STRESZCZENIE

Ptaskonabtonkowe nowotwory gltowy iszyi (LSCC, ang. Laryngeal Squamous Cell
Carcinoma), stanowig znaczgcy problem medyczno-spoteczny. Pomimo rozwoju
medycyny - zarowno w zakresie diagnostyki jak i terapii, zapadalno$¢ na ten typ nowotworu
oraz $miertelno$¢ utrzymuja si¢ od lat na wysokim poziomie. Duze nadzieje poktada sie
w badaniach genetycznych prowadzacych do identyfikacji potencjalnych markerow
nowotworowych oraz wskazania celéw molekularnych dla terapii personalizowanej. Liczne
badania zmierzajace do poznania kontekstu genetycznego LSCC pozwolity na wytypowanie
onkogenow (np. PIK3CA, EGFR) igenéw supresji nowotworowej (np. TP53, RB1)
zaangazowanych w proces kancerogenezy w obrebie tkanek glowy i szyi.

Nowotwory glowy i szyi stanowig ztozong i heterogenng grupe. Pomimo, iz rozwijajg si¢
w tym samym regionie organizmu ich biologia i genetyka jest odmienna. Z tego powodu,
W niniejszej pracy skupiono si¢ na nowotworach rozwijajacych si¢ w jednej lokalizacji,
a mianowicie krtani. Identyfikacja zmian specyficznych dla kancerogenezy zachodzacej w tym
regionie ma znaczenie dla diagnostyki, terapii i okreslania rokowan dla pacjenta.

W niniejszej rozprawie doktorskiej analizowano udzial wybranych gendéw pod katem ich
potencjatu onkogennego lub supresorowego w LSCC. Geny zostaly wytypowane na podstawie
zmienionego poziomu ich ekspresji w liniach komoérkowych raka krtani w stosunku do grupy
nienowotworowych préb kontrolnych. Do analizy wybrano 6 genéw charakteryzujacych si¢
podwyzszong ekspresja: ATAD2, CDK1, LAPTM4B, NETO2, SERPINH1, SNAI2, a takze 4
geny o0 obnizonym poziomie ekspresji: CEACAM6, CLCA4, FUT3 oraz SFRP2. Analiza
korelacji obserwowanych zmian profilu ich ekspresji z parametrami histologiczno-klinicznymi
nowotworow, z ktorych wyprowadzono linie komdrkowe, pozwolita na wskazanie genow:
ATAD2, CDK1, CEACAMG6, CLCA4, FUT3 oraz LAPTM4B, jako potencjalnie zaangazowane
W patogeneze plaskonabtonkowego raka krtani w roznych stadiach zaawansowania choroby.
Aby potwierdzi¢ udziat analizowanych gendw w poszczegolnych etapach rozwoju choroby,
uzyskane w toku niniejszej pracy badania powinny w przysztosci zosta¢ uzupetnione o analizy
z wykorzystaniem materiatu klinicznego (fragmentéw guzéw krtani).

W ramach rozprawy podjeto takze probe identyfikacji mechanizmu molekularnego
odpowiedzialnego za deregulacje ekspresji badanych gendw. Przeprowadzono analiz¢ poziomu
metylacji DNA regionéw promotorowych gendw, wykazujac hipermetylacje genu CEACAM6
w liniach komérkowych LSCC. Sens biologiczny wyniku potwierdzono poprzez zastosowanie

czynnika blokujacego metylacj¢ DNA (Decytabina), dowodzac, ze wraz ze spadkiem poziomu



metylacji DNA przywrocona zostaje ekspresia CEACAMG6. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, gen ten zostal wytypowany jako potencjalny gen supresji nowotworowej w LSCC.
Jednakze w toku badan prowadzonych w niniejszej pracy nie udato si¢ jednoznacznie
potwierdzi¢ jego supresorowego charakteru.

Dodatkowo, poprzez analiz¢ in silico informacji zebranych w bazie danych cBioPortal
wskazano amplifikacj¢ genow ATAD2 i LAPTM4B jako potencjalny mechanizm prowadzacy
do ich nadekspresji. Jednak ocena liczby kopii DNA uzyskana dzigki zastosowaniu
mikromacierzy (porownawcza hybrydyzacja genomdw) nie potwierdza tej obserwacji. Takze
dla pozostatych z analizowanych w niniejszej pracy genow nie wykazano zmian liczby kopii
DNA. Analiza in silico informacji zebranych w bazach danych cBioPortal i COSMIC
pozwolita na wykluczenie mutacji w sekwencji DNA badanych gendéw jako przyczyny
sprawczej zmian. W zwiazku z tym, molekularny mechanizm prowadzacy do zmiany poziomu
ekspresji analizowanych gendow pozostat nieustalony.

Ze wzgledu na podwyzszong ekspresj¢ w liniach komorkowych LSCC oraz funkcje
petnione w komorce, jako potencjalny onkogen wytypowano CDK1. Aby pozna¢ znaczenie
genu w nowotworze krtani przeanalizowano skutki jego wyciszenia w liniach komorkowych.
Pomimo, iz gen ten zaangazowany jest w regulacje cyklu komorkowego, nie zaobserwowano
obnizenia zywotnosci itempa proliferacji komoérek. Tym samym nie mozna potwierdzié
onkogennego charakteru genu CDK1 w rozwoju LSCC. Jako przyczyne braku zmian tych
parametrow zaproponowano kompensacje niedoboru CDK1 poprzez inne geny. Jako
najbardziej prawdopodobne wytypowano CDK6, CALD1, FYN, poniewaz poziom ich ekspresji
zostal istotnie zwigkszony po wyciszeniu CDK1.

Reasumujac, w niniejszej pracy doktorskiej przeanalizowano grupe genéw 0 zmienionym
poziomie ekspresji w LSCC. Wskazano korelacj¢ poziomu ich ekspresji ze stopniem
zaawansowania nowotworu krtani oraz mechanizmy mogace wptywac na poziom ich ekspresji.
Badania zostaly przeprowadzone glownie na liniach komérkowych LSCC. Z tego powodu, w
celu potwierdzenia wykrytych korelacji niezbedna jest analiza z wykorzystaniem wigkszej
liczby guzéw nowotworowych uzyskanych bezposrednio od pacjentow. Ponadto, dla
potwierdzenia potencjatu onkogennego i supresorowego wytypowanych gendéw nalezatoby
rozszerzy¢ badania funkcjonalne o analizy z uzyciem nienowotworowej linii komorkowej

nabtonka ptaskiego lub modelu zwierzgcego.



