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»Rola oksygenazy hemowej-1 w raku plaskonablonkowym: wplyw na karcynogeneze,

wzrost nowotworu oraz mobilizacje komérek ukladu immunologicznego”
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Kancerogeneza jest procesem o bardzo skomplikowanej sekwencji zdarzef.. Trudnos¢
w zdefiniowaniu tego procesu jest wynikiem faktu, ze sekwencja ta moze sig rozni¢ nawet dla
tej samej jednostki chorobowej. Obecna wiedza pozwala na zdefiniowanie jedynie w
nielicznych typach nowotworu tzw. zmian kierujacych. Sa to zwykle zmiany prowadzace do
powaznego zaburzenia homeostazy komdrkowej. Ich konsekwencia jest caly szereg zmian
nazywanych towarzyszacymi, ktore wplywaja na fenotyp guza. Poniewaz nawet w obrebie
tego samego guza mamy do czynienia z rozrostem co najmniej oligoklonalnym, co oznacza
heterogennos¢ klonalng, koficowy fenotyp guza jest wynikiem pewnego usrednienia
wynikajacego z wielosci genotypow. Stad ustalenie roli uszkodzenia w pojedynczym genie to

bardzo ambitne przedsigwziccie.

Dotychczasowe badania nad rolg produktu genu HO-1 wskazujg, e pelni on istotng
role nie tylko w metabolizmie hemu. HO-1 katalizuje enzymatyczny rozklad hemu do jonow
zelaza, tlenku wegla i biliwerdyny, ktéra nastepnie redukowana jest do bilirubiny. Powstajace
w wyniku rozktadu hemu produkty majg wiasnosci antyproliferacyjne, przeciwutleniajace 1
antyapoptyczne. Co wazniejsze, wykazujg tez dziatanie immunomodulujgee, w tym

szezegodlnie indukujg zwiekszona ekspresje cytokin prozapalnych. To z kolei moze sprzyjac



zwiekszeniu agresywnosci nowotworu i zdolnosci do przerzutowania. Przedstawiona do
recenzji praca mgr Agaty Szade dotyczy badania roli oksygenazy hemowej pierwszej (HO-1)
oraz efektow indukowanych przez produkty rozpadu hemu w procesie kancerogenezy

ptaskonablonkowego raka jamy ustnej.

Praca ma uklad typowy dla tego typu opracowan. Liczy az 160 stron. Jest napisana w
jezyku angielskim. Pod wzgledem jezykowym i edytorskim praca jest przygotowana z duzg
staranno$cia. Ryciny sa przejrzyste, cho¢ ¢zasami recenzent ma wrazenie, ze opisy do nich sg

zbyt skape.

Celem pracy byla weryfikacja dwdch podstawowych hipotez przedstawionych przez
autorke. Pierwsza z nich zakladata, ze indukowana oksygenaza hemowa pierwsza (HO-1)
moze chroni¢ przed rozwojem wywotywanego przy pomocy czynnika chemicznego (4NQO)
ptaskonabtonkowego raka jamy ustnej. Druga hipoteza sugerowala, ze nadekspresja HO-1 w
komérkach nowotworowych wplywa na ich szybszy wzrost, angiogeneze a takze na infiltracjg
guza przez komorki ukiadu immunologicznego. W trakcie badan nad efektem
farmakologicznej indukcji HO-1 przez CoPP ujawniono nieoczekiwanie wplyw tego zwigzku
na mobilizacje komorek uktadu immunologicznego ze szpiku do krwi obwodowej. Proba

wyjasnienia tego zjawiska stala sig trzecim celem przedstawionej pracy.

W pracy wykorzystano dwa badawcze modele zwierzgce. W pierwszym
plaskonablonkowy nowotwér jamy ustnej (jezyka) byl indukowany przez podanie wraz z
wodg pitna chemicznego kancerogenu 4NQO myszom o genotypic HO-1", HO-1""1 HO-1""".
Obserwowano roznice w zewnetrznych objawach charakterystycznych dla procesu
nowotworowego takich jak utrata wagi i obecnoéé zmian nowotworowych. W prowadzonych

badaniach obserwowano zmiany obecne na jezyku i w przetyku. W drugim wprowadzono



podskornie do syngenicznych myszy komorki linii raka plaskonablonkowego SCC-VIIL, w

ktérych HO-1 ulegat nadekspresji lub byt na normalnym poziomie (kontrola).

Niezaleznie od genotypu, myszy, ktorym podawano 4NQO w koficowym stadium
eksperymentu nie roznily sic pod wzgledem wagi. Ich waga byla jednak mniejsza niz myszy
kontrolnych. Réwniez liczba zmian nowotworowych na jezyku i w przetyku w obu
przypadkach byla podobna. U myszy HO-17, ktérym podano 4NQO doktorantka, co prawda
obserwowala powstawanie nowotwordw szybciej, ale byly to przewaznie zmiany tagodne.
Przeciwnie, u zwierzat HO-1*" wszystkie powstale zmiany mialy charakter silnie inwazyjny.
Dalo sie natomiast zauwazy¢ zréznicowanie w ekspresji cytokeratyn 5, 8 i 14, co wskazuje na

brak pelnego réznicowania nablonka w liniach myszy, ktérym podawano 4NQO.

Poniewaz HO-1 jest czynnikiem modulujacym aktywno$¢ uktadu immunologicznego
poprzez indukeje aktywnosci niektorych cytokin doktorantka zmierzyla stezenie niektorych
cytokin w surowicy myszy traktowanych 4NQO i myszy kontrolnych. U myszy z deficytem
HO-1 obserwowano zwiekszone stezenie IL6, a podanie 4NQO jeszcze bardziej zwigkszato
stezenie tej cytokiny. Podwyzszone stezenie 117 obserwowano jedynie u myszy o genotypie
HO-1""pojonych 4NQO. Podobny efekt obserwowano dla IL10, chociaz w tym wypadku
stezenie IL10 jedynie w niewielkim stopniu zalezalo od podania 4NQO. Wiele innych cytokin
i chemokin wykazywalo réznice w stezeniach w surowicy zwigzane z genotypem. W
wickszosci przypadkow byly one zwigzane z genotypem niedoboru HO-1. W sumie zebrane
dane pozwalaja na stwierdzenie, ze poziom ekspresji HO-1 ma wptyw na odpowiedz ukladu
immunologicznego. Nie wydaje si¢ jednak, aby podanie 4NQO mialo jakikolwiek wplyw na
stezenie wigkszosci badanych cytokin w tych przypadkach, gdy poziom HO-1 jest
prawidiowy. W tym miejscu warto wspomnie¢, Ze opisane powyzej wyniki zostaly
opublikowane w czasopi$mie anglojezycznym w artykule, ktérego pierwszym autorem jest

doktorantka.



7 przeprowadzonych badan wynika, ze HO-1 przeciwdziata indukcji procesu
nowotworowego u zwierzat do$wiadczalnych. Efekt ten nie ma jednak charakteru
bezposredniego, a jest raczej wynikiem wplywu na odpowiedz ze strony ukladu

immunologicznego.

Poniewaz wiadomo bylo, ze przynajmniej cze$é nowotworéw wykazuje nadekspresje
HO-1 autorka uznala za celowe sprawdzenie czy rzeczywiscie nadekspresja HO-1 odgrywa
istotna role w procesie wzrostu guza. Aby tatwiej oceni¢ wptyw HO-1 linig komorkowa
ludzkiego ptaskonablonkowego raka SSC VII transformowano przy pomocy genu kodujacego
HO-1 pod silnym promotorem, co prowadzito do nadekspresji HO-1. Tak uzyskane komorki
wprowadzano §rodskérnie myszom. Zaobserwowano, ze guzy wykazujace nadekspresjg HO-1
byly mnigjsze. Jednak w poréwnaniu do kontroli nadekspresja HO-1 nie powodowata
zwiekszenia proliferacji, nie miata tez wplywu na migracjg i inwazyjnos¢ komorek raka. Nie
obserwowano tez znaczacych réznic w stgzeniach badanych cytokin i czynnikow wzrostu.
Natomiast zaobserwowano rdznice w typie komorek uktadu immunologicznego
naciekajacych zmiany nowotworowe. U myszy, ktérych nowotwér wykazywat nadekspresj¢
HO-1 wiekszo$¢ naciekajacych nowotwor leukocytow miata fenotyp mieloidalny. Te
obserwacje staly sie podstawa do podjecia proby indukowania lub hamowania ekspresji HO-1
za pomoca czynnikéw chemicznych. W tym celu wykorzystano pochodne protoporfiryny —
kobaltu (CoPP) bedaca aktywatorem i cyny (SnPP) bedaca inhibitorem ekspresji HO-1.

Analizowano populacje komérek mieloidalnych we krwi, szpiku kostnym i w Sledzionie.

Farmakologiczna indukcja ekspresji HO-1w komérkach nowotworowych nie
prowadzila, co prawda do wzrostu nacickania guza przez komorki ukfadu immunologicznego,
chociaz zaobserwowano wyrazng zmiang w typie naciekajacych komoérek. Znacznemu
zwiekszeniu ulega procentowa zawarto$¢ granulocytow i monocytow, podezas, gdy maleje

procentowa zawarto$¢ limfocytéw oraz proporcja limfocytow CD4" do CD8". Wsrad



komorek naciekajacych guz wykazujacy nadekspresje HO-1 mniej tez bylo limfocytow
regulatorowych. Mobilizacja komérek hematopoetycznych, w tym gléwnie komorek linii
mieloidalnej (granulocytéw i neutrofili) przez CoPP zwigzana jest ze zmiang stezenia
niektérych cytokin, takich jak IL5, IL6 i przede wszystkim G-CSE. Autorka sugeruje, ze
wzrost poziomu G-CSF indukowany przez CoPP prowadzi do mobilizacji komorek ze szpiku
kostnego. Aby to sprawdzi¢ wykonuje bezposrednie pordwnanie skutkow mobilizac)i przez
oba czynniki: G-CSF i CoPP. Blizsze badania skiadu mobilizowanych komérek z
wykorzystaniem cytometriii przeptywowej wskazuja, ze chociaz efekt stymulacji komdérek
wykazujacych nadekspresje HO-1 jest czg$ciowo podobny, to obserwowane roznice wydaia

sic wskazywa¢, ze mechanizm stymulacji nie jest identyczny.

Dyskusja tej pracy poprowadzona jest z duzym zrozumieniem zagadnienia.
Doktorantka kolejno omawia uzyskane wyniki i pordwnuje je z danymi literaturowymi.
Dyskusja jest poprowadzona bardzo przejrzyscie. Uwazam, ze stanowi bardzo wartosciowy

fragment tej pracy i jest §wiadectwem dojrzatoéci i rzetelnosci naukowej autorki.

Praca konczy si¢ podsumowaniem, w ktorym autorka podkresla, ze nie udato iej sig
potwierdzi¢ dwéch gtéwnych hipotez stawianych w celu pracy. Jednak wskazuje, ze chociaz
HO-1 w sposob bezposredni nie chroni przed kancerogeneza indukowang chemicznie, to
posrednio, wplywajac na zmiany w st¢zeniach niektorych cytokin, moduluje odpowiedz
uktadu immunologicznego. Wskazuje tez, ze chociaz nie do korica mozna potwierdzi¢, ze
nadekspresja HO-1 indukuje rozwdj nowotwory, to zmiany w odpowiedzi immunologiczne;j
nie pozwalaja tez na catkowite zanegowanie tej hipotezy. Wreszcie doktorantka podkresla, ze
prowadzone przez nig badania pozwolity na uznanie CoPP jako czynnika potencjalnie

uzytecznego do mobilizacji komérek ukladu immunologicznego w szpiku.



Podsumowujac, uwazam, ze mgr Agata Szade osiagneta stawiane sobie cele. Chociaz
nie udalo jej sie do konca wyjasni¢c mechanizmu dzialania HO-1 w procesie kancerogenezy,
to jednak zwrocenie uwagi na rolg, jaka HO-1 odgrywa w indukcji ukladu
immunologicznego, szczegdlnie w warunkach jego mobilizacji wynikajacej z nadekspresji
HO-1 w komorkach nowotworowych, jest istotne i moze miec znaczenie dla dalszych prob
wyjasnienia roli oksygenazy hemowej. Istotna czescia tej pracy jest rowniez wykazanie, ze
kobaltowa pochodna protoporfiryny. modulujaca w sposob niezalezny od poziomu HO-1,
odpowiedz ukladu immunologicznego moze potencjalnie by¢ wykorzystana jako lek
przeciwdzialajacy neutropenii. Warto w tym miejscu podkresli¢, ze wynik tej pracy staly sig
podstawa do zlozenia wniosku patentowego. Dlatego wnioskuj¢ do Rady Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie autorki
pracy do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie ze wzgledu na wartosci
poznawcze tej pracy oraz na potencjalne mozliwosci wykorzystania ich w klinice wnioskuj¢ o

wyroznienie tej pracy.
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