 9;25:35. doi: 10.1186/s11658-020-00228-7.

e Forkasiewicz A, Stach W, Wierzbicki J, Stach K, Tabola R, Hryniewicz-Jankowska A,
Augoff K. Effect of LDHA Inhibition on TNF-a-Induced Cell Migration in Esophageal
Cancers. Int J Mol Sci. 2022 Dec 16523(24):16062. doi: 10.3390/ijms232416062.

4. Wyniki

4.1. Ekspresja LDHA, LDHB, TNFA, TNFRSF1A, TNFRSFIB oraz MMP?Y jest zaburzona

w raku przetyku

Aby wykaza¢ znaczenie podjednostki LDHA we wzro$cie guza przetyku, wykorzystano
dane dostgpne w internetowej bazie TNMplot do analizy poziomu ekspresji genow LDHA w
probkach tkanki guza przelyku (n=440) i poréwnano go z poziomem wyznaczonym dla
normalnych tkanek kontrolnych (n=88) oraz tkanek guzow przerzutowych (n=28). Wyniki
wykazaty znaczny wzrost ekspresji LDHA w guzach pierwotnych (mediana = 20598,5, zakres:
7361-39687) w porownaniu z tkankami prawidtowymi (mediana = 15836,5, zakres: 8358-
24391; p<0,0001) oraz w porownaniu z tkankami guzow przerzutowych (mediana = 9307,
zakres: 6977-16863; p<0,0005). Interesujace, ze ekspresja LDHA w guzach przerzutowych
obniza si¢ drastycznie, a jej poziom jest istotnie mniejszy niz w tkankach kontrolnych
(p<0,0001) (Ryc. 3A). Tkanki guzow pierwotnych charakteryzuje tez istotnie zwigkszony
poziom ekspresji genu LDHB (mediana = 15735, zakres: 1201-3108) w poroOwnaniu z
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prawidtowymi tkankami (mediana = 6834,5, zakres: 1684-16074; p < 0,0001). W tkankach
przerzutowych ekspresja genu LDHB zmniejsza si¢ w poréwnaniu do guzow pierwotnych
(mediana = 13405, zakres: 10377-16831; p<0,0001), ale inaczej niz w przypadku LDHA, jest
na wyzszym poziomie niz w tkankach kontrolnych (p<0.05) (Ryc. 3B).

Analizujac ekspresj¢ genu TNFA (TNFSF2), zaobserwowano brak istotnych rdznic
pomiedzy prawidlowymi tkankami przetyku (mediana = 76, zakres: 8-204) i tkankami guzow
pierwotnych (mediana = 65, zakres: 2-644; p>0,05), niemniej dane uzyskane z guzéw
charakteryzuja si¢ znacznie wigkszym rozrzutem. Co ciekawe, poziom ekspresji genu TNFA
zwigksza sie znaczaco w tkankach guzéw przerzutowych (mediana = 178, zakres: 41-421) i to
zarOwno w porownaniu z tkankami kontrolnymi (p<0,0001), jak i z guzami pierwotnymi
(p<0,0001) (Ryc. 3C).

W przypadku genu kodujacego receptor 2 TNF-a (TNFRSFIB) obserwowano istotne
zwigkszenie ekspresji w tkankach przerzutowych (mediana = 1538, zakres: 973-2064) zard6wno
w porownaniu z tkankami kontrolnymi (mediana = 195, zakres: 56-995; p>0,0001), jak 1
tkankami guzoéw pierwotnych (mediana = 225, zakres: 41-1562; p>0,0001), ale inaczej niz w
przypadku genu TNFA, roznice pomigdzy ekspresja TNFRSFIB w probach kontrolnych 1
tkankach guzow pierwotnych sg statystycznie istotne (p<0,05) (Ryc. 3D). Rdéznice pomigdzy
tkankami prawidlowymi 1 guzami pierwotnymi obserwowano rowniez analizujac ekspresje
genu kodujacego receptor 1 TNF-a (TNFRSF'14), jednak w tym przypadku poziom TNFRSF 1A
w guzach pierwotnych (mediana = 1166, zakres: 264-6962) jest istotnie mniejszy w porownaniu
z tkankami kontrolnymi (mediana = 1336, zakres: 581-4046; p<0,05). Chociaz poziom
ekspresji TNFRSF1A w guzach metastatycznych (mediana = 1143,5, zakres: 698-2943) byt
nieznacznie obnizony w stosunku do tkanek kontrolnych, to réznice te nie sg statystycznie
istotne (p>0,05) (Ryc. 3E).

Dodatkowo przeprowadzono analize ekspresji genu MMP9. Tkanki guzéw pierwotnych
przetyku charakteryzuje wysoki poziom ekspresji MMP9 (mediana = 883, zakres: 59-21982) i
jest on istotnie wigkszy od tego, oznaczonego w tkankach prawidtowych (mediana = 156,
zakres: 12-3674; p<0,0001). Jednak najwyzszy poziom ekspresji MMP9, statystycznie rozny
niz w tkankach prawidtowych (p<0,0001) 1 w guzach pierwotnych (p<0,0001), obserwuje si¢
w tkankach guzow przerzutowych (mediana = 9007,5, zakres: 3484-17426) (Ryc. 3F).
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Rycina 3. Ekspresja roznicowa wybranych gendw w guzach pierwotnych i przerzutowych
pacjentow z rakiem przetyku oraz w prawidtowym nabtonku przetyku na podstawie danych
zgromadzonych w bazie TNMplot. A) Ekspresja LDHA byta znaczaco zwigkszona w tkankach
guzow pierwotnych (p<0,00001) 1 =znaczaco zmniejszona (p<0,00001) w tkankach
przerzutowych w porownaniu z tkankami prawidtowymi. B) Ekspresja LDHB zwigkszala si¢
istotnie w tkankach guzoéw pierwotnych (p<0,00001) oraz w tkankach przerzutowych (p<0,05)
w porownaniu z tkankami prawidtowymi. C) Ekspresja TNFA w tkankach guzow pierwotnych
nie roznita si¢ od tej w tkankach prawidlowych (p>0,05) ale zwigkszata si¢ znaczaco w
tkankach przerzutowych (p<0,00001). D) Ekspresja TNFRSFIA (TNFRI) w tkankach guzéw
pierwotnych nieznacznie si¢ zmniejszata, a w tkankach przerzutowych nie zmienila si¢ w
porownaniu z tkankami prawidtowymi (p>0,05). E) Ekspresja TNFRSFIB (TNFR2) w
tkankach guzéw pierwotnych nie réznita si¢ od tej w tkankach prawidtowych, ale zwigkszyta
si¢ istotnie w tkankach przerzutowych (p<0,00001). F) Ekspresja MMP9 zwigkszata si¢ istotnie
zarowno w tkankach guzéw pierwotnych (p<0,00001) jak 1 w tkankach przerzutowych
(p<0,00001) w poroéwnaniu z tkankami prawidlowymi, przy czym poziom ekspresji MMP9 w
tkankach przerzutowych byt istotnie wigkszy niz w tkankach pierwotnych (p<0,00001).

Do analizy zmian w ekspresji LDHA na poziomie bialka w tkankach raka przetyku
wykorzystano skrawki parafinowe barwione metodg immunohistochemii (IHC). Wyniki

analizy przedstawiono w Tabeli 5.
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LDHA

0 1 2 3 P (1)
Prawidlowy nabtonek przetyku n=28 n=55 n=19 n=2
N=10 (28%) (55%) (19%) (2%)
Rak przetyku n=0 n=5 n=40 n=55 <0,00001
N=10 (0%) (5%) (40%) (55%) (122,4)

Tabela 5. Ocena zmian ekspresji LDHA na poziomie biatka, oznaczonego metoda THC, w
tkankach nowotworowych przetyku (N=10) w porownaniu z histologicznie prawidtowym
nabtonkiem przetyku (N=10), pochodzacym z marginesu resekcji. Materiat do badan pochodzit
od 10 pacjentow leczonych operacyjnie z powodu raka przeltyku w Katedrze 1 Klinice Chirurgii
Przewodu Pokarmowego 1 Chirurgii Ogodlnej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu w
latach 2009-2012. Wyniki jako intensywnos¢ zabarwienia (0-3), oceniona przez 2 niezaleznych
obserwatorow w 5 losowo wybranych z kazdego preparatu obszarach (n =2 x 5 x 10 = 100),
analizowano statystycznie przy uzyciu nieparametrycznego testu chi-kwadrat (y°). Tkanki
nowotworowe charakteryzowaty si¢ istotnie wiekszym poziomem LDHA w pordéwnaniu z
tkankami kontrolnymi (p<0,00001).

Komorki normalnego nabtonka w ponad 80% barwity si¢ stabo (+) lub wcale (—), w
przeciwienstwie do komoérek nowotworowych, pochodzacych zaré6wno =z nablonka
ptaskonablonkowego, jak 1 gruczotowego, ktore w wiekszosci (55%) charakteryzowato
zabarwienie o wysokiej intensywnosci (+++) (Ryc. 4A). Analiza statystyczna wykazata, ze
roznice w poziomie LDHA pomigdzy tkankami kontrolnymi i nowotworowymi sg istotne (p =
2.347e-26). Niemniej, w przypadku guzow, w obregbie tego samego skupiska komorek
nowotworowych mozna bylo zaobserwowaé, obok intensywnie wybarwionych komorek,
wyrdzniajace si¢ ,,wysepki” o niskiej intensywnos$ci zabarwienia, wskazujgce na mozaikowos¢
metaboliczng komorek nowotworowych, zwigzang prawdopodobnie z ré6znym stopniem ich

odréznicowania (Ryc. 4B).
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Rycina 4. Barwienie immunohistochemiczne LDHA w rakach przetyku oraz w
prawidtowym nabtonku przetyku. A) Silna immunoreaktywno$s¢ LDHA w komorkach
nowotworowych w tkankach nowotworowych, pochodzacych od 10 pacjentow, operowanych
z powodu raka przetyku (dwa goérne panele) oraz reprezentatywne, stabo barwigce si¢
fragmenty histologicznie prawidlowego nabtonka, pochodzace z marginesu resekcji (panel
dolny). B) Wybrane fragmenty tkanek w powigkszeniu, przedstawiajace charakterystyczne
»wysepki” komoérek nowotworowych, wyrdzniajace sie¢ od pozostatych niskg intensywnoscig
zabarwienia (dwa goérne panele), porownywalne z ta, charakteryzujacg komorki podstawne
nabtonka prawidtowego (panel dolny). Oryginalne powigkszenie, 200-krotne.

4.2. TNF-a indukuje wzrost ekspresji genow LDHA i LDHB

Zeby odpowiedzie¢ na pytanie, czy TNF-a moze mieé¢ wplyw na poziom LDH w
komorkach raka przetyku, analizowano zmiany ekspresji genéw kodujacych podjednostke A i
B LDH (LDHA 1 LDHB) w komorkach KYSE150 1 EC7, traktowanych TNF-a, za pomoca
metody RT-qPCR. W przypadku komorek KYSE150, w obecnosci TNF-a, ekspresja genow
LDHA 1 LDHB byta prawie dwukrotnie wigksza (FC=1,98+0,08 i 1,88+0,2, odpowiednio dla
LDHA i1 LDHB) w stosunku do komorek nietraktowanych i roznice te byly statystycznie istotne
(p<0,005). Komorki EC7, podobnie jak KYSE150, istotnie zwigkszaly ekspresj¢ LDHA w
efekcie ekspozycji na TNF-a (FC= 2,28+0,26; p<0,001). Jednak TNF-o nie miat istotnego
wptywu na zmiany w ekspresji genu LDHB (FC=1,47+0,39; p>0,05) w komoérkach EC7 (Ryc.
5A).
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Wykorzystujac metode Western blotting (WB) zweryfikowano bazowe poziomy ekspresji
biatkowych form LDHA i LDHB w komorkach KYSE150 1 EC7 (Ryc. 5B). O ile w przypadku
KYSE150 obserwowano na blotach obie podjednostki LDH (LDHA 1 LDHB), to w ekstraktach
biatkowych, uzyskanych z komorek EC7 mozna byto zidentyfikowa¢ jedynie podjednostke A
(Ryc. 3B). Brak podjednostki B w EC7 potwierdzit si¢ w zymogramach, obrazujacych rozdziat
izoenzymow LDH (LD1-LD5). W zZelach, na ktore naniesiono ekstrakty biatkowe uzyskane z
KYSE150, obserwowano wszystkie pi¢¢ izoform, natomiast w komodrkach EC7 jedynie

izoform¢ LDS5, w sktad ktérej wehodzi wytacznie podjednostka A (Ryc. 5C).

A B C

Wplyw TNF-a na ekspresje genéw LDHA i LDHB KYSE150 EC7 KYSEI50 EC7
LDHA = LDHB 36- - LDHA M - LD5

_—— | — - LD4

-LD3
-LD2

&
* * I
220 i 36- -LDHB -LDI
g 28 -
£10
% —— - ACTB
<00
EC7 36-

KYSE150

3.0
3 * 28- o

i

Rycina 5. Ekspresja LDHA 1 LDHB w liniach komoérkowych raka przetyku. A) Analiza
zmian ekspresji LDHA 1 LDHB z uzyciem RT-qPCR w komoérkach KYSE150 1 EC7 w
odpowiedzi na TNF-a. W KYSE150 traktowanie TNF-o powodowato istotne zwigkszenie
ekspresji obu podjednostek (FC=1,98+0,08 1 1,88+0,2, odpowiednio dla LDHA 1 LDHB,
"p<0,005). W przypadku EC7 traktowanie TNF-o znaczaco zwigkszyto ekspresje LDHA (FC=
2,2840,26; **p<0,001) ale nie LDHB (FC=1,47+0,39; p>0,05). Dane te zostaly wykorzystane
w publikacji zwigzanej z niniejszq rozprawa (Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 16062). B) Analiza
poziomu LDHA 1 LDHB w KYSE150 (panel lewy) i EC7 (panel prawy) za pomocg metody
Western blotting. ACTB - B8 -aktyna, biatko referencyjne. W EC7 brak pozytywnej reakcji dla
LDHB. ~ - niespecyficzna reakcja wigzania przeciwcial anty-LDHB z LDHA. C)
Izoenzymatyczna analiza obrazu izoform LDH w KYSE150 (lewy panel) i EC7 (prawy panel)
za pomocg elektroforezy w warunkach natywnych. W komorkach KYSE150 obecne sg
wszystkie izoeznzymy LDH (LD1-LDS5). W komorkach EC7 aktywna jest tylko izoforma LDS5,
zbudowana z podjednostek A.

4.3. Wyciszenie ekspresji genu LDHA nie powoduje uwrazliwienia komoérek raka przetyku

na proapoptotyczne dziatanie TNF-a

Zeby odpowiedzie¢ na pytanie, czy efekt Warburga ma zwiazek z odwrazliwieniem

komorek nowotworowych na proapoptotyczne dziatanie TNF-a, wyciszono ekspresje genu
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LDHA za pomocg siRNA w dwoch liniach komoérek raka przetyku. Komorki transfekowane
siRNA LDHA traktowano lub nie TNF-a 1 analizowano w poréwnaniu z komorkami
nietransfekowanymi (typu dzikiego) lub transfekowanymi kontrolnym siRNA (siRNA
scramble). Komorki barwione jodkiem propidyny (IP) oraz aneksynng V sprz¢zong z FITC
analizowano z uzyciem cytometrii przeptywowej. Uzyskane wyniki wskazujg na brak wptywu
obnizenia ekspresji genu LDHA na zmian¢ odpowiedzi komorek nowotworowych na TNF-a z
antyapoptotycznej na proapoptotyczng. Nie obserwowano zadnych istotnych roéznic w
catkowitym udziale komorek apoptotycznych w badanej populacji pomigdzy komorkami z
wyciszong ekspresja LDHA 1 komorkami kontrolnymi, zarowno typu dzikiego, jak i tych, ktore
byly transfekowane kontrolnym siRNA (Ryc. 6A). Niewrazliwo$¢ komorek raka przetyku z
wyciszong ekspresja LDHA na proapoptotyczne dziatanie TNF-o zostala nastgpnie
potwierdzona analizg markerow biatkowych, specyticznych dla apoptozy indukowanej TNF-a,
mianowicie kaspazy 8, kaspazy 3 1 PARPI, z uzyciem techniki Western blotting (Ryc. 6B).
Traktowanie komorek nowotworowych TNF-a nie skutkowato aktywacja zadnej z kaspaz ani
w przypadku KYSE150 ani EC7 transfekowanych siRNA LDHA. Efekt wyciszenia genu
LDHA w komoérkach KYSE150 i EC7 potwierdzono metodg Western botting (Ryc. 6B) oraz
metoda zymografii (Ryc. 6C). Skuteczno$¢ wyciszenia oznaczono densytometrycznie i
przedstawiono jako procent usrednionych wartosci kontrolnych. W przypadku komorek

KYSE150 warto$¢ ta wyniosta 38 + 1,5%, natomiast w przypadku komoérek EC7, 55,7 + 13%.

4.4. Oksamat sodu (SO) nie odblokowuje mechanizméw apoptozy zaleznej od TNF-o w

komorkach raka przetyku

Zeby odpowiedzie¢ na pytanie, czy zahamowanie aktywnosci izoformy LD5 w komérkach
raka przetyku za pomocg specyficznego dla LDHA inhibitora begdzie skutkowato indukcja
apoptozy w odpowiedzi na TNF-a, komorki KYSE150 1 EC7 hodowano w obecnos$ci oksamatu
sodu (SO) 1 traktowano lub nie TNF-a. Poréwnanie procentowego udzialu komorek
apoptotycznych, oznaczonych technikg cytometrii przeplywowej, w populacji komorek
traktowanych wyltacznie SO (19,28%) z ta, ktorg traktowano dodatkowo TNF-o (16,41%)
pokazato, Ze zastosowanie oksamatu sodu nie powoduje odblokowania mechanizmoéw apoptozy
w odpowiedzi na TNF-a (Ryc. 7A). Wyniki te potwierdzono analizujac, za pomoca Western
blotting, poziom markeréw apoptozy zwigzanej z TNF-q, takich jak kaspaza 8, kaspaza 3 i

biatko PARPI (Ryc. 7B).
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Rycina 6. Efekt wyciszenia ekspresji genu LDHA na indukcje¢ apoptozy przez TNF-a.
A) Analiza iloSciowa apoptozy w populacji komoérek EC7 transfekowanych siRNA LDHA i
traktowanych TNF-a (30 ng/ml/24h) metoda cytometrii przeptywowej. Wyciszenie ekspresji
LDHA nie uwrazliwito komoérek EC7 na proapoptotyczne dziatanie TNF-a. Catkowita liczba
komorek apoptotycznych w populacji komorek z wyciszong ekspresja LDHA 1 traktowanych
TNF-a (7,75%) nie zmienita si¢ znaczagco w porownaniu z komorkami kontrolnymi (8,8% 1
9,19%, odpowiednio transfekowanych siRNA kontrolnym 1 nietransfekowanych). B) Analiza
zmian w aktywacji markeréw apoptozy metodg Western blotting. Wyciszenie ekspresji LDHA
w KYSE1501 EC7 nie powodowato aktywacji kaspazy 8 1 kaspazy 3 oraz PARP1 w odpowiedzi
na TNF-a. C) Analiza obrazu izoenzymatycznego komorek KYSE150 1 EC7 z wyciszong
ekspresja LDHA traktowanych lub nie TNF-a. Efektem wyciszenia ekspresji LDHA w
KYSE150 bylo przesunigcie procentowego udziatlu izoform w kierunku bogatych w
podjednostke B, inaczej niz w EC7, w ktérych obserwowano jedynie zmniejszenie aktywnosci
izoformy LDS. Ctrl - kontrola, si LDA - siRNA LDHA, sc — siRNA kontrolne.

Zeby sprawdzi¢, czy potraktowanie komérek inhibitorem LDHA moze skutkowaé
przyspieszonym starzeniem si¢ komorek nowotworowych w obecnosci TNF-a, wykonano test
senescencji. Wyniki wskazujg, ze TNF-a nie tylko nie indukuje apoptozy ale nie aktywuje tez

procesu starzenia si¢ komorek EC7, w ktorych zahamowano aktywno$¢ LD5 oksamatem sodu
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(Ryc. 7C). Procentowy udzial komoérek pozytywnie barwigcych si¢ w kierunku lizosomalne;j
B3 -galaktozydazy w danej populacji komodrek traktowanych i nietraktowanych byt podobny i
wynosit odpowiednio 12,5+£1,9% 1 11,3+1,5%.
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Rycina 7. Efekt hamowania aktywnosci LDHA za pomocg SO na indukcje apoptozy i
senescencji przez TNF-a. A) Analiza iloSciowa apoptozy w populacji komoérek EC7
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traktowanych SO (50 mM/48h) 1 TNF-a (30 ng/ml/24h) metoda cytometrii przepltywowe;.
Hamowanie aktywnosci LDHA nie uwrazliwilo komoérek EC7 na proapoptotyczne dzialanie
TNF-a. Calkowita liczba komorek apoptotycznych w populacji komorek traktowanych SO 1
TNF-a (16,41%) nie zmieniata si¢ znaczaco w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi (19,28%,
traktowanymi wytacznie SO). B) Analiza zmian w aktywacji markerow apoptozy metoda
Western blotting. Hamowanie aktywnosci LDHA w KYSE150 i EC7 nie powodowato
aktywacji kaspazy 8 1 kaspazy 3 oraz PARP1 w odpowiedzi na TNF-a. C) Analiza senescencji
w populacji komoérek EC7 pretraktowanych SO (50 mM) i TNF-a (30 ng/ml). Procentowy
udzial komorek pozytywnie barwigcych si¢ w kierunku lizosomalnej B -galaktozydazy w
populacji komorek traktowanych SO 1 TNF-a wynosit 12,5£1,9%, a w populacji komoérek
traktowanych wytacznie SO wynosit 11,3+1,5%. Rdznice nie byly istotne (p>0.05). Ctrl -
kontrola, SO — oksamat sodu.

4.5. Oksamat sodu (SO) zmniejsza wydzielanie kwasu mlekowego 1 hamuje proliferacje

komorek raka przetyku

Bardzo wyraznym efektem dzialania SO na komorki raka przetyku bylo znaczne
zmniejszenie produkcji mleczanu (LA), niezaleznie od tego, czy komorki byly dodatkowo
stymulowane TNF-a, czy nie. W przypadku KYSEI50 SO obnizyl istotnie poziom
uwalnianego LA z 16,3 £ 0,9 uM do 5,5 = 0,9 uM (p<0,005). W obecnosci TNF-a produkcja
LA obnizata si¢ na skutek dziatania SO z 16,96 + 1,5 uM do 6,96 + 1,5 uM (p<0,005). Podobny
efekt obserwowano w komorkach EC7, w ktérych SO zmniejszat wydzielanie LA z 10,5 £ 0,7
uM do 2,4 + 0,7 uM pod nieobecnos¢ TNF-a 1 odpowiednio z 12,7 2,2 uM do 2,9 £ 0,85 uM
w obecnosci TNF-a (Ryc. 8A). Jednak w przeciwienstwie do SO, wyciszanie genu LDHA za
posrednictwem siRNA w tych samych komorkach skutkowato jedynie nieznacznym
zmniejszeniem uwalniania kwasu mlekowego, a obserwowane roznice nie byly statystycznie
istotne (Ryc. 8B).

Przeprowadzone testy MTT wykazaty, ze 48-godzinna ekspozycja komorek raka przetyku
na SO nie miala wpltywu na ich przezywalno$¢ (Ryc. 9A). Analiza proliferacji wykazata
natomiast, ze SO w istotny sposdb hamuje podzial komorkowy (Ryc. 9B). Chociaz istotne
roznice w ilosci komorek pomiedzy grupa kontrolng i grupg komorek traktowanych SO
obserwowano dopiero po 72 h (48,1+6,1 x 10* vs. 21,45+2,95 x 10* p<0,001) i 96 h
(60,6£10,14 x 10* vs. 24,6+1,99 x 10*; p<0,005).
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Rycina 8. Wptyw hamowania aktywnosci LDHA na produkcje¢ kwasu mlekowego (LA).
Dane te zostaly wykorzystane w publikacji zwigzanej z niniejsza rozprawa (Int. J. Mol.
Sci. 2022, 23, 16062). A) SO skutecznie hamowat wydzielanie LA w KYSE150 1 EC7, a
obserwowane roznice w stosunku do kontroli byly istotne statystycznie (‘p<0.005). B) W
efekcie wyciszenia ekspresji genu LDHA za pomocg siRNA produkcja LA w KYSE150 1 EC7
zmniejszala si¢ nieznacznie i réznice w stosunku do kontroli nie byty statystycznie istotne
(P>0,05). Ctrl - kontrola, si_ LDA - siRNA LDHA, sc — siRNA kontrolne, SO — oksamat sodu,

LA - mleczan.

4.6. Hamowanie aktywnos$ci LDHA zaburza indukowang przez TNF-a migracj¢ komorek

raka przetyku 1 sekrecje MMP9

Analizujac wplyw SO na migracje komorek indukowang przez TNF-a, odkryto, ze SO
skutecznie znosi promigracyjng aktywnos¢ TNF-o na komoérki KYSEI50 (Ryc. 10A). W
przypadku komorek kontrolnych stopien zamykania si¢ sztucznej rany wynosit 0,3+0,05 po 24
godzinach obserwacji oraz odpowiednio 0,77+0,06 po stymulacji TNF-a. W obecnosci SO
stopien pokrycia przestrzeni wolnych od komorek wynosit tylko 0,006+£0,005. Dla komoérek
stymulowanych TNF-o w obecnosci SO stopien zamykania si¢ sztucznej rany wynosit
0,03+0,02. To pokazato, ze SO istotnie ogranicza promigracyjny efekt TNF-o na komorki raka

przetyku.
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Rycina 9. Wptyw inhibicji LDHA na Zywotnos¢ 1 proliferacje komorek raka przetyku.
A) Zywotno$¢ komoérek KYSE150 i EC7 mierzono po 48-godzinnej ekspozycji na SO w
stezeniach 25 mM 1 50 mM przy uzyciu testu MTT. Komorki byly dodatkowo traktowane lub
nie TNF-a (30 ng/ml/24h). Uzycie SO samego, jak 1 w kombinacji z TNF-a nie spowodowato
znaczacych zmian w zywotnos$ci komodrek (p>0,05). B) Analiza iloSciowa potencjatu
proliferacyjnego komoérek EC7 traktowanych SO (50 mM) przez 48h, 72h 1 96h. Hamujacy
wplyw na proliferacje obserwowano po 72 h ('p<0,001) i 96 h ("'p<0,005) ale nie po 24 h
ekspozycji na SO (p>0,05). Ctrl - kontrola, SO — oksamat sodu.

Aby zademonstrowac bezposrednig role LDHS w regulacji zaleznego od TNF-a potencjatu
migracyjnego komorek, przeprowadzono test migracji na komorkach, w ktorych wyciszono
ekspresje genu LDHA za posrednictwem siRNA. Chociaz wyciszanie ekspresji LDHA w
komorkach KYSE150 uposledzato migracje komorek indukowang przez TNF-a, obserwowane
roéznice w poroOwnaniu z komorkami kontrolnymi byty statystycznie nieistotne. Po 24 godzinach
stopien zamykania si¢ sztucznej rany wynosit po traktowaniu TNF-a 0,9 + 0,03 dla komoérek
kontrolnych 1 0,7 + 0,12 dla komoérek z wyciszonym genem LDHA (Ryc. 10B). Transfekcja nie
miata wplywu na potencjal migracyjny komorek. Stopien zarastania przestrzeni wolnych od
komorek dla KYSE150 transfekowanych kontrolnym siRNA 1 siRNA LDHA byt
poréwnywalny 1 wynosit odpowiednio 0,44 + 0,051 0,58 £0,01.
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Rycina 10. Wplyw hamowania aktywnosci LDHA na indukowang TNF-oa migracje
komorek raka przetyku. Dane te zostaly wykorzystane w publikacji zwigzanej z niniejsza
rozpraw3 (Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 16062). A) Reprezentatywne obrazy uzyskane w tescie
gojenia ran (ang. wound healing), pokazujace efekt traktowania komorek KYSE150 SO (50
mM) 1 TNF-a (30 ng/ml). Analiza ilosciowa w postaci wykresu stupkowego, ilustrujgcego
stosunek zamknigcia rany w komorkach traktowanych TNF-a w obecnosci SO 1 bez SO (dolny
panel). TNF-a znaczaco zwigkszat migracje komorek KYSE150, natomiast SO istotnie
hamowat efekt TNF-a (** p<0,005, roznice statystyczne vs. kontroli; # p<0,005, rdznice
statystyczne vs. komoérki poddane dziataniu TNF-a)). B) Reprezentatywne obrazy uzyskane w
tescie gojenia ran, pokazujace efekt traktowania TNF-a (30 ng/ml) komorek KYSE150 z
wyciszong ekspresja LDHA. Analiza ilosciowa w postaci wykresu stupkowego ilustrujgcego
stosunek zamknigcia rany w komorkach kontrolnych (nietransfekowanych lub
transfekowanych siRNA kontrolnym) 1 komoérkach z transfekowanych siRNA LDHA i

Stosunek zamknigcia rany
Stosunek zamknigcia rany
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stymulowanych lub nie TNF-a (dolny panel). TNF-a istotnie zwigkszat potencjat migracyjny
komorek kontrolnych, transfekowanych siRNA kontrolnym (*p<0,05), ale nie komorek z
wyciszong ekspresja LDHA (p>0,05). Ctrl - kontrola, si LDA - siRNA LDHA, sc — siRNA
kontrolne, SO — oksamat sodu.

Komoérki nowotworowe traktowane TNF-a zwigkszaja sekrecj¢ metaloproteinazy 9
(MMP9), biatka niezbednego do indukcji zaleznej od TNF-a migracji komorkowej (Zaremba-
Czogalla 1 in., 2018). Przeprowadzona analiza z wykorzystaniem zymografii substratowe]
wykazata, ze komorki raka przetyku, stymulowane TNF-a, wydzielajag w obecnosci SO
stosunkowo mniej MMP9 w poréwnaniu z komorkami, ktére nie byty eksponowane na
dziatania SO (FC=0,47) (Ryc. 11A). Co ciekawe, wzbogacenie medium hodowlanego w
mleczan (25 uM) synergizuje efekt TNF-a na sekrecje MMP9 w tych komoérkach (FC=1,38 vs.
do nietraktowanej kontroli). Udziat LDHA w regulacji indukowanej przez TNF-a sekrecji
MMP9 w komorkach nowotworowych zostat potwierdzony w eksperymentach z uzyciem
komorek z wyciszong ekspresja LDHA. W tym przypadku réwniez obserwowano znaczne
obnizenie sekrecji MMP9 w komorkach transfekowanych siRNA LDHA w poréwnaniu z
komoérkami kontrolnymi, zarowno nietransfekowanymi (typu dzikiego) (FC=0,79), jak i

transfekowanymi kontrolnym si RNA (siRNA scramble) (FC=0,5) (Ryc. 11B).

A EC7
Ctrl Ctrl LA LA SO SO
- + - + — + TNF-a

- MMP9
- MMP2

B KYSE150
Ctrl siLDA sc  Ctrl siLDA sc

— - -+ + + TNF-a
“" - MMP9
- MMP2

95 -
72 -

Rycina 11. Wptyw hamowania aktywnosci LDHA oraz wptyw LA na indukowang przez
TNF-a sekrecje 1 aktywacje MMP9 w komorkach raka przetyku. A) LA poteguje efekt TNF-a
na sekrecje 1 aktywacje MMP9 w komdrkach KYSE150 (FC=1,38) w poréwnaniu z kontrola,
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natomiast SO znaczaco ten efekt hamuje (FC=0,47), co wykazano za pomocg zymografii
zelatynowej. B) Wyciszenie ekspresji LDHA w KYSE150 za pomocg siRNA znaczgco obnizyto
sekrecje MMP9 indukowang przez TNF-a w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi, zaréwno
nietransfekowanymi, jak 1 transfekowanymi kontrolnym siRNA (odpowiednio FC=0,79 1
FC=0,5). FC - krotno$¢ zmiany, obliczona na podstawie densytometrii réznicowej sygnatéw z
zymogramow, Ctrl — kontrola, si LDA - siRNA LDHA, sc - siRNA kontrolne, SO - oksamat
sodu, LA - mleczan.

5. Dyskusja

Rak przelyku, plasujacy si¢ na 6smym miejscu co do czgstosci wystepowania na §wiecie,
jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworow ztosliwych o niskiej przezywalnosci,
nawet przy zastosowaniu nowoczesnych metod terapii (Domper 1 in., 2015). W patogenezie
tego nowotworu bierze udziat wiele czynnikow, a jednym z nich jest stan zapalny. Wyniki
badan wskazuja jednoznacznie, ze osoby z przewleklym stanem zapalnym majg zwigkszone
ryzyko zachorowania na raka (Francuz i in., 2016). Wigkszo$¢ guzow nowotworowych cechuje
obecnos¢ mikrosrodowiska zapalnego, bogatego w komoérki odpowiedzi immunologicznej,
takie jak monocyty 1 makrofagi, odpowiedzialne za produkcje cytokin prozapalnych, w tym
TNF-a, ktore poprzez stymulacj¢ onkogendéw i/lub supresje¢ nowotworowych genow
supresorowych sprzyjaja wzrostowi guza i, co roéwnie wazne, odpowiadaja za oporno$¢ na
terapi¢ (Chela 1 in., 2022). Istnieja doniesienia, wskazujgce na istotny wzrost ekspresji TNF-a
w niektérych typach nowotworow (Mikami 1 in., 2015; Ma 1 in., 2017; Al Obeed i in., 2014;
Grimmiin., 2011). W rakach jelita grubego (CRC) wysoka ekspresja TNF-a silnie korelowala
z nawrotami nowotworu 1 przerzutami do wezléw chtonnych (Al Obeed i in., 2014; Grimm 1
in., 2011). W tej pracy, wykorzystano internetowa baz¢ TNMplot, ktora jest bogatym zbiorem
danych, pochodzacych z analiz sekwencjonowania RNA (RNA-Seq), prezentujacych poziom
ekspresji genow w roznego typu tkankach nowotworowych 1 przerzutowych oraz
odpowiadajacych im tkankach prawidlowych (Bartha i Gyorffy, 2021). Wynika z nich, ze w
pierwotnych rakach przelyku ekspresja TNF-a nie zmienia si¢ istotnie w porownaniu z
tkankami prawidlowymi, inaczej niz w tkankach przerzutowych, w ktorych obserwowano
znaczny wzrost poziomu TNF-a. Niemniej, w tej analizie uwage zwraca bardzo duzy rozrzut,
charakteryzujacy wyniki uzyskane dla pierwotnych tkanek nowotworowych, co moze
swiadczy¢ o znacznym zrdznicowaniu osobniczym, sugerujgcym potrzebe indywidualnego

podejscia do kazdego pacjenta z rakiem przetyku.
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Uwaza sig¢, ze procesy zapalne towarzyszace nowotworom majg nie tylko bezposredni
wpltyw na zjawisko hiperproliferacji, ale tez mogg synergizowa¢ z uszkodzeniami DNA,
doprowadzajac do utrwalenia mutacji (Kiraly 11in., 2015). Wiadomo, ze wzmozona proliferacja
komorkowa zwigzana jest ze zwigkszonymi wymaganiami energetycznymi oraz dostepnoscia
substratow do syntezy bialek, lipidow 1 kwasoéw nukleinowych. To skutkuje potrzeba
dostosowania metabolizmu komoérek nowotworowych do tempa wzrostu guza (Phan i in., 2014;
Schiliro 1 in., 2022). Przeprogramowanie metaboliczne od ponad dekady uznaje si¢ za jedng z
gtoéwnych cech charakterystycznych raka (Hay, 2016). W procesie tym, LDHA jest kluczowym
graczem, odpowiedzialnym za produkcje ATP i regeneracje utlenionego NAD" w przemianach
bazujacych na glikolizie, ukierunkowanej na produkcje mleczanu, nawet w warunkach
prawidtowego stezenia tlenu (Liberti 1 in., 2015). Istnieje wiele badan, ktore potwierdzaja, ze
ekspresja LDHA znacznie zwigksza si¢ w nowotworach takich jak rak jelita grubego, rak piersi,
rak trzustki 1 ptaskonablonkowy rak jamy ustnej, oraz ze jej poziom jest $cisle skorelowany z
progresja choroby nowotworowej (Rong 1 in., 2013; Dong 1 in., 2017; Cai 1 in., 2019; Wang i
in., 2021).

W tej pracy, analizujgc dane z bazy TNMplot pokazano, ze w rakach przetyku ekspresja
genu LDHA jest istotnie wigksza w porownaniu z normalnymi tkankami kontrolnymi. Wyniki
te sg zgodne z tymi, uzyskanymi z analizy LDHA na poziomie biatka metodg IHC, w materiale
wilasnym. Zastosowanie metody ITHC nie tylko pokazato istotne réznice w poziomie LDHA
pomiedzy tkanka guza i prawidlowym nabtonkiem przetyku, ale dodatkowo pozwolito
zidentyfikowac¢ obecnos¢ ‘wysepek’, w postaci niewielkich skupisk komoérek nowotworowych,
w obrgbie intensywnie wybarwionej tkanki nowotworowej, ktére znacznie odbiegaja
intensywnos$cig zabarwienia od pozostatych. Ta mozaikowato$¢ moze sugerowac, ze poziom
ekspresji LDHA w tkance nowotworowej zalezy od stopnia zrdéznicowania komorek
nowotworowych 1 zwigzang z tym dominacjg typu metabolizmu, opartym na glikolizie lub
OXPHOS. Potwierdzeniem tej hipotezy mogg by¢ badania Hernandeza-Quintero M. 1 in., w
ktorych obserwowano, ze w czasie kiedy krolicze komorki rogoéwki rdznicowaty do
formowania cztero- lub pigciowarstwowego nabtonka, aktywnos¢ LDH wzrastata 60-krotnie
(Hernandez-Quintero 1 in., 2002). Inni autorzy pokazali, ze w efekcie chemicznej indukcji
roznicowania komorek biataczkowych HL60 1 K562 w kierunku morfologicznie bardziej
prawidtowych, nastepowato przesunigcie w procentowym udziale poszczegdlnych
izoenzymoOw 1 zmiany te korelowaty ze stopniem zr6znicowania (Pantazis 1 in., 1981).

Jak pokazano w tej pracy, w rakach przetyku zwigksza si¢ nie tylko poziom ekspresji

podjednostki A ale rowniez podjednostki B. Analizujac efekt TNF-a na zmiany w aktywnosci
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LDH stwierdzono, ze komorki KYSE150, ktore byly stymulowane TNF-a odpowiadaly
zwigkszong ekspresja obu genow LDHA 1 LDHB (Forkasiewicz 1 in., 2022). Wydaje si¢ wiec,
ze w progresji raka przelyku rola podjednostki B moze by¢ rownie wazna co podjednostki A,
szczegolnie w konteks$cie przerzutowania. Zgodnie z uzyskanymi danymi, w tkankach
przerzutowych pacjentdéw z rakiem przetyku, poziom ekspresji genu LDHB jest istotnie wigkszy
niz w tkankach prawidtowych. Inaczej jest w przypadku genu LDHA, ktorego ekspresja w
tkankach przerzutowych zmniejsza si¢ istotnie w poroéwnaniu z tkankami prawidlowymi, co
sugeruje, ze komorki nowotworowe w tkankach przerzutowych bazuja raczej na metabolizmie
OXPHOS niz na glikolizie. Warto przy tej okazji wspomnieé¢, ze w komorkach EC7, ktore
prezentujg cechy macierzystych komorek nowotworowych, obserwowano bardzo niski poziom
ekspresji genu LDHB w poréwnaniu z poziomem ekspresji genu LDHA 1 jedyna aktywna
izoformg LDH obserwowang w tych komorkach byta izoforma LDS5, zbudowana z samych
podjednostek A. Natomiast komorki KYSE150, ktére nie majg cech komodrek macierzystych,
ekspresjonujg geny LDHA 1 LDHB na zblizonym poziomie. W tych komodrkach obecne s3 tez
wszystkie izoformy LDH, LD1-LDS5, co pokazano zarowno w tej pracy, jak i w materiatach
wczesniej opublikowanych (Forkasiewicz 1 in., 2022). Moze wigc to by¢ kolejny dowod na
plastyczno$¢ metabolizmu w dostosowywaniu komorek nowotworowych do zmieniajacych si¢
warunkow, zwigzanych z progresja choroby.

Wiadomo, ze w komorkach nowotworowych LDHB peini wazng role w regulacji
aktywno$ci lizosomalnej 1 autofagii (Brisson 1 in., 2016). Dzieki LDHB, komorki
nowotworowe o fenotypie oksydacyjnym majg mozliwo$¢ wykorzystywania mleczanu do
przemian metabolicznych (Mishra 1 in., 2019). Interesujace, ze w wielu nowotworach, w tym
rakach prostaty, zotadka, trzustki, czy pecherza moczowego, obserwuje si¢ hipermetylacje
promotora genu LDHB, co wigze si¢ z zahamowaniem ekspresji genu LDHB i konsekwentnie
brakiem biatkowej formy podjednostki B (Leiblich 1 in., 2006; Maekawa 1 in., 2003; Cui 1 in.,
2015; Liao 1 in., 2011). Z drugiej strony, podwyzszona ekspresja genu LDHB u chorych ze
zdiagnozowanym gruczolakorakiem ptuc i1 potrojnie negatywnym rakiem piersi (TNBC),
okazata si¢ istotnym czynnikiem predykcyjnym krotszego przezycia takich pacjentéw
(McCleland 1 in., 2013; McCleland i in., 2012). Poniewaz do tej pory nie przeprowadzono
zadnych badan, kwestig otwartg pozostaje rola LDHB w raku przetyku co moze by¢
przedmiotem kolejnych prac.

Raki przetyku, niezaleznie od tego, czy sa to raki ptaskonablonkowe, czy gruczotowe,
charakteryzuja si¢ duzg agresywnoscig i szybkim przerzutowaniem. Zaré6wno procesy inwazji,

jak 1 przerzutowania do tkanek odlegtych $cisle wiagza si¢ ze wzrostem potencjatu migracyjnego
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komorek nowotworowych (Yamaguchi 1 in., 2005). TNF-a jest dobrze znang cytoking
plejotropowsa, ktéra moze wywotywaé przeciwstawne efekty w komorkach docelowych
(Kokolakis 1 in., 2021). Uwalniana jest gtownie przez komorki zwigzane z towarzyszacymi
nowotworzeniu procesami zapalnymi, takimi jak makrofagi, limfocyty T 1 komorki NK, ale
takze przez same komorki nowotworowe. TNF-a jest jednym z powszechnych 1 waznych
sktadnikow mikrosrodowiska guza, o ktorym wiadomo, Ze sprzyja inwazji komorek
nowotworowych (Zaremba-Czogalla 1 in., 2018; Balkwill, 2006; Candidio 1 in., 2012). Myszy
z niedoborem TNF-a okazaly si¢ by¢ mniej podatne na formowanie chemicznie indukowanych
nowotworow skory oraz przerzutowanie ksenograftow (Karin i Greten, 2005). Vaughan 1 in.
wykazali, ze w przypadku komorek raka piersi TNF-a moze dziata¢ jako bezposredni induktor
efektu Warburga stymulujgc ekspresje transportera glukozy 1 (GLUTI1) 1 tym samym
powodujac zwigkszenie wychwytu glukozy przez komorki nowotworowe (Vaughan 1 in.,
2013). Jednak, jak pokazano w materiatach wczes$niej opublikowanych, komorki raka przetyku
1 to zarowno EC7, jak 1 KYSE150, chociaz zwigkszaty ekspresje LDHA w efekcie traktowania
TNF-0, to wzrost ten nie przektadal si¢ na istotne zmiany w aktywnosci enzymu i obraz
izoenzymatyczny LDH, analizowanych za pomocg zymografii. Niemniej, uzyskane wyniki
stanowity potwierdzenie pronowotworowego dzialania TNF-a na komorki raka przetyku
(Forkasiewicz 1 in., 2022).

Dziatanie TNF-a odbywa si¢ za posrednictwem dwoch réznych receptorow btonowych:
TNF-a receptor [ (TNFR1; p55 lub p60) i TNF-a receptor I (TNFR2; p75 lub p80) (Aggarwal,
2003). TNFR1 jest biatkiem ekspresjonowanym konstytutywnie w wigekszosci typdw komorek,
natomiast ekspresja TNFR2 jest silnie regulowana (Varfolomeev i in., 2004). Chociaz $ciezka
transdukcji sygnatu TNF-a jest skomplikowana i nie do konca jeszcze poznana wiadomo, ze
pronowotworowe dziatanie TNF-a zalezy przede wszystkim od jego zdolnosci do aktywacji
NF-kB, podczas gdy dzialanie antynowotworowe zwigzane jest z aktywacja szlaku kaspaz.
Apoptoza zalezna od TNF-a jest indukowana w efekcie formowania si¢ cytoplazmatycznego
kompleksu TRADD, zawierajagcego FADD (FAS-associated death domain) 1 prokaspaze 8, co
prowadzi do aktywacji zrekrutowanej kaspazy 8 1 zapoczatkowania apoptotycznej kaskady
sygnatowej (Warzocha i in., 1998; Varfolomeev i in., 2004). Jezeli w odpowiedzi na aktywacj¢
receptora rekrutowane jest biatko TRAF2, woéwczas dochodzi do aktywacji §ciezki sygnatowe;
zaleznej od NF-kB, poprzez biatko oddziatujace z receptorem 1 (RIP1). Biatko adaptorowe
RIP1 jest ubikwitynowane w sposob zalezny od TRAF2 podczas aktywacji receptora 1 jest
niezbedne do indukowanej przez TNF-a aktywacji IKK 1 NF-xB (Varfolomeev i in., 2004).

Przy tych wszystkich powigzaniach nadal nie jest jednak jasne co decyduje o tym, jak
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ostatecznie dana komoérka odpowiada na uktad ligand-receptor TNF-a. Jeden z proponowanych
modeli zaktada, Ze decyzyjng role moze petnic stosunek obu receptorow TNF-a na powierzchni
komorki (Warzocha 1 in., 1998). Jest on interesujacy w kontekscie wynikow uzyskanych z
przeprowadzonej w tej pracy analizy poziomu ekspresji TNFR1 1 TNFR2 w rakach przetyku.
Pokazuja one istotny wzrost w poziomie ekspresji TNFR2 w tkankach przerzutowych raka
przetyku w poréwnaniu z tkankami prawidtowymi ale tez 1 z tkankami guzoéw pierwotnych,
przy jednoczesnym braku zmian w ekspresji TNFRI1. Jest to z pewnoscig temat, ktory w
przyszto$ci warto zglebic.

Z drugiej strony wiadomo, ze traktowanie komorek TNF-a, w ktorych z jakich§ powodow
synteza nowych biatek zostata zahamowana lub nastapita blokada aktywacji NF-kB, prowadzi
do ich $mierci (Larrick and Wright, 1990; Muppidi 1 in., 2004; Varfolomeev in., 2004). Fakt
ten zrodzil hipoteze, ze ograniczenie efektu przeprogramowania metabolicznego, ktore
zapewnia komoérkom nowotworowym odpowiedni poziom energii i dostep metabolitow
niezbednych do szybkiego wzrostu, moze skutkowa¢ przekierowaniem odpowiedzi
komorkowej na TNF-a ze $ciezki promujgcej przezycie na sciezke proapoptotyczng (Muppidi
iin., 2004).

Wykorzystanie oksamatu sodu (SO), ktory jest analogiem pirogronianu, specyficznie
hamujacym aktywnos¢ LDHA, okazato si¢ by¢ skutecznym $rodkiem w zakldcaniu szlaku
glikolizy, powodujacym istotny spadek produkcji mleczanu w traktowanych komorkach raka
przetyku. Jednak wbrew oczekiwaniom, zaburzenie aktywnosci LDHA nie skutkowato
uwrazliwieniem komorek na proapoptotyczne dziatanie TNF-a, co obserwowano zar6wno w
badaniach z uzyciem cytometrii przeptywowej, jak i immunochemicznych analizach zmian w
aktywacji biatkowych markerow apoptozy. Wyniki te potwierdzily badania, w ktorych za
pomoca siRNA wyciszano ekspresje genu LDHA. Traktowanie TNF-a komorek raka przetyku
z indukowanym zaburzeniem metabolizmu glukozy nie prowadzito do aktywacji kaspazy 8 1
tym samym nie indukowalo apoptozy. Nie indukowato réwniez w tych komorkach senescencji,
co wykazal test bazujacy na analizie aktywnosci B-galaktozydazy. Jednak, pomimo ze SO nie
miat wptywu na odblokowanie $ciezki apoptotycznej zaleznej od TNF-a, to istotnie ograniczat
migracje oraz proliferacje komorek. SO catkowicie hamowat efekt promigracyjny TNF-a, ktory
jak wiadomo jest $cisle zalezny od MMP9 (Zaremba-Czogalla i in., 2018; Wolczyk i in., 2016).
W tej pracy pokazano, ze SO hamowat tez indukowang TNF-a sekrecjgc MMP9. Wiadomo, ze
gtowng role w ekspresji MMP9 indukowanej przez TNF-a odgrywa aktywacja Sciezek
sygnatowych zwigzanych z NF-xB oraz Erk1/2 (p42/p44 MAPK) (Lin i in., 2008; Augoffi in.,

2022). Okazalo sig, ze traktowanie komorek SO znaczaco zaburzato poziom fosforylacji Erk1/2
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ale nie mialo wptywu na indukowanag przez TNF-a aktywacj¢ NF-kB, co pokazano w
materiatach wczesniej opublikowanych (Forkasiewicz i in., 2022).

Podobny efekt jak w przypadku uzycia SO obserwowano w komorkach z wyciszong
ekspresja genu LDHA, chociaz w tym przypadku byt on znacznie stabszy 1 to zarowno biorac
pod uwage migracje, jak i sekrecjg MMP9. Jednym z powodow takich réznic moze by¢
ograniczona skuteczno$¢ zastosowanej metody wyciszania ekspresji z uzyciem siRNA.
Szczegblnie dotyczy to komorek EC7, ktére, majac cechy nowotworowych komorek
macierzystych, okazaty si¢ wyjatkowo trudne do transfekcji. Z drugiej strony wiadomo, ze SO
hamuje nie tylko aktywnos¢ LDHA, ale rowniez karboksylacje pirogronianu, czy aktywnos¢
aminotransferazy asparaginianowej (AAT). Tak wigc zakres jego wpltywu na metabolizm
glukozy jest szerszy i nie ogranicza si¢ wytacznie do blokowania konwersji pirogronianu do
mleczanu, co nie jest bez znaczenia dla obserwowanego efektu (Thornburg 1 in., 2008; Zeczycki
iin., 2010).

SO przede wszystkim istotnie ograniczat wydzielanie kwasu mlekowego (LA) i to
zarowno przez komorki KYSE150, jak 1 EC7. Dane literaturowe pokazuja, ze komorki
nowotworowe moga wytwarza¢ do dziesigciu razy wiecej kwasu mlekowego niz komorki
normalne, a zwigkszone stezenie mleczanu w tkankach nowotworowych pozytywnie koreluje
z ryzykiem rozwoju guzéw przerzutowych w odleglych tkankach (Schwickert 1 in., 1995;
Walenta 1 in., 2000). Wiadomo tez, ze LA wplywa na regulacje szeregu aktywnosci
komorkowych, dziatajac jako alternatywne zrodto energii lub czasteczka sygnatowa, czy tez
czynnik immunosupresyjny (Stagg 1 in., 1968; Cai 1 in., 2008; Fu 1 in., 2017; Harmon 1 in.,
2020; Hayes 1 in., 2021). Obnizajac pH pozakomorkowe, LA stymuluje produkcje 1 sekrecje
kwasu hialuronowego przez fibroblasty zwigzane z rakiem i tym samym uczestniczy w
reorganizacji macierzy pozakomoérkowej (Stern i1 in., 2002). Mleczan okazal si¢ réwniez
czynnikiem stymulujagcym produkcje proangiogennej czasteczki VEGF (Qiao 1 in., 2021). W
tej pracy pokazano, ze mleczan moze réwniez potggowac efekt TNF-a wplywajac na sekrecje
1 aktywacje metaloproteinazy MMP9. Ta jedna z najlepiej zbadanych endopeptydaz
wydzielniczych, posiadajaca zdolnos¢ proteolizy szerokiej gamy biatek strukturalnych, ale tez
sygnatowych, receptorowych, czy proteolitycznych, zostata zakwalifikowana jako kluczowy
mediator procesOw charakterystycznych dla nowotwordow, takich jak reorganizacja macierzy
zewnatrzkomorkowej, przejScie EMT, migracja/inwazja komorkowa, neoangiogeneza 1
odpowiedZ immunologiczna (Augoff 1 in., 2022). Zwigkszona sekrecja MMP9 w wigkszosci
nowotworow pozwolita na wykorzystanie oznaczania jej poziomow do prognozowania lub jako

marker formowania przerzutoéw (Jinga i in., 2006; Wu 1 in., 2008). W przypadku rakow
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przetyku, jak pokazano w tej pracy, obserwuje si¢ drastyczny wzrost w ekspresji MMP9 1 to
zarowno w guzach pierwotnych, jak 1 w tkankach przerzutowych. Wiyniki te sg zgodne z
doniesieniami innych autorow i sugeruja, ze MMP9 petni waznag role w patogenezie 1 progresji
raka przetyku (Samantaray i in., 2004). W tym kontekscie interesujagcy wydaje si¢ wiec efekt
uzycia inhibitora LDHA na hamowanie sekrecji MMP9.

Oksamat sodu (SO) nie jest lekiem zatwierdzonym przez Food and Drug Administration
(FDA). Jak do tej pory byt stosowany jedynie w badaniach przedklinicznych. Cho¢ sam SO
nie jest brany pod uwage jako skuteczny lek przeciwnowotworowy, to jednak w polaczeniu z
klinicznie stosowanymi chemioterapeutykami moze mie¢ dziatanie synergizujace (Draguet i
in., 2021; Miskimins 1 in., 2014; Qiao 1 in., 2021). Jest on o tyle interesujacy, ze jako jeden z
niewielu potencjalnych chemioterapeutykow, jest zwigzkiem o niskiej toksycznosci, a zatem
wzglednie bezpiecznym. W ten obszar wiedzy $§wietnie wpisuja si¢ wyniki tej pracy, ktore
wspierajg zasadnos$¢ uzycia inhibitorow LDHA w walce z progresja ztosliwych nowotworow

przetyku.

6. Wnioski

W tej pracy pokazano, ze hamowanie aktywnosci LDHA w komorkach raka przetyku nie
odblokowuje §ciezki apoptotycznej zwigzanej z TNF-a, a wigc nie generuje zmiany odpowiedzi
komorkowej na TNF-a z pronowotworowej na antynowotworowa.

Udowodniono jednak, ze uzycie specyficznego inhibitora LDHA znosi promigracyjny efekt
TNF-a na komorki raka przetyku oraz hamuje indukowang przez TNF-a sekrecje MMP9, co
wiaze si¢ z oslabieniem aktywacji Sciezki sygnalowej zwigzanej z Erk1/2. Potwierdzono tym
samym bezposrednig zalezno$¢ pomiedzy statusem metabolicznym glukozy 1 skuteczno$cia
odpowiedzi komoérek nowotworowych na pronowotworowe dziatanie TNF-a, jednej z
gltoéwnych cytokin prozapalnych, zwigzanych z kancerogeneza 1 progresjag nowotworowa.

Udowodniono ponadto skutecznos¢ SO w hamowaniu sekrecji mleczanu oraz jego
antyproliferacyjne dziatanie na komorki raka przelyku. Uzyskane w tej pracy wyniki dajg
podstawe do rozwazenia zastosowania inhibitora LDHA w projektowaniu terapii

uzupelniajacej u pacjentéw z rakiem przetyku.

63



7. Materiaty 1 metody

Badania z uzyciem materialu ludzkiego zostaly przeprowadzone zgodnie z wytycznymi
Deklaracji Helsinskiej 1 byty objete zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu (KB nr: 156/2018). Material w postaci zatopionych w parafinie wycinkéw
tkankowych, pobranych podczas resekcji przelyku w celach diagnostycznych, pochodzit ze
zbiorow archiwalnych Kliniki Chirurgii Przewodu Pokarmowego i1 Chirurgii Ogdlnej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Wszyscy pacjenci wyrazili swiadoma zgode na

pobranie tkanek do badan.

7.1. Analiza ekspresji wybranych genow w raku przetyku

Dane dotyczace ekspresji gendw LDHA, LDHB, TNFA/TNFS2, TNFRSFIA, TNFRSFIB 1
MMP9 w prawidtowym nabtonku przetyku (n = 88), w tkankach raka przetyku (n=440) oraz w
tkankach przerzutowych (n=28), wyrazone przez log2FC, pozyskano z internetowej bazy (dane
pobrane 23.02.2023) TNMplot: differential gene expression analysis in Tumor, Normal and
Metastatic tissues (www.tnmplot.com), stanowigcej ogolnodostepne zrdodto danych, ktore
zostaly wygenerowane przez Gene Expression Omnibus of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI-GEQO), Cancer Genome Atlas (TCGA), Therapeutically
Applicable Research to Generate Effective Treatments (TARGET) i Genotype-Tissue
Expression (GTEx) repozytoria (Bartha 1 Gyorffy, 2021). Analiza porownawcza zostala
przeprowadzona za pomoca nieparametrycznego testu Manna-Whitneya oraz testu Dunna.

Istotno$¢ zdefiniowano jako p <0,05.

7.2. Linie komoérkowe 1 warunki prowadzenia hodowli komorek in vitro

W pracy wykorzystano dwie linie komorkowe, KYSE150 i1 EC7, reprezentujace
odpowiednio plaskonablonkowego raka przetyku oraz gruczolakoraka przetyku. Ludzka linia
komorkowa plaskonablonkowego raka przetyku, KYSE150, zostata zakupiona w Merck
Leibniz-Institute DSMZ (ACC - nr 375). Linia komorkowa EC7 zostala wyprowadzona w
naszym laboratorium z tkanki nowotworowej przetyku, pobranej w trakcie protezowania
przetyku w Zakladzie Endoskopii Zabiegowej Katedry 1 Kliniki Chirurgii Ogolne;,
Matoinwazyjnej 1 Endokrynologiczne; Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu, od 68-

letniego mezczyzny rasy kaukaskiej z wznowg raka gruczotowego przetyku. Pacjent byt
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wczesniej leczony terapig systemowa i radioterapig 1 zmart dwadzie$cia osiem miesigcy po
pierwszej diagnozie, z powodu zaawansowanej choroby nowotworowe;j.

Fragment tkanki dostarczono do laboratorium w medium hodowlanym MEM (Minimum
Essential Medium) w ciggu 2 godzin od pobrania, przeniesiono na 3 cm szalke i rozdrobniono
skalpelem na mniejsze kawatki (o wielko$ci maksymalnie 1 mm?). Cata zawartos¢ przeniesiono
do 15 ml probowki 1 wirowano przy 900 x g przez 5 minut. Osad przemyto dwukrotnie 2,5 ml
pozywki RPMI-1640/F12 (Ham's F12 Nutrient Mixture) (1:1), zawierajacej 2 mM L-glutaming,
20% FBS (Fetal Bovine Serum), antybiotyki (200 U/ml penicyliny, 10 pg/ml gentamycyny) 1
amfoterycyne B w wysokim st¢zeniu (10 pg/ml). Nastepnie umieszczono go na 3 cm szalce do
hodowli komoérkowej 1 zawieszono w medium hodowlanym RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640)/F-12 (1:1), zawierajacym 2 mM L-glutaming 1 20% FBS, 200 U/ml
penicyliny, 10 pg/ml gentamycyny 1 2,5 pg/ml amfoterycyny B. Hodowle utrzymywano w
temperaturze 37°C przy stalej wilgotnosci (95%) oraz 5% stezeniu CO, w atmosferze do czasu,
az adherentne komorki przyczepity si¢ do powierzchni plytki i zaczety tworzy¢ kolonie. Wtedy
usuni¢to pozostalosci struktur tkankowych 1 gdy komorki osiagnety 80-90% konfluenc;i,
rozpoczeto pasazowanie. W celu eliminacji z hodowli komorek stromalnych stosowano
trypsynizacje roznicowd. Po adaptacji do warunkéw hodowli, komorki utrzymywano w RPMI-
1640/F-12 (1:1) z 2 mM L-glutaming 1 10% FBS, bez antybiotykow. Po czterech tygodniach
dziewige¢ kolonii komoérek nabtonkowych oddzielono od hodowli za pomocg szklanych
cylindrow (CLS31666-125EA, MERCK) 1 utrzymywano w ciagtej hodowli az do 45. pasazu,
kiedy upewniono si¢, ze sa wolne od komorek morfologicznie podobnych do fibroblastow.
Jeden z klonow (C7), po okresleniu profilu genetycznego za pomocg analizy STR (ang. Short
Tandem Repeat) przez ATCC Cell Line Authentication Service, wykorzystano do dalszych
eksperymentéw. Procedura wyprowadzania linii komorkowej EC7 zostala szczegdlowo

opisana w materiatach wczesniej opublikowanych (Forkasiewicz 1 in., 2022).

Do celow eksperymentalnych komorki byty traktowane ludzkim rekombinowanym TNF-a
(CYT-223, Prospect), w stezeniu 30 ng/ml, przez 24h (chyba, ze wskazano inaczej). Przed
kazdym eksperymentem z uzyciem TNF-o komorki byty glodzone przez noc, w medium
pozbawionym FBS. W eksperymentach, w ktorych uzywano oksamatu sodu (SO) (Santa Cruz,
sc-215880) lub mleczanu sodu (LA) (Fluka, 71723), medium, ktore byto uzywane do gltodzenia
komorek oraz do stymulacji cytoking TNF-a, dodatkowo wzbogacano odpowiednio oksamatem

w stezeniu 25 1 50 mM, lub mleczanem w stezeniu 2,5 1 5 mM.
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7.3. Test zywotnosci komoérek (MTT) 1 proliferacji

Wpltyw TNF-a 1 oksamatu sodu (OS) na zywotnos$¢ komorek analizowano metodg MTT,
uzywajac testu ilosciowego Trevigen's TACS MTT Cell Proliferation Assay (R&D Systems,
4890-050-K), opartego na spektrofotometrycznym oznaczaniu (A=562 nm) ilo$¢ formazanu,
wygenerowanego przez metabolicznie aktywne komorki, w reakcji redukcji bromku 3-[4,5-di-
metylotiazol-2yl]-2,5-difenylo-tetrazolowego (MTT).

Do pomiaru proliferacji komorki zostaty wysiane na 6-cio dotkowg plytke w ilosci 100 000
komorek/dotek 1 pozostawione na 12h do catkowitego rozptaszczenia. Po tym czasie medium
zostalo zmienione na $wieze z dodatkiem lub bez SO. Komorki zbierano po 48h, 72h i 96h
przez trypsynizacj¢ 1 liczono. Wynik podano jako ilos¢ komorek zebranych z kazdego dotka w

trzech powtorzeniach.

7.4. Przygotowanie lizatow komorkowych

Do analizy poziomu bialek metoda Western blotting oraz do analizy skladu
izoenzymatycznego LDH metodg zymografii Zelowej komorki byty lizowane w buforze do lizy
(25 mM bufor NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7,4 z 0,3 M NaCl i 1% triton X-100), uzupelionym
koktajlem inhibitoréw proteaz i1 fosfataz (Cell Signaling, 5872). Lizaty komorkowe wirowano
przy 16 000 x g przez 15 minut w temperaturze 4°C. Stgzenie biatka w wyklarowanych lizatach
(ekstraktach biatkowych) mierzono za pomocg Precision Red Advanced Protein Assay Reagent
(Cytoskeleton, ADV02-A). Proby do zymografii LDH przygotowywano poprzez zmieszanie
ekstraktow biatkowych 1:1 z buforem obcigzajacym (60% sacharozy w buforze HEPES pH
8,0). Proby do elektroforezy w warunkach denaturujacych 1 Western blottingu przygotowywano
poprzez zmieszanie ekstraktow biatkowych z buforem Laemmli (Bio-Rad, 1610747) i redukcje
w 95°C przez 10 minut. Préby do zymografii LDH 1 Western blottingu przechowywano w 20°C

do momentu uzycia.

7.5. Zymografia

Do analizy aktywnosci metaloproteinazy MMP9, uwalnianej przez komorki,
kondycjonowane media (CM) zbierano znad komoérek 1 wirowano przy 2 500 x g. Wyklarowane
media zawieszano w dwukrotnie stezonym buforze do probek (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, z

10% glicerolem, 2% SDS, 0,05% btegkitem bromofenolowym) i bezposrednio nanoszono na zel.
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Rozdziat elektroforetyczny biatek w probkach CM prowadzono w 10% zelu
poliakryloamidowym z wpolimeryzowang zelatyng (2 mg/ml). Zele po elektroforezie
przemywano dwukrotnie 50 mM buforem Tris-HCl (pH 7,5) z 2,5% Tritonem X-100 i
inkubowano przez noc w 37°C w 50 mM buforze Tris-HCI (pH 7,5) zawierajagcym 150 mM
NaCl, 10 mM CaCl,, 1 uM ZnCl, i 0,05% Brij-35. Zele, po nocnej inkubacji, barwiono
roztworem 0,125% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 w 62,5% (v/v) metanolu 1 25% (v/v)
kwasie octowym 1 odbarwiono w roztworze 10% kwasu octowego 1 50% metanolu. Aktywnos$¢
zelatynolityczng wizualizowano jako bezbarwne prazki na ciemnoniebieskim tle. Zele byty
fotografowane przy uzyciu detektora Azure 280. Obrazy cyfrowe zeli analizowano
densytometrycznie za pomocg oprogramowania ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/).

Do analizy skladu izoenzymow LDH, bialka rozdzielano elektroforetycznie w 7,5%
natywnym zelu poliakrylamidowym. Aby uwidoczni¢ prazki izoenzymow LDH, zele
umieszczono w roztworze barwigcym, zawierajagcym 0,5 mg/ml NAD', 2,5 mg/ml
nitrobluetrazolium (NBT), 2 mg/ml fenazynometosiarczanu (PMS), 0,01 M mleczanu sodu 1
0,03 mg/ml MgSO4 x 6H20 w 0,05 M buforze Tris-HCl (pH 7,5) 1 pozostawiano do
wybarwienia na 3-5 minut w ciemnosci, w temperaturze pokojowej. Zdjecia zeli byly
wykonywane przy uzyciu detektora Azure 280. Obrazy cyfrowe zeli analizowano
densytometrycznie za pomocag oprogramowania ImagelJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Udziat
podjednostki A w catkowitej aktywnosci LDH obliczono zgodnie ze sposobem opisanym przez
Stagg i in. stosujac wzor: A = [(LDHS) + 0,75 (LDH4) + 0,50 (LDH3) + 0,25 (LDH2)/
Y(LDHI1-5)] x 100 (Stagg 1 in., 1968).

7.6. SDS-PAGE 1 Western blotting

Do analizy przy uzyciu metody Western blotting, biatka rozdzielano elektroforetycznie w
10% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) 1 przenoszono na 0,2
pum membran¢ nitrocelulozowa (Bio-Rad, 1620112) za pomoca systemu do transferu
potsuchego (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad). Membrany blokowano w 5%
odtluszczonym mleku w PBS, a nastgpnie inkubowano przez noc w 4°C z odpowiednimi
pierwszorzedowymi przeciwciatami, rozcienczonymi w PBS. Krolicze anty-B-aktyna (4970),
krélicze anty-PARP1 (9542), mysie anty-Caspase 3 i1 anty-Caspase 8 zostaty zakupione w Cell
Signaling. Mysie przeciwciata anty-LDHA (sc-137243) zakupiono w Santa Cruz. Przeciwciala
krélicze anty-LDHB (14824-1-AP) zostaly zakupione w Proteintech group. Po nocnej inkubacji
membrany trzykrotnie ptukano w 0,1% Tween-20 w PBS (PBS-T), a nastepnie inkubowano
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przez godzing w temperaturze pokojowej z odpowiednimi przeciwcialami drugorzedowymi,
skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa (HRP). Przeciwciata drugorzedowe krolicze anty-
mysie [gG (115-035-003) zakupiono w firmie Jackson, a kozie anty-krolicze IgG (7074) w Cell
Signaling. Bloty wizualizowano za pomocg chemiluminescencji w 100 mM buforze Tris pH
8,5 z kwasem p-kumarowym (Sigma, 9008), luminolem (Sigma, A891) 1 H,O,, przy uzyciu
detektora Azure 280. Po przemyciu tagodnym buforem do strippingu (0,2 M glicyna pH 2,2,
10% Tween 20, 1% SDS) membrany byly ponownie uzyte do analizy z innymi przeciwcialami.
Obrazy cyfrowe zeli analizowano densytometrycznie za pomocg oprogramowania Imagel

(https://imagej.nih.gov/ij/).

7.7. Pomiar stezenia mleczanu

Stezenie uwalnianego przez komorki mleczanu byto zmierzone spektrofotometrycznie przy
A=580 nm w 100 pl mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej 5 ul kondycjonowanego medium (CM)
w 0,2 M buforze Tris-HCI (pH 8,2) z 1,3 mM B-NAD’, 0,66 mM chlorkiem blekitu
nitrotetrazolowego (NBT), 0,28 mM metosiarczanem fenazyny (PMS) 1 2 pl dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) (Sigma-Aldrich, SAE0049-10KU), w 96-dotkowej plytce przy pomocy
czytnika mikroptytek BioTek FLx800. Krzywa kalibracyjng sporzadzono z wykorzystaniem
50% wodnego roztworu DL-mleczanu sodu jako wzorca, w st¢zeniach mierzonych w zakresie

5-25 uM.

7.8. lloSciowa reakcja tancuchowa polimerazy (qQPCR)

Calkowite RNA izolowano z komorek KYSE150 1 EC7 przy uzyciu zestawu RNeasy Mini
Kit (Qiagen, 74104) zgodnie z instrukcjag producenta. Reakcje odwrotnej transkrypcji
prowadzono z wykorzystaniem 1 pg catkowitego RNA, przy uzyciu SuperScript IV VILO
Master Mix z ezDNase Enzyme (Invitrogen, 11766050). Reakcje PCR przeprowadzono z
uzyciem SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, 172-5200). Warunki cykli byly nastepujace:
poczatkowa denaturacja w 94°C przez 30 s, 30 cykli po 30 s w 94°C 130 s w 60°C oraz koncowe
wydtuzanie w 68°C przez 5 min. Kazdg probke analizowano w trzech powtdrzeniach.
Wydajnos¢ amplifikacji oceniono dla wszystkich par starterow uzytych w reakcjach i
zastosowano startery o wydajnosci w zakresie 95%-110%. Startery dla genéw LDHA i LDHB
byly produktami firmy OriGene (HP208683 1 HP208217). Do normalizacji ekspresji gendw
zastosowano startery dla GAPDH lub B-aktyny (ACTB), zakupione w OriGene (odpowiednio:
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HP100003 1 HP204660). ACt obliczono odejmujac wartos¢ progowa cyklu (Ct) mRNA
GAPDH od wartosci Ct genu bedacego przedmiotem zainteresowania (ACt). Krotno$¢ zmiany

(FC) w ekspresji genéw obliczono stosujagc metode 2-AACt.

7.9. Transfekcja komorek siRNA (small interfering RNA)

W celu wyciszenia ekspresji genu LDHA komorki transfekowano roztworem siRNA LDHA
(MERCK, VPDSIRNA2D) w obecnosci czynnika transfekcyjnego INTERFERIN (Polyplus,
409-01), zgodnie z protokotami producentéw. Komoérki umieszczano w 12-dotkowej plytce do
hodowli komérkowych w gestosci 100 000 komorek na dotek. Po 12 h w 37 °C w pelnym
medium komorki przemywano PBS 1 umieszczano w 500 pL $wiezego medium bez surowicy 1
dodawano mieszaning transfekcyjng. Po 4 h od transfekcji medium wymieniano na nowe,
zawierajace 10% FBS 1 komorki pozostawiano w hodowli na noc. Tak przygotowane komorki
byly wykorzystywane do eksperymentéw z uzyciem TNF-a, w sposob jaki opisano w

podrozdziale 4.2.

7.10. Barwienie immunohistochemiczne (IHC)

Do barwien immunohistochemicznych wykorzystano materiat archiwalny w postaci
bloczkoéw parafinowych z zatopionymi fragmentami tkanek guza nowotworowego przetyku
oraz histologicznie prawidlowego nabtonka przetyku, pochodzacego z granicy resekcji, ktére
byly pobierane w celach diagnostycznych w trakcie operacyjnego leczenia raka przetyku, w
Katedrze 1 Klinice Chirurgii Przewodu Pokarmowego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu, w latach 2009-2012. Skrawki tkanek przetyku zatopione w parafinie o grubosci 4-
5 wm odparafinowano w dwoch zmianach ksylenu (kazda po 10 minut), a nastgpnie ponownie
uwodniono w malejacych stezeniach etanolu (95%, 70% 1 50%). W celu odzyskania antygenu
szkietka ogrzewano w 10 mM buforze cytrynianu sodu, pH 6,0, w tazni wodnej w temperaturze
97°C przez 40 min. Nastepnie endogenng peroksydaze blokowano 3% nadtlenkiem wodoru w
PBS przez 10 min w temperaturze pokojowej. Skrawki barwiono przy uzyciu
pierwszorzedowych przeciwciat anty-LDHA, w rozcienczeniu 1 pg/mL, a nastgpnie
drugorzedowych przeciwciat IgG VisUCyte HRP Polymer Antibody (R&D Systems, VC002-
025). Obszary LDHA-dodatnie wizualizowano przy uzyciu 3,3'-diaminobenzydyny (DAB). Do
barwienia kontrastowego skrawkéw uzyto hematoksyliny Mayera. Wybarwione preparaty

ogladano pod mikroskopem $wietlnym (OIYMPUS CX43). Losowo wybierano po 5 obszarow
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z kazdego preparatu i fotografowano (1296 x 972 pikseli) za pomocg aparatu cyfrowego
(Moticam 5+, 5,0 MP) przy 20-krotnym powigkszeniu obiektywu (PlanC N 20x/0,4). Kazdy z
tych obszarow zostat oceniany niezaleznie przez dwdch obserwatoréw metodg potilosciows.
Wyniki uszeregowano jako brak zabarwienia (—), zabarwienie o niskiej intensywnos$ci (+),
zabarwienie o posredniej intensywnosci (++) 1 zabarwienie o wysokiej intensywnos$ci (+++).
Dla celéw statystycznych, wartosci 0, 1, 2 1 3 byly odpowiednio przypisane do intensywnosci
barwienia. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu nieparametrycznego testu chi-

kwadrat (y°).

7.11. Test migracji komorek (wound healing assay)

Komoérki KYSEI50 wysiano na 12-dotkowe ptytki z wlozonymi do nich wcze$niej
silikonowymi formami ibidi Culture-Insert 3 Well (80369) i utrzymywano w hodowli w
kompletnym medium hodowlanym do uzyskania 70-75% konfluencji, a nastepnie gtodzono
przez noc w medium pozbawionym FBS. Po usunigciu silikonowych insertow, widoczne w
hodowlach, utworzone powierzchnie wolne od komorek, okre§lane w teScie migracji jako
sztuczne rany, byty fotografowane. Zdjecia (2464 x 2056 pikseli) wykonano przy 20-krotnym
powigkszeniu, za pomocg aparatu cyfrowego Zeiss, zintegrowanego z odwroconym
mikroskopem Axio Vert. Al (Carl Zeiss) 1 oznaczono jako kontrolne (0 h). Nastepnie komorki
traktowano TNF-a (30 ng/ml), samym lub w kombinacji z oksamatem (50 mM) lub mleczanem
(5 mM). Komorki KYSE150 z weze$niej wyciszong za pomocg siRNA ekspresja podjednostki
LDHA traktowano wylacznie TNF-a (30 ng/ml). Obszary sztucznej rany byly ponownie
fotografowane po uptywie 12, 24 1 48 h. Powierzchni¢ sztucznej rany w obrazach cyfrowych
analizowano ilo§ciowo za pomoca programu Imagel (https://imagej. nih.gov/ij/). Migracje
komorek wyrazono jako stosunek zamkniecia rany (R): R=[(AOh—-A Ah)/ A 0h] gdzie A0
h jest obszarem wolnym od komoérek, mierzonym bezposrednio po usunigciu silikonowych
form, a A A h to powierzchnia sztucznej rany mierzona odpowiednio po 12, 24 lub 48

godzinach.

7.12. Test komdrkowej senescencji

Do oceny stopnia senescencji komorki EC7 wysiano na 6-dotkowe plytki i utrzymywano w
hodowli przez noc w pelnym medium, ktore nastgpnie wymieniono na §wieze bez surowicy. Po

nocnym glodzeniu komorki byty traktowane SO o stezeniu 25 mM lub 50 mM w obecnosci lub
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nie TNF-a (30 ng/ml) przez 24 h. Po tym czasie medium zostatlo ponownie wymienione na
pelne 1 komorki utrzymywano w hodowli w niezmienionych warunkach przez 6 dni. Medium
wymieniano co drugi dzien. Barwienie na SA-B-gal (senescence-associated -galactosidase)
przeprowadzono przy uzyciu Senescence -Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling, 9860)
zgodnie z instrukcjg producenta. Do analizy wybrano po trzy losowo sfotografowane obszary

z kazdego dotka. Wyniki przedstawiono jako procent SA-B-gal pozytywnych komorek.

7.13. Pomiar apoptozy za pomocg cytometrii przeptywowe;j

Do oceny apoptozy zastosowano test Annexin V-FITC/PI Apoptosis Kit (Elabscience, E-
CK-A2111), zawierajacy izotiocyjanin S-fluoresceiny (FITC) znakowany aneksyna V oraz
jodek propidyny (PI). Komorki po trypsynizacji byty zwirowane przy 200 x g i ptukane PBS, a
nastepnie ponownie zawieszone w PBS 1 liczone, z wykorzystaniem komory Biirkera.
Nastepnie komorki w ilosci 5x10° umieszczano w czystych probowkach, ponownie
odwirowywano przy 200 x g i zawieszano w 500 pl buforu do wigzania aneksyny V. Do
probowek dodawano nastepnie po 5 uL aneksyny V, zwigzanej z FITC, ktora wigze si¢ z
fosfatydyloseryng (PS) w zewnetrznej warstwie btony komoérek apoptotycznych, oraz PI, ktory
barwi jadrowe DNA, umozliwiajagc dyskryminacj¢ martwych komorek. Po 20 minutach
inkubacji w temperaturze pokojowej wyznakowane komorki analizowano za pomoca

cytometrii przeplywowej.

7.14. Analiza statystyczna

O ile nie zaznaczono inaczej, wszystkie doSwiadczenia powtdrzono co najmniej trzy razy i
przeanalizowano przy uzyciu niezaleznego testu t (Statistica 13). Wartos$¢ p < 0,05 wskazuje na
statystycznie istotng roznice.
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