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Wykaz skrétow

TME Tumor Microenvironment Mikrosrodowisko guza

NIH National Institutes of Health Amerykanski Narodowy Instytut Zdrowia

MSC Mesenchymal Stem Cells Mezenchymalne komdrki macierzyste

CAF Cancer-Associated Fibroblasts Fibroblasty zwigzane z rakiem

ECM Extracellular Matrix Macierz zewnatrzkomérkowa

TGF-B Transforming Growth Factor-beta Transformujacy czynnik wzrostu beta

a-SMA Alpha Smooth Muscle Actin Aktyna miesni gtadkich alfa

IGF-1 Insulin-like Growth Factor | Insulinopodobny czynnik wzrostu |

PGE Prostaglandins Prostaglandyny

EMT Epithelial-Mesenchymal Przejscie epitelialno-mezenchymalne
Transition

a-SMA Alpha Smooth Muscle Actin Aktyna miesni gtadkich alfa

VEGE Vascular Endothelial Growth Czynnik wzrostu srodbtonka
Factor naczyniowego

FBS Fetal Bovine Serum Ptodowa surowica bydleca

cM Conditioned Medium Medium kondycjonowane

IC Inhibitory Concentration Stezenie hamujgce

HRP Horseradish Peroxidase Peroksydaza chrzanowa

BrdU Bromodeoxyuridine Bromodeoksyurydyna

MAPK Mitagen-Activated Protein Kinazy biatkowe aktywowane mitogenem
Kinases

ERK Extracellular Signaling-Regulated  Kinaza regulowana sygnatem
Kinase zewnatrzkomaérkowym

SD Standard Deviation Odchylenie standardowe

FGF2 Fibroblast Growth Factor-2 Czynnik wzrostu fibroblastow 2

FGF Fibroblast Growth Factors Czynniki wzrostu fibroblastow

IFN-a Interferon Alfa Interferon alfa

IFN-y Interferon gamma Interferon gamma

MIP-1a Macrophage Inflammatory Biatko zapalne makrofagéw 1a
Protein 1a

n.d. Not detectable Niewykrywalny
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Streszczenie

Mikrosrodowisko guza (TME) sktada sie nie tylko z heterogenicznej populacji komérek
nowotworowych, ale réwniez z mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC),
fibroblastéw zwigzanych z rakiem (CAF) oraz wielu innych typéw komodrek. Zawiera takze
rozpuszczalne mediatory syntetyzowane przez wszystkie komorki w tym obszarze. Interakcje
miedzy komdrkami nowotworowymi, a jego mikrosrodowiskiem sg zaangazowane we wzrost
guza, inwazje, przerzuty oraz majg wptyw na leczenie. Na tym etapie wazne jest prowadzenie

badan podstawowych zwiekszajgcych wiedze o tych interakcjach.

Celem pracy byta analiza parakrynnego wptywu fibroblastéw zwigzanych z rakiem na
komorki raka prostaty i raka pecherza moczowego oraz ich opornosci na wybrane leki.
Analizowano réwniez parakrynny wptyw mezenchymalnych komérek macierzystych na

wrazliwos¢ badanych komérek nowotworowych na wybrane leki.

W pracy wykorzystano linie raka prostaty DU145 oraz linie raka pecherza moczowego
HB-CLS-1. Medium kondycjonowane (C™) reprezentujgce  TME uzyskano
z uniesmiertelnionych MSC - ASCStelo oraz pierwotnych fibroblastéw zwigzanych z rakiem
prostaty HC-6223. Do badan wykorzystano testy MTT, BrdU, barwienie CellEvast Caspase-3/7
Green oraz testy ELISA. Do oceny lekoopornosci zastosowano cisplatyne i ciprofloksacyne,

odpowiednio do raka prostaty i raka pecherza moczowego.

Fibroblasty zwigzane z rakiem parakrynnie zwiekszajg zywotnos$é, proliferacje oraz
opornos$¢ badanych komodrek nowotworowych poprzez regulacje ich sekretomu, szlakéw
sygnalizacyjnych z udziatem Akt/ERK/p70 oraz ekspresji biatka p53. Zaobserwowano réwniez,
ze MSC parakrynnie promujg wzrost i proliferacje badanych komdérek nowotworowych. Moga
one zaréwno promowac opornosé, jak i uwrazliwiaé komérki nowotworowe na stosowane
leki. Po neutralizacji FGF2 wykazano podwyzszenie wrazliwosci linii DU145 i HB-CLS-1

hodowanych z CAF-CM na wybrane chemioterapeutyki.

W badaniu wykazano, ze istnieje scista zalezno$¢ pomiedzy czynnikami wydzielanymi
w mikrosrodowisku nowotworowym, a komérkami raka prostaty i raka pecherza moczowego.
Zaobserwowano, ze ukierunkowanie na pojedyncze czagsteczki z TME moze obnizac

lekoopornos¢ spowodowang parakrynnym dziataniem CAF.

Stowa kluczowe: Mikrosrodowisko guza, Fibroblasty zwigzane z rakiem, Sekretom komaorek
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Summary

Cancer microenvironment as a target for personalized therapy

The tumor microenvironment (TME) consists not only of a heterogeneous population
of tumor cells, but also of Mesenchymal Stem Cells (MSCs), Cancer-Associated Fibroblasts
(CAFs) and many other cell types. It contains soluble mediators synthesized by cells in this area
as well. Interactions between cancer cells and their microenvironment are involved in tumor
growth, invasion, metastasis and treatment. At this stage, it is important to conduct basic

research to increase knowledge of these interactions.

In the study, the prostate cancer cell line DU145 and bladder cancer cell line HB-CLS-1
were used. Conditioned medium (CM) representing TME was obtained from immortalized
MSCs - ASCStelo, and primary prostate cancer-associated fibroblasts HC-6223. MTT, BrdU,
CellEvast Caspase-3/7 Green staining and ELISA tests were used for the study. Cisplatin and
ciprofloxacin were used to assess drug resistance, respectively for prostate cancer and bladder

cancer.

Cancer-associated fibroblasts paracrinely increased the viability, proliferation and
resistance of the studied cancer cells by regulating their secretome, Akt/ERK/p70 signaling
pathways and p53 protein expression. It was also observed that MSCs paracrinely promote
the growth and proliferation of the studied cancer cells. They can both promote resistance
and sensitize cancer cells to the drugs used. The study demonstrated increased sensitivity of
the DU145 and HB-CLS-1 cell lines cultured with CAF-CM to selected chemotherapeutic agents

after FGF2 neutralization.

The study showed that there is a close relationship between factors secreted in the
tumor microenvironment and prostate and bladder cancer cells. It has been observed that
targeting single molecules in TME may reduce drug resistance caused by the paracrine effect

of CAF.

Keywords: Tumor Microenvironment, Cancer-Associated Fibroblasts, Cell Secretome
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1 Wstep

1.1 Statystyki zachorowan na chorobe nowotworowg

W $wietle najnowszych statystyk czestos¢ diagnozowania choroby nowotworowej
gwattownie wzrasta na catym S$wiecie. Stanowi drugg przyczyne przedwczesnych zgonow.
Zgodnie z raportem GLOBCAN opublikowanym w 2021 roku tylko w 2020 roku odnotowano
ponad 19 milionéw nowych przypadkéw zachorowan i 10 milionéw zgonéw spowodowanych
chorobg nowotworowga [1]. Analiza obejmowata 183 kraje i 36 typow nowotwordw.
Najczesciej wymieniane typy nowotworédw u obu pfci, pod wzgledem wystepowania oraz
Smiertelnosci, to rak piersi, ptuca, jelita grubego, prostaty, watroby, zotadka, przetyku,
pecherza moczowego oraz szyjki macicy [1]. Biorgc pod uwage wczesniejszg analize z 2018
roku, odnotowano 5% wzrost diagnozowanych przypadkdéw i 4% wzrost Smiertelnosci [2].
Raport z 2012 roku natomiast zawiera informacje o 14 milionach nowych przypadkéw oraz 8
milionach zgondw [3], co w porédwnaniu z najnowszymi doniesieniami daje wzrost zachorowan
o okoto 27% oraz 17% wiecej zgonow. W Swietle tych informacji wptyw choroby
nowotworowej znaczgco wzrasta na przestrzeni ostatniej dekady i powoduje coraz wiecej
przedwczesnych zgondw na catym Swiecie. Szacuje sie, ze ilo$¢ pacjentéw onkologicznych
bedzie stale rosng¢ w ciggu nastepnych dekad, a liczba nowych przypadkdw rocznie wzrosnie
nawet do 34 miliondw [4], co stanowi prawie 50% wiecej zachorowan niz w roku 2020. Z uwagi
na postep medycyny na przestrzeni lat nalezy réwniez wzig¢ pod uwage fakt, ze wzrost
diagnozowanych przypadkéw moze réwniez wynika¢ z bardziej rozwinietej technologii
i programéw przesiewowych, nie koreluje to jednak ze spadkiem ilosci przypadkow

Smiertelnych.

Nowotwory uktadu moczowo-piciowego zaliczajg sie do najczesciej wystepujacych
choréb nowotworowych [1]. Czesto przebiegajg bezobjawowo lub przypominajg infekcje,
z tego powodu diagnozowane sg pdzno, co prowadzi do gorszego rokowania. Stanowig jeden
z istotnych probleméw epidemiologicznych i klinicznych. W raporcie GLOBCAM 2020, rak
prostaty znalazt sie na drugim miejscu pod wzgledem zachorowalnosci u mezczyzn, a pigtym
pod wzgledem s$miertelnosci. Tylko w 2020 roku odnotowano ponad 1,4 miliona nowych
przypadkéw. Dodatkowo, stanowi on gtéwng przyczyng zgondw z powodu zachorowania na
raka w 48 krajach z 185 ujetych w badaniu. Jest on tez najczesciej diagnozowanym

nowotworem u mezczyzn. Rak pecherza moczowego natomiast jest dziesigtym najczesciej
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diagnozowanym nowotworem wsréd obu ptci. W 2020 roku zaraportowano prawie 600
tysiecy nowych zachorowan i ponad 200 tysiecy zgondéw. Wystepuje on czesciej u mezczyzn
niz kobiet, z uwagi na to u tej ptci jest szdstym najczesciej diagnozowanym i dziewigtym
najczesciej powodujgcym zgon nowotworem [1]. W Polsce w 2020 roku odnotowano ponad
18 tysiecy przypadkdéw zachorowan na raka prostaty z czego ponad 7 tysiecy smiertelnych.
Z kolei, rak pecherza moczowego byt zdiagnozowany u 11,5 tysigca pacjentéw i odnotowano
5 tysiecy zgondéw [5]. Ponadto, przewiduje sie, ze Swiatowa pandemia COVID-19, ktdra
zaktécita dostep do tradycyjnego systemu opieki zdrowia, moze odzwierciedli¢ sie
w przysztych statystykach dotyczacych zgonéw z powodu choréb nowotworowych. Strach
i ograniczony dostep do placoéwek zdrowia w czasie pandemii, opdznione testy przesiewowe,
a co za tym idzie diagnoza i leczenie, to jedne ze skutkéw ubocznych pandemii COVID-19

u pacjentéw onkologicznych [6,7].

Statystyki zwracajg uwage na potrzebe prowadzenia badan zaréwno na poziomie
podstawowym, jak i klinicznym. Celem jest dalsze poznawanie biologii nowotwordéw oraz
opracowywanie nowych metod diagnostycznych, nowych wskaznikéw agresywnego

przebiegu choroby, a takze identyfikacja nowych celi terapeutycznych.

1.2 Wptyw mikrosrodowiska guza na rozwoj choroby nowotworowej

Choroba onkologiczna jest chorobg dynamiczng, podczas jej rozwoju komorki
nowotworowe stajg sie bardziej zréinicowane. Charakteryzuje sie przede wszystkim
zdolnoscig do ignorowania sygnatdw hamowania proliferacji komérek, inwazji pobliskich
tkanek oraz zdolnosci do migracji do dalszych tkanek, powodujgc przerzuty [8]. Sygnatura
molekularna guza moze by¢ odmienna w zaleznosci od zmiennych czynnikdw zewnetrznych
zwigzanych z mikrosrodowiskiem guza (TME, ang. Tumor Microenvironment). Zgodnie
z Amerykanskim Narodowym Instytutem Zdrowia (NIH, ang. National Institutes of Health)
heterogenicznos¢ guza definiuje sie jako réznice miedzy tymi samymi typami nowotwordow
u réznych pacjentéw [9]. Réznice te dotyczg komérek nowotworowych w obrebie jednego
guza lub rdéznicy miedzy guzem pierwotnym a wtérnym, przerzutowym. Dotyczg zaréwno
genow, jak i sekretomu. Czes¢ komorek guza moze wykazywac inne mutacje niz pozostate [8].
Stanowi to istotny problem podczas diagnozy i odpowiedzi na zastosowane leczenie.
To wiasnie heterogenicznos¢ guza uznaje sie za gtowng przyczyne lekoopornosci, co z kolei

uwaza sie za powaod tak duzej smiertelnosci [8,9]. Lekoopornos¢ mozna podzieli¢ na wrodzong
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i nabyty. Wrodzona charakteryzuje sie ciggtym wzrostem komadrek nowotworowych w trakcie
leczenia oraz szybkim nawrotem choroby. Wywodzi sie z mutacji czesci komodrek
nowotworowych niosgcych informacje o opornosci, powodujgc czesciowa lub z biegiem czasu
catkowita opornos¢ na leczenie. W czesSciowej odpowiedzi poczatkowo uzyskuje sie
zmniejszenie masy guza, jednak pozostajg resztkowe komérki nowotworowe, ktére po czasie
mogg wywota¢ nawrét choroby. W nabytej wymienia sie adaptacyjne mechanizmy
wewnetrzne, takie jak zmiany transkrypcyjne, epigenetyczne oraz metaboliczne [10]. Jednak
w minionej dekadzie zwraca sie duzg uwage na interakcje w mikrosrodowisku guza, ktére
moga prowadzi¢ do zmian we wrazliwosci komdérek nowotworowych na zastosowane leczenie

[11].

Mikrosrodowisko guza to szeroko pojete srodowisko wokot guza. Sktada sie nie tylko
z heterogenicznej populacji komérek nowotworowych, ale réwniez komodrek
nienowotworowych, m.in. mezenchymalnych komdrek macierzystych (MSC, ang.
Mesenchymal Stem Cells), fibroblastéw zwigzanych z rakiem (CAF, ang. Cancer-associated
Fibroblasts), pericytow, komérek uktadu odpornosciowego oraz wielu innych typow komoérek.
Co wiecej, sktada sie réowniez z biatek macierzy pozakomérkowej (ECM, ang. Extracellular
Matrix), otaczajagcych naczyn  krwionosnych oraz rozpuszczalnych mediatoréw
syntetyzowanych przez wszystkie komorki w tym obszarze [12]. Komérki srédbtonka z TME
odgrywajg kluczowg role w ochronie komérek nowotworowych przed uktadem
odpornosciowym, naczynia krwionosnie natomiast petnig role odzywcza. Komorki
nowotworowe wykorzystujg juz istniejgce potaczenia lub stymulujg powstawanie nowych
z komoérek progenitorowych srédbtonka. Komorki uktadu odpornosciowego natomiast biorg
udziat w odpowiedzi i dziataniach immunologicznych prowadzgcych do reakcji zapalnej czy
ucieczki spod nadzoru immunologicznego. Z uwagi na swoj biologiczny charakter
macierzyste/zrebowe komodrki moga zaréwno wspomagaé, jak i hamowaé wzrost guza,
a fibroblasty, ktére stanowig bardzo duzg czes¢ mikrosrodowiska guza majg znaczacy wptyw
na promowanie przerzutéw oraz progresji. Uwaza sie, ze to wtasnie komérki odpornosciowe,
takie jak makrofagi zwigzane z rakiem oraz CAF, czy podzbiory limfocytéw T i B moga
promowac zmniejszenie wrazliwosci na chemioterapie poprzez sekrecje cytokin, chemokin,

RNAaz, pecherzykdw pozakomdrkowych czy metabolitow. Sktadniki te modulujg szlaki
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sygnalizacyjne oraz biologie komdrek nowotworowych np. poprzez zmiane ich sekretomu [10-

13].

Niepodwazalny jest fakt, ze interakcje miedzy komdrkami nowotworowymi, a jego
mikrosrodowiskiem sg zaangazowane we wzrost guza, inwazje, przerzuty oraz majg wptyw na
leczenie. Na tym etapie wazne jest prowadzenie badan podstawowych zwiekszajgcych wiedze
o mikrosrodowisku nowotworowym i zachodzgcych w nim interakcjach. Nalezy jednak wzig¢
pod uwage réznorodnos¢ jego sktadnikow, opracowywac modele badawcze odzwierciedlajgce
indywidualng komunikacje poszczegdlnych elementéw. Badania te powinny prowadzi¢ do
mozliwosci aplikacyjnych nowych terapii celowanych. Leczenie nalezy ukierunkowywaé nie
tylko na komérki nowotworowe, ale réwniez na cate mikrosrodowisko. Innym obiecujgcym

kierunkiem jest modulowanie sktadnikéw TME celem wspomagania juz dostepnych terapii.

1.3 Mezenchymalne komorki macierzyste w mikrosrodowisku guza

Mezenchymalne komodrki macierzyste to heterogenny zbiér komérek morfologicznie
podobnych do fibroblastdw. Stanowig szeroko badang populacje komérek, m.in. ze wzgledu
na tatwos¢ ich izolowania i hodowli. Jako Zrédto MSC wymienia sie przede wszystkim tkanke
ttuszczowy, szpik kostny, miesnie szkieletowe oraz krew pepowinowg. Komérki te maja
unikatowe wtasciwosci, takie jak wysoki potencjat réznicowania czy zdolnos¢ do samoodnowy.
Poprzez wydzielanie czynnikdw zewngtrzkomérkowych do srodowiska, biorg one udziat
w regulacji angiogenezy, hematopoezy oraz immunoregulacji. Sktad ich sekretomu jest scisle
zwigzany z ich pochodzeniem, jednak niezaleznie od Srodowiska petnig one funkcje
wspomagajgce i regeneracyjne [14]. MSC stanowig heterogenng populacje komérek
zrebowych, o ich heterogennosci $wiadczg przede wszystkim rdéznice w skfadzie markerdw
powierzchniowych czy zdolnosci regeneracyjnych zaleznych od ich pochodzenia. Zwykle
wykazujg ekspresje Stro-1, CD13, CD29, CD44, CD73, CD105 oraz CD106 i nie wykazuja
ekspresji CD11b, CD31, CD34 oraz CD45. Jednakze nie wszystkie komorki z danej populacji
posiadajg te same markery powierzchniowe, a ekspresja niektérych moze by¢ zmienna ze
wzgledu na srodowisko. MSC sg podatne na bodzce zewnetrze otaczajgcych komérek, reaguja
zmiang w skfadzie wydzielanych czynnikdw wzrostu, cytokin i pecherzykow pozakomoérkowych
[14]. Co wiecej, mezenchymalne komdrki macierzyste wykazujg silny tropizm do srodowiska
zapalnego i warunkow beztlenowych, w odpowiedzi na wydzielane tam chemokiny. Zaliczamy

do nich CCL2, CCL15, CCL20, CCL25, CXCL1 oraz CXCL8. MSC na swojej powierzchni posiadajg
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swoiste receptory dla tych czasteczek. Ta cecha wykorzystywana jest w medycynie
regeneracyjnej. Jednak mikrosrodowisko guza réwniez wykazuje cechy hipoksji i Srodowiska
zapalnego w zwigzku z czym MSC mogg charakteryzowac sie tzw. tropizmem nowotworowym

i migrowac do TME [15,16].

W dostepnym pismiennictwie pojawiajg sie informacje o dziataniu promujacym, jak
i hamujagcym mezenchymalnych komorek macierzystych na progresje nowotworu. Wyniki
badan nie sg jednoznaczne. Wskazuje sie, ze rdznice mogg wynika¢ przede wszystkim
z pochodzenia komodrek zastosowanych w eksperymencie, ich heterogennym sktadzie,
réznicach w sktadzie markeréw powierzchniowych czy zdolnosci do réznicowania. Nalezy
rowniez bra¢ pod uwage zmiennos¢ mikrosrodowiska. W zaleznosci od sktadu TME, typu
nowotworu i jego lokalizacji komaérki te wykazujg odmienne witasciwosci, co wptywa na zmiany
w immunoregulacji MSC w odpowiedzi na bodice zewnetrzne. Konieczne wydaje sie

okreslenie ich komunikacji z mikrosrodowiskiem w réznych typach nowotworéw [16,17].

Z mechanizmdw MSC promujgcych progresje nowotworu wyrdznia sie utrzymywanie
sygnatéw proliferacyjnych komérek nowotworowych, stymulacje przejscia epitelialno-
mezenchymalnego (EMT, ang. Epithelial-Mesenchymal Transition), czy wptywanie na
metabolizm komodrek nowotworowych. Czesto w procesach tych biorg udziat pecherzyki
zewnatrzkomdrkowe poprzez przesytanie informacji biologicznych. Kolejne wymieniane
mechanizmy to zmiana fenotypu komodrek na fenotyp CAF, stymulacja mechanizmdéw
naprawczych poprzez angiogeneze guza, indukowanie immunosupresyjnego srodowiska czy
degradacje ECM. Nie nalezy pomijaé ich potencjalnego udziatu w nadawaniu komdrkom
nowotworowym opornosci na leki [18]. Oprécz standardowego mechanizmu migracji do
mikrosrodowiska nowotworowego opisanego powyzej, MSC juz w miejscu docelowym reagujg
na sygnaly parakrynne m.in. poprzez wydzielanie metaloproteinaz. Czgsteczki te majg
dziatanie degradacyjne na biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, co sprzyja dalszej migracji
MSC do guza. Jeszcze innym mechanizmem migracji moze by¢ wydzielanie pecherzykéw
pozakomérkowych, takich jak egzosomdow. Wykazano, ze komorki nowotworowe
wydzielajgce egzosomy, ktére powodujg sekrecje CXCL1, CCL2 czy IL-6 przez komorki
macierzyste, promujg w ten sposéb ich dalszg migracje do TME [19]. Wydzielane egzosomy
zawierajg m.in. biatka oraz mikroRNA. Biorg one udziat w patologicznych mechanizmach

zachodzgcych w TME. Poprzez regulacje interleukiny 6, promujg wzrost komorek
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nowotworowych. Co wiecej, mikroRNA réwniez moze bra¢ udziat w gtdbwnych mechanizmach
wspierajgcych wzrost guza. Kolejnym wczesniej wspomnianym mechanizmem jest promocja
przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Podczas EMT komorki nabtonka tracg polarnosé na
skutek przebudowy macierzy pozakomorkowej. Skutkiem tego jest zmniejszona przyczepnosc
komorek, a co za tym idzie zwiekszona inwazyjnos¢ nowotworu. Ponadto, MSC majg zdolnos¢
do regulowania komérek odpornosciowych poprzez wytwarzanie prostaglandyny (PGE, ang.
Prostaglandins) E2, transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGF-B, ang. Transforming
Growth Factor-beta) oraz IL10. Zdolnosci immunoregulacyjne tych komdrek moga
powodowa¢ hamowanie wzrostu wielu komérek odpornosciowych, w tym limfocytéw B,
limfocytow T i komdrek NK. Dodatkowo, inny mechanizm MSC zwieksza ekspresje ligandow
CCR2, ktére w odpowiedzi moga rekrutowac komaorki immunosupresyjne do mikrosrodowiska
guza. W zwigzku z wciaz rosnaca liczbg diagnozowanych choréb nowotworowych oraz nadal
duzg liczba przypadkéw $miertelnych, coraz czesciej bada sie mechanizmy wptywu TME na
opornos$¢ komdrek nowotworowych na podawane leki. Wskazuje sie, ze to wtasnie komérki
zrebowe pomagajg komoérkom rakowym omingé¢ skuteczne dziatanie lekéw. Ma to zwigzek
z parakrynnym dziataniem tych komaérek, takim jak wydzielanie IL-6, CXCLS, IL10, IGF-1, czy tez
czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF, ang. Vascular Endothelial Growth Factor).
VEGF petni wspierajacg role w angiogenezie komdérek nowotworowych. Co wazne, MSC maja
réwniez wptyw na aktywacje szlakéw sygnalizacyjnych, takich jak PI3K/Akt, ERK, czy ttumienie
sygnalizacji PTEN, co w kofncowym efekcie zwieksza opornos¢ komérek nowotworowych na
leki [15-18,20]. Istniejg réwniez doniesienia literaturowe sugerujgce kolejny mechanizm
promowania progresji nowotworu przez MSC, jakim jest ich przejscie w fibroblasty zwigzane
z rakiem. Konwersja ta wigze sie z przeprogramowaniem epigenetycznym. W raku trzustki
zaobserwowano, ze przeprogramowanie indukowane jest poprzez mleczan wydzielany przez
komodrki nowotworowe [21]. W raku prostaty oraz pecherza moczowego wskazuje sie na

zalezno$¢ od sygnalizacji TGF-B [22,23].

Obecne doniesienia wskazujg, ze MSCs majg wptyw na progresje raka i wiekszos¢ tych
badan dowodzi, ze ich dziatanie jest skierowane ku promocji progresji choroby. Jednakze, nie
nalezy ignorowaé badan podkreslajacych ich hamujaca role w stosunku do postepu choroby
nowotworowej. Mogg mie¢ na to wptyw takie mechanizmy, jak wzmocnienie odpowiedzi

immunologicznej, hamowanie angiogenezy, czy indukcja apoptozy komdrek nowotworowych
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poprzez regulacje szlakdw sygnalizacyjnych [24]. Dowodzi sie, ze MSC wyizolowane z ludzkiego
ptynu owodniowego mogg blokowac szlak sygnalizacyjny Wnt/B-kateniny oraz szlak IGF-
1R/PI13K/AKT w komodrkach raka watroby. Efektem jest nizszy poziom proliferacji i zwiekszona

apoptoza komorek nowotworowych [25].

Kolejnym réwnie waznym aspektem badan nad wptywem mezenchymalnych komorek
macierzystych na komoérki nowotworowe jest ich wykorzystanie jako nosniki lekéw. Jak
wczesniej wspomniano, MSC majg zdolnos¢ migracji do srodowiska zapalnego, a tym samym
do mikrosrodowiska nowotworowego. Tropizm ten moze by¢ wykorzystany do kierowania
czagsteczek bezposrednio do guza. Takie podejscie moze eliminowac¢ szereg skutkow
ubocznych wystepujacych w terapii systemowej. W badaniu in vivo rozsianego raka prostaty
zaprojektowano model bazujacy na dostarczaniu leku poprzez MSC bezposrednio do jego
mikrosrodowiska. Wykazano, ze MSC uwalniajgc selektywnie prolek indukujg apoptoze
w komérkach nowotworowych. Ponadto, zaprojektowane platformy zastosowane
w badaniach ksenoprzeszczepdw hamujg wzrost guza, co sugeruje, ze mezenchymalne
komorki macierzyste jako nosnik leku nie ostabiajg dziatania dostarczanej substancji

biologicznie aktywnej [26].

Innym badanym podejsciem jest wykorzystanie egzosoméw wydzielanych przez MSC
w celu dostarczania czgsteczek, takich jak miRNA. Obserwuje sie, ze nadekspresja genu Lethal
7c (let-7c) zmniejsza proliferacje i przezycie komérek raka prostaty poprzez supresje
interleukiny 6. Na tej podstawie zaprojektowano eksperyment dostarczania tej czgsteczki do
raka prostaty przy uzyciu egzosomoéw wydzielanych przez MSC. Po dostarczeniu miR-let-7¢
odnotowano zmniejszong proliferacje i migracje komdrek nowotworowych [27]. Nadekspresje
kinazy PLK-1 wykrywa sie m.in. w nawracajgcym i dajgcym przerzuty raku pecherza
moczowego. Wykorzystujgc egzosomy jako wektor do dostarczania RNA zaprojektowano
transport PLK-1 siRNA do komoérek raka pecherza moczowego. Potwierdzono mozliwosc
wykorzystywania naturalnych egzosomoéw MSC jako nosnika PLK-1 siRNA, ktéry skutecznie
wycisza ekspresje badanej kinazy, powodujac tym samym spadek proliferacji oraz indukcje
apoptozy komérek nowotworowych [28]. Wydaje sie, ze systemy dostarczania lekdw oparte
na MSC mogg by¢ obiecujgcym narzedziem do neutralizowania sktadnikdw mikrosrodowiska

nowotworowego, ktére regulujg progresje raka.
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1.4 Fibroblasty zwigzane z rakiem w mikrosrodowisku guza

Fibroblasty zwigzane z rakiem stanowig najbardziej powszechny typ komérek w zrebie
guza. Wspdtistniejg jako heterogenna populacja obejmujaca inne komorki o podobnym
fenotypie [15]. Wskazuje sie, ze MSC i CAF majg podobne zdolnosci proliferacyjne oraz
fenotypowe, jednak réznig sie ekspresjg gendw, wzorcem metylacji DNA, czy tez zdolnosciami
immunomodulacyjnymi. Badania in vitro obrazujg podobienstwo w ekspresji markerow
powierzchniowych, ale rowniez mozliwosci rdznicowania w osteoblasty, chondrocyty
i adipocyty. Istniejg doniesienia, ze fibroblasty wyizolowane z tkanki nowotworowej mogg
proliferowaé¢ w niezmienionej postaci podobng liczbe pasazy, jak komdrki macierzyste.
W kontekscie badan TME, podobienstwa te stanowig przeszkode w prawidtowej identyfikacji

komorek i odpowiadajgcych im funkcji w progresji nowotworu [29,30].

CAF to fibroblasty, ktdére znajdujg sie w zrebie lub pobliskim $rodowisku guza. Innymi
wymienianymi zrodtami CAF sg MSC, komoérki srédbtonka czy adipocyty. Fibroblasty zostajg
aktywowane przez czgsteczki pozakomodrkowe syntetyzowane w mikrosrodowisku
nowotworowym, przebudowe ECM, stres oksydacyjny i reaktywne formy tlenu, czy tez
modulacje epigenetyczng. Po aktywacji réznicujg sie w CAF lub miofibroblasty. CAF stajg sie
wtedy metabolicznie aktywne, intensywnie proliferujg i wydzielajg liczne mediatory
zewnatrzkomérkowe, wptywajgc w ten sposéb na komunikacje miedzykomdérkowg w catym
TME [31]. Jednym z gtéwnych czynnikow prowadzacych do aktywacji fibroblastow jest TGF-,
ktéry wptywa na wzrost i réznicowanie komérek. Badania in vitro wskazujg, ze egzosomy
z komédrek raka pecherza moczowego wptywajg na aktywacje fibroblastéw. Postawiono
hipoteze, ze TGF-B jest uwalniany z pecherzykdw zewnatrzkomodrkowych i wigze sie
z powierzchnig fibroblastéw, aktywujac szlak TGF-B/SMAD. Obserwuje sie istotny wptyw
TGF-B na transformacje fibroblastow do CAF [32]. Inng czasteczkg, ktdra promuje
transformacje fibroblastéw do CAF jest IL-1. Czgsteczka ta jako inicjator kaskady cytokin, moze
prowadzi¢ do aktywacji szlaku JAK/STAT oraz indukcji szlaku LIF, co z kolei promuje stan
zapalny [33]. Kolejnym wymienianym szlakiem sygnalizacyjnym odpowiedzialnym za
transformacje fibroblastow w TME jest szlak IGF1/IGF1R. Obserwuje sie aktywacje
i mobilizacje fibroblastow wspdéthodowanych z komdrkami raka piersi powigzang ze
zwiekszong ekspresjg insulinopodobnego czynnika wzrostu | (IGF-1, ang. Insulin-like Growth

Factor 1). Po wyciszeniu ekspresji IGF-1 lub receptora dla IGF-1, IGF-1R, nastepuje spadek
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ekspresji aktyny miesni gtadkich alfa (a-SMA, ang. Alpha Smooth Muscle Actin) i aktywnosci
migracyjnej. Co wiecej, szlak IGF1/IGF1R wptywa na inwazyjnos¢ komérek nowotworowych

poprzez parakrynne i chemotaktyczne dziatanie na CAF [34].

Heterogenng populacje CAF mozna podzieli¢ na grupy na podstawie ich markeréow
i Sciezek sygnalizacyjnych. Wyrdznia sie 3 podtypy: miofibroblastyczne CAF (myCAF), ktore
charakteryzujg sie wysokg ekspresjg alfa-SMA, ale niskg IL-6. Sg aktywowane poprzez szlak
TGF-B/SMAD i majg wptyw na promowanie przerzutéw i srodowiska immunosupresyjnego.
Kolejnym podtypem sg immunomodulujgce CAF (iCAF) o odwrotnej sygnaturze alfa-SMA
i IL-6 do myCAF. Sg one aktywowane przez szlak IL-1/LIF/JAK/STAT i scisle zwigzane ze stanem
zapalnym, charakteryzujg sie tez zwolniong przebudowg ECM. Ostatnim opisanym podtypem
jest apCAF, zawierajgcy geny MHC klasy Il, stad tez ich nazwa CAF prezentujgce antygen.
Sugeruje sig, ze sg regulowane przez ekspresje IFN-y. Jednak jest to, jak do tej pory, najmniej
poznany podtyp CAF [35]. Wykorzystujgc sekwencjonowanie RNA pojedynczych komodrek
udokumentowano dodatkowy podtyp CAF - macierzy pozakomdrkowej (eCAF),
charakteryzujgcy sie wysoka ekspresjg gendw zwigzanych z inwazjg nowotworu. Komérki te
mogag miec wyzszy potencjat proliferacyjny niz inne CAF w mikrosrodowisku guza. Wykazujg

tez zdolno$é chemotaksji makrofagéw [36].

CAF w mikrosrodowisku raka mogg wspierac jego progresje. Istniejg jednak doniesienia,
ze niektdre podtypy CAF mogg hamowac wzrost komdrek nowotworowych, ze wzgledu naich
heterogennos¢ i plastycznosé [37]. Cze$¢ mechanizmdw promujgcych proliferacje i opornos¢
komodrek nowotworowych spowodowanych przez CAF zazebia sie z tymi opisywanymi
w przypadku mezenchymalnych komérek macierzystych. Wymienia sie przede wszystkim ich
komunikacje w mikro$rodowisku poprzez wydzielanie czynnikow wywotujacych
immunosupresje, angiogeneze, przebudowe ECM, wzrost komérek guza, czy przyspieszony
metabolizm. Do wydzielanych regulatorow immunosupresji zaliczyé mozna TGF-B, ktéry silnie
wptywa na komérki odpornosciowe, czy prostaglandyny, ktdre przyczyniajg sie do
zmniejszenia aktywnosci limfocytéw T, zwiekszenia ich rdznicowania w kierunku Th17
i zwiekszenia produkcji IL-6. Co z kolei wigze sie z agresywnym wzrostem guza i krétszym
czasem przezycia. Ponadto, IL-6 reguluje réwniez inwazyjnos¢ komérek raka i podobnie jak
PGE bierze udziat w procesie rdznicowania limfocytow do Th17 [37,38]. Kolejnym

mechanizmem immunoregulacyjnym CAF jest tworzenie tzw. bariery fizycznej. Zjawisko to
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nazywane jest wykluczeniem immunologicznym i moze by¢ zwigzane z brakiem odpowiedzi na
leczenie blokadg PD-L1 lub CTLA-4. Bariera ta jest tworzona przez zragb komdrek bogatych
w heterogenng populacje CAF. Dodatkowo, udokumentowano réwniez dodatnig korelacje
CAF z PD-L1. Fibroblasty zwigzane z rakiem moga wykazywac zwiekszong ekspresje chemokiny
CXCL5, ktéry promuje ekspresje PD-L1 poprzez szlak sygnalizacyjny PI3K/AKT. Niektére
subpopulacje CAF sprzyjaja komdérkom nowotworowym poprzez posredniczenie w stanie
zapalnym wywotanym rekrutacjg komaérek mieloidalnych, do ktérych zaliczamy monocyty, czy
granulocytarne komérki supresorowe pochodzenia mieloidalnego [39]. Do promowania
angiogenezy CAF w gtdwnej mierze wykorzystujg czynniki, takie jak CXCL12, czy VEGF. Do
regulowania odpowiedzi immunologicznej i angiogenezy, poza wyzej wspomnianym
parakrynnym wptywie CAF, zastosowanie ma réwniez ich podstawowa funkcja jako
fibroblastéw — przebudowa i synteza biatek ECM. Za pomocg metaloproteinazy sg one w stanie
stale odbudowywa¢ ECM, tworzac przestrzen do proliferacji i migracji komodrek
nowotworowych. Ponadto, podczas przebudowy dochodzi do modyfikacji ECM i uwalniania
czynnikdéw wzrostu i chemokin wspomagajacych funkcjonowanie guza. W agresywnym
przebiegu moze dochodzi¢ nawet do przebudowy odlegtych tkanek, co z kolei wigze sie
z powstawaniem przerzutéw [37]. Podobnie jak MSC, fibroblasty zwigzane z rakiem maja
zdolnos¢ indukowania EMT w komérkach nowotworowych. Wykazuje sie takze, ze CAF moga
stanowi¢ gtéwne Zrédto IL-6 w srodowisku raka jajnika. A z kolei IL-6, oprécz promowania
proliferacji, inwazji i przezycia komérek raka jajnika, moze wspomagaé réowniez przejscie
epitelialno-mezenchymalne. Co wiecej, zablokowanie TGF-B w TME raka jajnika moze
prowadzi¢ do hamowania EMT i zmniejszenia opornosci komdrek raka jajnika na paklitaksel
[40]. Uznaje sie, ze CAF stanowig najwiekszg heterogenng cze$¢ zrebu guza i odgrywajg
kluczowa role w progresji nowotworu. Oprécz wptywu na lekoopornos¢ komdrek
nowotworowych, CAF mogg indukowac réwniez opornos$é na radioterapie. W raku nosowo-
gardtowym wskazuje sie na regulacje szlaku NF-kB przez fibroblasty zwigzane z rakiem, co
skutkuje mniejszg wrazliwoscig na napromieniowanie [41]. Istniejg doniesienia sugerujace, ze

CAF wptywajg rowniez na wrazliwo$é komorek raka prostaty i raka piersi na radioterapie [42].

Zaréwno subpopulacje CAF, jak i MSC promujgce progresje nowotworowa s3
przynajmniej czesciowo odpowiedzialne za nabywanie immunosupresyjnego i prozapalnego

sSrodowiska. Majg dziatanie proproliferacyjne, proangiogenne i proinwazyjne na komorki
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nowotworowe. Poprzez bezposrednie i posrednie interakcje w mikrosrodowisku guza
wptywajg réwniez na szlaki sygnalizacyjne i powodujg przyspieszenie progresji nowotworu.
Biorac pod uwage plastycznos¢ tych komorek, niezwykle wazne wydaje sie badanie tych
interakcji i poszukiwanie czgsteczek posredniczacych w wymienianych mechanizmach, ktére
mozna wykorzysta¢ jako cel terapeutyczny personalizowanej medycyny. Komoérki te sg
waznymi czynnikami w rozwoju raka i stanowig istotny kierunek badan. Nie ma watpliwosci,
ze rozpuszczalne mediatory i pecherzyki pozakomérkowe majg kluczowe znaczenie dla tych

interakgji.

1.5 TME jako cel terapii personalizowanej

Juz na poczatku badan nad mikosrodowiskiem nowotworowym uznano, ze moze ono
stanowi¢ obiecujacy cel terapeutyczny. Zaobserwowano przede wszystkim, ze komorki
»,hormalne” w TME, ktére sg bardziej stabilne niz heterogenne komérki nowotworowe sg
fatwiejszym do zlokalizowania celem terapeutycznym. Sugerowano, ze ukierunkowanie
leczenia na czasteczki znajdujgce sie w TME, czy blokowanie angiogenezy guza moze by¢
korzystnym podejsciem we wszystkich typach nowotwordéw [43]. Strategia ta czesciowo
zmienita sie na przestrzeni ostatniej dekady. Obecnie wiadomo, ze powodzenie terapii zalezne
jest od miejsca powstania, stadium zaawansowania oraz specyficznosci guza. Nie ulega
watpliwosci, ze komérki nowotworowe mogg adoptowac sie do warunkéw sSrodowiska, na
przyktad poprzez nabywanie opornosci na leczenie czy sterowanie mikosrodowiskiem. Rozwdj
badan uwidocznit heterogennos$é nowotworowa i wskazat, ze niezbedne jest personalizowanie
strategii terapeutycznych, a zaawansowana diagnostyka jest niezwykle istotna w rozwoju
terapii celowanej. Zdobyta wiedza na przestrzeni lat wykazata rowniez, ze nie wszystkie
czasteczki w mikrosrodowisku guza wspomagajg jego rozwéj. Wskazuje sie, ze TME jest
heterogenne i niestabilne. Nie zmienia to jednak faktu, ze w dalszym ciggu stanowi korzystny

cel terapeutyczny [44].

Coraz bardziej popularnym kierunkiem badan klinicznych jest ocena wptywu terapii
skojarzonej majacej na celu uwrazliwienie komérek nowotworowych na leczenie
farmakologiczne. Jednym z tego typu badan jest trwajgce badanie kliniczne NCT03517449 raka
endometrium, w ktérym stosuje sie Pembrolizumab (anty PD-1) w potaczeniu z blokowaniem
receptora czynnika wzrostu srddbtonka naczyniowego w poréwnaniu do standardowo

proponowane] terapii. Juz wstepnie opublikowane wyniki wykazuja wyzszos¢ terapii
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eksperymentalnej [45]. Innym podejsciem jest ukierunkowanie na czgsteczki powodujace
przewlekty stan zapalny w TME. Jednym z takich badan klinicznych jest badanie 1 fazy
NCT0374234 z 64 aktywnymi uczestnikami. Zatozeniem eksperymentu jest blokowanie IL-1
w raku piersi [46]. Inne strategie skupiajg sie na celowaniu w najwiekszg populacje komérek
w TME — CAF, egzosomy, biatka ECM, a nawet metabolizm TME [43,44,47]. Istnieje wiele
doniesien o profilowaniu i ukierunkowaniu CAF. Jednym z takich badan byto badanie 1 fazy
NCT00793208 nad szczepionkg na niedrobnokomdrkowego raka ptuc. Eksperyment zaktadat
pobranie fragmentu guza, izolacje CAF i ich transfekcje. Celem byto wywotanie odpowiedzi
immunologicznej na nowotwér autologiczny, pochodzacy od pacjenta. W zwigzku z mata
iloscig potencjalnych pacjentéw badanie zostato zamkniete [48]. Aktualnie rekrutujgcym
interwencyjnym badaniem fazy |, ukierunkowanym na CAF, a doktadniej na biatko aktywujgce
fibroblasty oraz CD40 jest NCT05098405. Eksperyment zaktada badanie bezpieczenstwa
i tolerancji leku MP0317 u pacjentéw z nawrotowymi opornymi na leczenie guzami litymi.
Zakonczenie badania z 78 uczestnikami szacuje sie na potowe 2024 roku [49]. Wciaz pozostaje
jednak wiele niewiadomych. Nie wszystkie rodzaje komoérek nowotworowych zostaty
przebadane, nie wszystkie reakcje zostaty zidentyfikowane. Kazdy typ guza powinien by¢
rozpatrywany jako choroba indywidualna, inna u kazdego pacjenta, wymagajaca
spersonalizowanego podejscia terapeutycznego. Caty czas ktadzie sie nacisk na koniecznos¢
prowadzenia badan podstawowych celem poszerzenia tej wiedzy, co w ostatecznosci ma

prowadzi¢ do nowych rozwigzan [44,47,50].

1.6 Badania na modelu in vitro

Nie podlega watpliwosci, ze badania podstawowe in vitro majg liczne ograniczenia, ktdre
nalezy bra¢ pod uwage przy interpretacji wynikdw. Krytycznym aspektem wydaje sie
uproszczenie, jakim jest ten model biologiczny. Organizm ludzki stanowi ztozong catosc,
zawierajgcg mechanizmy komunikacji miedzykomdrkowych, ktére umozliwiajg m.in.,
kompensacje warunkow stresowych. Demonstruje sie jednak, ze systemy te moga byc
utracone po izolacji komérek. Rdznice w metabolizmie wyizolowanych komadrek i brak innych
typdw komorek, z ktérymi wspdfistniejg to kolejne aspekty, ktére nalezy bra¢ pod uwage
stosujgc ten model biologiczny. Optymalizacja hodowli stanowi krytyczny krok przy
prowadzeniu tego typu badan. Ustalane sg wtedy warunki hodowli, w ktérych wyizolowane

komorki zachowujg podobny poziom regulacji gendw, jak w badaniach in vivo. Podczas
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przenoszenia badad z modelu in vitro na model in vivo nalezy spodziewaé sie trudnosci
w ekstrapolacji dawek, czy nowych interakcji wynikajgcych z komunikacji miedzy réznymi

typami komérek [51,52].

Nie nalezy jednak ignorowa¢ faktu, ze to wtasnie badania in vitro przyczynity sie do
zrozumienia wielu mechanizmoéw, w tym mechanizméw toksycznos$ci. W dalszym ciggu to
wiasnie badania in vitro wydajg sie by¢ ztotym standardem podczas okreslania
cytotoksycznosci czasteczek. Istnieje ogromna potrzeba prowadzenia badan podstawowych,
ktdre umozliwig poszerzanie juz zdobytej wiedzy na temat funkcjonowania narzagdéw [51,53].
Szczegdlnie istotne jest zastosowanie tego modelu w monitorowaniu interakcji miedzy

réoznymi typami komorek w mikrosrodowisku guza.
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2 Cel pracy

Celem pracy doktorskiej byta:

analiza wptywu rozpuszczalnych mediatoréw syntetyzowanych przez fibroblasty

zwigzane z rakiem na sktad sekretomu, przezywalno$é, proliferacje i apoptoze

komorek raka prostaty i raka pecherza moczowego,

— analiza wptywu czasteczek syntetyzowanych przez fibroblasty zwigzane z rakiem na
wrazliwos¢ komoédrek raka prostaty i raka pecherza moczowego na stosowane
chemioterapeutyki,

— analiza wptywu neutralizacji wybranych sktadnikéw TME na wrazliwos¢ komoérek raka
prostaty i raka pecherza moczowego na stosowane chemioterapeutyki,

— analiza wplywu czagsteczek syntetyzowanych przez mezenchymalne komorki

macierzyste na wrazliwo$¢ komérek raka prostaty i raka pecherza moczowego na

stosowane chemioterapeutyki.
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3 Materiaty i metody

3.1 Linie komorkowe

Wykorzystano dwie linie komérek nowotworowych. Linie raka pecherza moczowego

HB-CLS-1 (nr kat. 300190) o Il stopniu zaawansowania (CLS, Niemcy) oraz linie raka prostaty

HTB-81 (nr kat. DU 145) o Il stopniu zaawansowania (ATCC, USA). Jako komorki

reprezentujgce cze$¢ mikrosrodowiska guza wykorzystano MSC oraz CAF. Unie$miertelnione

mezenchymalne komdrki macierzyste, pochodzace z tkanki ttuszczowej ASCStelo, zakupiono

z ATCC (USA). Producent wskazuje, ze ASCStelo hodowane w optymalnych warunkach

zachowujg multipotencjalne wtasciwosci i wysoka ekspresje markeréow powierzchniowych

CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 oraz niskg ekspresje markeréw CD14, CD31, CD34

i CD45. Pierwotnag linie komdrkowa fibroblastéw zwigzanych z rakiem HC-6223 zakupiono od

Cell Biologics (USA). Zostaty one wyizolowane z ludzkiej tkanki guza prostaty. Ponizej zebrano

podstawowe informacje o zastosowanych liniach komérkowych (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka uzytych linii komérkowych.

HB-CLS-1 DU 145 ACSCtelo HC-6223
Kategoria Komérki ludzkie Komorki ludzkie Komdrki ludzkie Komorki ludzkie
s Rak pecherza Tkanka
Zrodto Pe Rak prostaty Rak prostaty
moczowego ttuszczowa
Stopien
P . 1] 1 Nie dotyczy Brak danych
zaawansowania
Pte¢ dawcy Mezczyzna Mezczyzna Kobieta Brak danych
Wiek dawcy 62 69 Brak danych Brak danych
Morfologia Epitelialno- Epitelialno- Fibroblasto- Fibroblasto-
podobne podobne podobne podobne
Wiasciwosci
adherentne adherentne adherentne adherentne
wzrostu
Oznaczenie
300190 HTB-81 SCRC-4000 M2267
handlowe
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3.2 Hodowla komérek

Odczynniki uzywane do hodowli komdrkowej, jesli nie wskazano inaczej, zakupiono
z firmy Corning (USA). Linie komérek nowotworowych HB-CLS-1 oraz DU145 hodowano
w medium RPMI1640 z suplementacjg ptodowej surowicy bydlecej (FBS, ang. Fetal Bovine
Serum) w objetosci 10% catego medium. Hodowle ASCStelo prowadzono w medium
DMEM/Ham’s F-12 z suplementacja FBS w objetosci 10% oraz dodatkiem 10ng/ml FGFB
(Thermo Fisher Scientific, USA). Pierwotng linie fibroblastdw zwigzanych z rakiem HC-6223
hodowano wedtug zalecen producenta, w kompletnym medium przeznaczonym do hodowli
fibroblastéw (Complete Fibroblast Medium /w Kit, Cell Biologics, USA). Komorki
przechowywano w standardowych warunkach hodowlanych w inkubatorze Jouan — 5%
zawartosci CO,, temperatura 37°C, stata wilgotno$é. Morfologie komodrek obserwowano pod

mikroskopem o odwrdéconej optyce (CKX53, Olympus), w powiekszeniu 10x.

Medium hodowlane zmieniano na Swieze wedtug zalecen producenta, wskazanych
w Tabeli 2. Po osiaggnieciu 80% - 90% konfluencji, komorki pasazowano celem przedtuzenia
hodowli. Zuzyte medium hodowlane usuwano, a nastepnie przemywano powierzchnie
wzrostowg roztworem zbuforowanej soli fizjologicznej bez jondw magnezu i wapnia (PBS). Aby
oddzieli¢ komérki od dna butelki hodowlanej stosowano 0,25% roztwor trypsyny z dodatkiem
2,21 mM EDTA, z wyjatkiem pierwotnej linii HC-6223, gdzie stosowano 0,05% roztwor
trypsyny (Trypsin-EDTA 0,05% Solution, Cell Biologics, USA). Komorki z enzymem inkubowano
okofto 3 minuty w 37°C. Po tym czasie, trypsyne inaktywowano réwng objetoscig pozywki
hodowlanej. Zawiesine przenoszono do sterylnej probdéwki i wirowano przez 3 min (350 RCF).
Uzyskany osad komoérkowy zawieszano w 1-2ml standardowego medium i oceniano
zywotnos¢ hodowli. Aby zapewnié¢ optymalng proliferacje, komdrki wysiewano na sterylne
butelki hodowlane (T25) w proporcjach charakterystycznych dla danej linii komérkowej,
wskazanych w Tabeli 2. Przy linii pierwotnej HC-6223 niezbedne byto stosowanie roztworu na
bazie zelatyny (0,2% Gelatin-Based Coating Solution, Cell Biologics, USA) do pokrywania

powierzchni wzrostowe;j.
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Tabela 2. Warunki hodowli zastosowanych linii komdrkowych.

HB-CLS-1 DU145 ACSCtelo HC-6223
) Complete
Medium DMEM/Ham’s i
RPMI1640 RPMI1640 Fibroblast
hodowlane F-12 .
Medium
Hydrokortyzon,

L-Glutamina,
. 10ng/ml BFGF .
Suplementacja 10% FBS 10% FBS Antybiotyk,
10% FBS . .
Przeciwgrzybiczy

roztwor, FBS

Proporcje pasazu 1:4do 1:8 1:4do 1:6 W gestos 1:2
5x10%*/cm?

Czestotliwosé 2/3 razy 2/3 razy 2/3 razy 1/2 razy na

zmiany medium w tygodniu w tygodniu w tygodniu tydzien

Do oceny zywotnosci hodowli wykorzystywano sterylny roztwér btekitu trypanu 0,4%
(Sigma, Niemcy). Barwnik ten ma wifasciwosci przenikania przez uszkodzong btone
komodrkowg. Komérki niezdolne do przezycia absorbujg barwnik i sg widoczne pod
mikroskopem w kolorze niebieskim. Osad po odwirowaniu komdrek w trakcie procedury
pasazu zawieszano w standardowym medium hodowlanym, nastepnie pobierano réwng
objetos¢ zawiesiny komérkowej i mieszano z réwng objetoscia barwnika. Roztwér
wprowadzano do kanatdow hemocytometru (komora Neubauer) i liczono komorki
z wykorzystaniem mikroskopu o odwréconej optyce (CKX53, Olympus). Liczbe zywych

komorek okreslano przy uzyciu wzoru:

A/4x2x10*xB

gdzie:
A — Liczba komdrek zliczona z czterech naroznych kwadratéw komory,
B — objetos¢ medium [ml] uzytego do zawieszenia komoarek.

Do dalszych badan stosowano komérki, ktdre osiggaty 95% zywotnosci.
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3.2.1 Przygotowanie medium kondycjonowanego

W pracy wykorzystano juz wcze$niej opracowang metode przygotowania medium
kondycjonowanego (CM, ang. Conditioned Medium) [54]. Komdrki ASCStelo oraz komorki
HC-6223 wysiewano na butelke hodowlang (T75) w gestosci 1x10%/cm?. Po 24h wstepnej
inkubacji, medium zmieniano na swieze. Medium kondycjonowane zawierajgce czgsteczki
wydzielane przez mezenchymalne komérki macierzyste (MSC-CM) lub fibroblasty zwigzane
z rakiem (CAF-CM), takie jak metabolity, czynniki wzrostu, biatka ECM zbierano po 72h
hodowli. Prébki odwirowywano, filtrowano (Steritop Membrane Filter, Merck Millipore, USA)
i przechowywano w temperaturze -20°C celem pdzniejszego uzycia. W trakcie wykonywania
eksperymentéw medium kondycjonowane rozmrazano i stosowano w proporcji 1:1

ze standardowym medium wzrostowym danej linii komdrkowej.

3.3 Roztwory lekéw

W pracy doktorskiej zastosowano ciprofloksacyne (Sigma-Aldrich, Niemcy) jako
modelowy lek na raka pecherza moczowego. Celem analizy wptywu CAF-CM oraz ASCS-CM na
komorki raka pecherza moczowego okre$lono potowe maksymalnego stezenia hamujgcego
(IC, ang. Inhibitory Concentration), czyli takiego stezenia, ktére hamuje wzrost danej linii
komdrkowej o 50% - IC50. Jako dodatkowe stezenia okreslono IC10 oraz IC90, czyli stezenia

hamujace wzrost odpowiednio o0 10% i 90%.

Jako modelowy lek na raka prostaty zastosowano cisplatyne (Cayman Chemical, USA).
W trakcie analizy wptywu ASCS-CM i CAF-CM na wrazliwo$é komérek raka prostaty na leczenie

stosowano stezenia hamujgce, takie jak IC10, IC50 i I1C90.

3.4 Ocena wptywu CAF-CM na sekretom komérek nowotworowych

W celu okreslenia zmian w sktadzie zbioru czgsteczek wydzielanych przez linie komadrek
nowotworowych po interakcji z mediatorami znajdujgcymi sie w medium kondycjonowanym
z CAF wykorzystano dostepne komercyjnie testy ELISA. Linie komdrkowe DU145 i HB-CLS-1
wysiewano na ptytke 96-dotkowg w gestosci 2x10° komédrek/cm?2. Po 24h preinkubacji
standardowe medium wzrostowe zmieniano na CAF-CM. Jako kontrole stosowano komoérki
hodowane w RPMI1640 w objetosci 1:1 z kompletnym medium fibroblastéw. Komorki
inkubowano 48h lub 72h. Po tym czasie usuwano pozywke i zmieniano na swieze standardowe

medium wzrostowe. Po kolejnych 24h przeprowadzano analize uzyskanych supernatantéw.
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3.4.1 Analiza panelu cytokin i chemokin

Do okreslenia poziomu cytokin/chemokin (IL1B, IL1A, IL4, IL6, 118, IFNy, IFNa, Gm-csf,
MIP-1a, TGF-B, IL13) stosowano Human Mix-N-Match Multi-Analyte ELISArray KIT (Qiagen,
Niemcy). Test wykonywano zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.
Przygotowane supernatanty przenoszono na 96-dotkowa ptytke optaszczong przeciwciatami
(ELISArray'™), inkubowano i ptukano. W kolejnym kroku dodawano przeciwciata Il-rzedowe,
ponownie inkubowano i przemywano, a nastepnie dodawano awidyne sprzezong
z peroksydazg chrzanowg (HRP, ang. Horseradish Peroxidase). Po kolejnej inkubacji
przeprowadzano ptukanie koncowe ptytki i dodawano substrat dla enzymu. Na tym etapie
pozytywne prébki barwig sie na kolor niebieski. Po zatrzymaniu reakcji zmieniajg kolor na
26tty. Intensywnos$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do liczby identyfikowanej
czasteczki. Absorbancje mierzono czytnikiem ptytek (Multiskan Sky, Thermo Fisher Scientific)

przy dtugosci fali 450nm.

3.4.2 Analiza zmian ekspres;ji IL-33

Do analizy zmian w ekspresji IL-33 stosowano Human IL-33 ELISA kit (Invitrogen, USA).
Test wykonywano zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Przygotowane
supernatanty przenoszono na przeptukang wczesniej 96-dotkowg ptytke optaszczonag
przeciwciatem przeciwko ludzkiej IL-33, inkubowano i ponownie ptukano. Nastepnie
dodawano koniugat biotyny (ang. biotin-conjugated anti-human IL-33) celem zwigzania IL-33
wychwyconej przez pierwsze przeciwciato. Po raz kolejny ptytke doktadnie ptukano
i dodawano streptawidyne sprzezong z HRP, aby zwigza¢ koniugat biotyny przeciwciata IL-33.
Po koncowym ptukaniu dodawano substrat dla enzymu. Przed odczytaniem wynikéw
zatrzymywano reakcje poprzez dodanie STOP solution. Absorbancje mierzono czytnikiem

ptytek (Multiskan Sky, Thermo Fisher Scientific) przy dtugosci fali 450nm.

3.5 Ocena zywotnos¢ komorek nowotworowych przy uzyciu testu MTT

Aby oceni¢ wptyw czasteczek wydzielanych przez CAF na zywotnos¢ komodrek
nowotworowych stosowano test MTT. Opiera sie on na konwersji barwnika MTT (Bromek 3-
(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolinowy) do nierozpuszczalnego purpurowego
formazanu. Jest to wynik dziatania reduktazy mitochondrialnej aktywnych metabolicznie

komorek. Krysztaty formazanu sg nastepnie rozpuszczane i powstaje barwny roztwor, ktérego
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intensywnos¢ mierzona jest spektrofotometrycznie. llos¢ zredukowanego barwnika uznawana

jest za proporcjonalng do liczby aktywnych metabolicznie (zywych) komodrek.

Linie komdrek nowotworowych wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci 2x103
komodrek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe zmieniano na CAF-CM.
Jako kontrole stosowano komoérki hodowane w RPMI1640 w objetosci 1:1 z kompletnym
medium fibroblastéw. Tak przygotowang hodowle inkubowano 48h lub 72h w warunkach
standardowych. Nastepnie przeprowadzano analize aktywnosci metabolicznej badanych
komorek. Zuzyte medium usuwano, powierzchnie wzrostowg dotkdw przeptukiwano buforem
PBS i dodawano roztwér MTT (1mg/ml, Sigma, Niemcy). Przygotowang ptytke inkubowano 2h
w 37°C. Uzyskane krysztaty formazanu rozpuszczano w DMSO. Absorbancje mierzono

czytnikiem ptytek (Multiskan Sky, Thermo Fisher Scientific) przy dtugosci fali 570nm.

3.6 Ocena proliferacji komdrek nowotworowych przy uzyciu testu BrdU

W celu oceny wptywu mediatoréw syntetyzowanych przez CAF na aktywnos$é
proliferacyjng komérek nowotworowych stosowano BrdU Cell Proliferation ELISA Kit (Abcam,
Wielka Brytania). Test wykonywano zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.
Opiera sie on na zastosowaniu syntetycznego analogu tymidyny 5-bromo-2’deoksyurydyny
(BrdU, ang. Bromodeoxyuridine), ktéry wbudowuje sie do DNA dzielgcej sie komérki. Detekcja
BrdU polega na zastosowaniu specyficznego przeciwciata koniugowanego z HRP i reakgji
enzymatycznej umozliwiajgcej  powstanie  barwnego  roztworu do  pomiaru

kolorymetrycznego.

Linie raka pecherza moczowego HB-CLS-1 i raka prostaty DU145 wysiewano na ptytki
96-dotkowe w gestosci 2x103 komérek/cm?. Po 24h preinkubacji, standardowe medium
wzrostowe zmieniano na CAF-CM. Jako kontrole stosowano komérki hodowane w RPMI1640
w objetosci 1:1 z kompletnym medium fibroblastéw. Przygotowane komérki inkubowano 48h
lub 72h w warunkach standardowych. Od 12 do maksymalnie 24 godzin przed koricem
inkubacji dodawano odczynnik BrdU. Zgodnie z protokotem komarki nastepnie utrwalano. Do
suchych utrwalonych komoérek dodawano przeciwciato I-rzedowe. Po inkubacji i ptukaniu na
ptytke dodawano przeciwciato ll-rzedowe skoniugowane z HRP. W koricowym etapie komaorki

traktowano substratem dla HRP. Przed odczytem wynikdw reakcje enzymatyczng
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zatrzymywano przy uzyciu STOP solution. Absorbancje mierzono czytnikiem ptytek (Multiskan

Sky, Thermo Fisher Scientific) przy dtugosci fali 450nm.

3.7 Analiza apoptozy komdérek nowotworowych

W celu oceny wptywu CAF-CM na apoptoze komédrek raka pecherza moczowego i raka
prostaty stosowano barwienie CellEvast Caspase-3/7 Green (ThermoFisher, USA). Test
umozliwia identyfikacje komdrek apoptotycznych, wybarwiajgc komorki z aktywng kaspaza

3/7. Test standardowo przeprowadzany jest na zywych nieutrwalonych komarkach.

Linie komdrek nowotworowych wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci 2x103
komorek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe zmieniano na CAF-CM,
jako kontrole stosowano komérki hodowane w RPMI1640 w objetosci 1:1 z kompletnym
medium fibroblastéw. Przygotowang ptytke inkubowano 48h w warunkach standardowych.
Nastepnie dodawano barwnik CellEvent Caspase 3/7 Green i inkubowano przez 2h. Komérki
analizowano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego o odwréconej optyce (Olympus).
Przed kornicem inkubacji dodawano réwniez barwnik Hoechst 33342 w celu wybarwienia jader
komodrkowych, pomocniczo przy liczeniu i rozpoznawaniu komdrek. Komérki apoptotyczne

obserwowano z uzyciem FITC, a jagdra komdrkowe z uzyciem DAPI.

3.8 Analiza aktywacji szlakéw sygnalizacyjnych

Analize wptywu CAF-CM na aktywacje wybranych szlakow sygnalizacyjnych
przeprowadzano przy uzyciu ERK/AKT/p70 S6K Activation InstantOne ELISA Kit (Invitrogen,
USA), zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta. Kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomdrkowym (ERK, ang. Extracellular Signaling-Regulated Kinase) stanowi kluczowy
sktadnik sciezki kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem (MAPK, ang. Mitogen-activated
Protein Kinases). Jest ona aktywowana w odpowiedzi na rézne bodzce, w tym czynniki wzrostu
i cytokiny. Jej aktywacja zwigzana jest z fosforylacjg biatek, ktére odpowiadajg za regulacje
licznych proceséw komorkowych. AKT z kolei stanowi cze$é szlaku sygnalizacyjnego
PI3K/AKT/mTOR. Jego aktywacja prowadzi do wzrostu i proliferacji komorek. Biatka
produkowane w mikrosrodowisku guza mogg wzmacnia¢ jego aktywacje, prowadzgc do
progresji nowotworu. Aktywno$é p70 S6K jest regulowana przez wiele szlakéw, w tym MAPK

i mTOR, a jego aktywacja prowadzi do zwiekszenia syntezy biatek.
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Biatko p53 odgrywa istotng role w hamowaniu proliferacji uszkodzonych komérek.
W zwigzku w tym, w pracy doktorskiej oceniono ekspresje biatka catkowitego oraz jego
ufosforylowanej formy. Do analizy wykorzystano p53 (Total/Phospho) Multispecies

InstantOne™ ELISA Kit (ThermoFisher, USA).

Linie komdrek nowotworowych wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci 2x103
komodrek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe zmieniano na CAF-CM.
Jako kontrole stosowano komoérki hodowane w RPMI1640 w objetosci 1:1 z kompletnym
medium fibroblastéw. Tak przygotowane komérki hodowano 48h lub 72h. Po tym czasie
zuzyte medium usuwano i powierzchnie dotkdéw przemywano buforem PBS. Nastepnie
przeprowadzano lize komodrek przy uzyciu Cell Lysis Buffer Mix. Przygotowane prébki
dodawano na ptytke InstantOne wraz z koktajlem przeciwciat | - i ll-rzedowych. Po inkubacji
dotki ptytki przemywano i dodawano Detection Reagent. Po 30 minutach zatrzymywano
reakcje z uzyciem STOP solution. Absorbancje mierzono czytnikiem ptytek (Multiskan Sky,

Thermo Fisher Scientific) przy dtugosci fali 450nm.

3.9 Ocena wptywu CAF-CM na wrazliwos¢ komdrek nowotworowych na

zastosowane chemioterapeutyki

3.9.1 Wrazliwos¢ komodrek raka prostaty na cisplatyne

W pracy doktorskiej oceniano wptyw medium kondycjonowanego z CAF na wrazliwos¢
komorek raka prostaty na badany lek. Jako model zastosowano komérki DU145 traktowane
cisplatyng w stezeniach IC10, IC50i IC90. Stezenia hamujgce identyfikowano przy uzyciu testu
MTT. Na ptytke 96-dotkowg wysiewano komorki w gestosci 2x10° komérek/cm?. Po 24h
preinkubacji komérki traktowano réznymi stezeniami cisplatyny (0,5 - 20 uM) przez 24h i 48h.
Po tym czasie wykonywano test MTT. Obnizenie zywotnosci komodrek obliczano przez
poréwnanie wynikéw absorbancji komorek traktowanych lekiem z wynikami kontroli, czyli
komorek bez dodatku leku. Przy uzyciu programu statystycznego GraphPad Prism
wygenerowano réwnanie krzywej i wyznaczono logarytmiczng linie trendu, co umozliwito
uzyskanie wartosci stezen hamujgcych 1C10, IC50 i IC90. Nastepnie celem analizy wrazliwosci
linii raka prostaty na wybrane stezenia cisplatyny, komorki wysiewano na ptytki 96-dotkowe
w gestosci 2x103 komodrek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe

zmieniano na CAF-CM. Komorki inkubowano przez 48h w warunkach wzrostowych. Po tym
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czasie zmieniano medium na swieze zawierajace lek. Po kolejnych 48h hodowli, wykonywano
test MTT i/lub test BrdU. Jako kontrole stosowano komoérki hodowane w standardowym

medium wzrostowym w proporcji 1:1 z kompletnym medium fibroblastéw.

3.9.2 Wrazliwos¢ komoérek raka pecherza moczowego na ciprofloksacyne

W celu oceny wptywu fibroblastéw zwigzanych z rakiem na wrazliwo$é komérek raka
pecherza moczowego na badany lek wykorzystano komodrki HB-CLS-1 traktowane
ciprofloksacyng w stezeniach IC10, IC50 i IC90. Stezenia hamujgce identyfikowano przy uzyciu
testu MTT. Na ptytke 96-dotkowg wysiewano komdrki w gestosci 2x103 komdrek/cm?. Po 24h
preinkubacji komérki traktowano réznymi stezeniami ciprofloksacyny (100-1000uM) przez
dobe, a nastepnie wykonywano test MTT. Zmniejszenie zywotnosci komérek obliczano przez
porownanie wynikow absorbancji komdrek traktowanych lekiem z wynikami kontroli, czyli
komoérek bez dodatku leku. Przy uzyciu programu statystycznego GraphPad Prism
wygenerowano réwnanie krzywej i wyznaczono logarytmiczng linie trendu, co umozliwito
uzyskanie wartosci stezen hamujgcych 1C10, IC50 i IC90. Nastepnie celem analizy wrazliwosci
linii raka pecherza moczowego na wybrane stezenia ciprofloksacyny komérki nowotworowe
wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestoéci 2x10° komodrek/cm?2. Po 24h preinkubacji
standardowe medium wzrostowe zmieniano na CAF-CM. Tak przygotowane komorki
inkubowano 48h w warunkach wzrostowych. Po tym czasie wymieniano medium na swieze
zawierajace lek. Po 24h wykonywano test MTT i/lub test BrdU. Jako kontrole stosowano
komorki hodowane w standardowym medium wzrostowym w proporcji 1:1 z kompletnym

medium fibroblastow.

3.9.3 Ocena wptywu IL-33 na wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na badane leki

Aby zaobserwowac zmiany po wykluczeniu IL-33 z CAF-CM stosowano przeciwciato
neutralizujgce 1L-33 (Anti-hIL-33-IgG, InvivoGen, USA). Zgodnie z zaleceniami producenta
przed kazdym eksperymentem przygotowywano swieze medium kondycjonowane CAF
z neutralizacjg IL-33. CAF-CM z dodatkiem przeciwciata neutralizujgcego (2ug/ml) inkubowano
30 minut w 37°C. Nastepnie dodawano roztwér na ptytke z liniami komérek nowotworowych
w proporcji 1:1 ze standardowym medium wzrostowym. W pierwszej kolejnosci analizowano
wptyw neutralizacji IL-33 na komodrki nowotworowe, a nastepnie analizowano wptyw
neutralizacji IL-33 na wrazliwos¢ komorek raka pecherza moczowego i raka prostaty na
wybrane leki. Linie komérek nowotworowych wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci
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2x10% komodrek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe zmieniano na
przygotowane CAF-CM ze zneutralizowang IL-33. Jako kontrole stosowano komorki
nowotworowe z CAF-CM bez neutralizacji IL-33. Po 48h hodowli wykonywano test MTT,
a w przypadku analizy wrazliwosci na ptytke dodawano leki w stezeniu odpowiadajgcym IC50.
Do linii HB-CLS-1 dodawano ciprofloksacyne na 24h. Do linii DU145 dodawano cisplatyne na
48h. Po tym czasie wykonywano test MTT i/lub test BrdU.

3.9.4 Ocena wptywu FGF2 na wrazliwo$¢ komérek nowotworowych na badane leki

Aby zaobserwowaé zmiany wptywu neutralizacji czynnika wzrostu fibroblastéow 2
(FGF2, ang. Fibroblast Growth Factor-2) z CAF-CM stosowano przeciwciato neutralizujgce FGF2
(Anti-FGF-2/basic FGF (neutralizing) clone bFM-1, Merck, Niemcy). Zgodnie z zaleceniami
producenta, przed kazdym eksperymentem przygotowywano swieze CAF-CM z neutralizacjq
FGF2. CAF-CM z dodatkiem przeciwciata neutralizujgcego (5ug/ml) inkubowano 1h w 37°C.
Nastepnie roztwory dodawano na ptytke z komérkami nowotworowymi w proporcji 1:1 ze
standardowym medium wzrostowym. Na poczatku analizowano wptyw neutralizacji FGF2 na
same komorki nowotworowe, a nastepnie wptyw na ich wrazliwos¢ na leczenie
farmakologiczne. W tym celu linie komérkowe wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci
2x10% komdrek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe zmieniano na
przygotowane CAF-CM ze zneutralizowanym FGF2. Jako kontrole stosowano komorki
nowotworowe z CAF-CM bez dodatku przeciwciat neutralizujgcych FGF2. Po 48h hodowli
wykonywano test MTT, a w przypadku badania wrazliwosci na chemioterapeutyki, na ptytke
dodawano leki w stezeniu odpowiadajgcym IC50. Do linii HB-CLS-1 dodawano ciprofloksacyne
na 24h, a do linii DU145 cisplatyne na 48h. Do analizy kolorymetrycznej zastosowano test MTT
i test BrdU.

3.10 Ocena wptywu ASCS-CM na wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na
zastosowane chemioterapeutyki
W pracy doktorskiej sprawdzano réwniez czy mediatory syntetyzowane przez
mezenchymalne komérki macierzyste wptywajg na wrazliwos¢ komorek nowotworowych na
stosowane chemioterapeutyki. Przed przystgpieniem do eksperymentéw przygotowano

medium kondycjonowane z ASCStelo zgodnie z metodg opisang w rozdziale 3.2.1.
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3.10.1 Wrazliwos¢ komodrek raka prostaty na cisplatyne

Komérki raka prostaty wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci 2x103
komdrek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe zmieniano na ASCS-CM.
Przygotowang hodowle inkubowano przez 48h w warunkach wzrostowych. Po tym czasie
zmieniano medium na $wieze zawierajgce cisplatyne w stezeniach odpowiadajgcych IC10,
IC50 oraz IC90. Po kolejnych 48h hodowli, wykonywano test MTT i/lub test BrdU. Jako kontrole
stosowano komoérki hodowane w standardowym medium wzrostowym w proporcji 1:1

z medium linii ASCStelo.

3.10.2 Wrazliwos¢ komoérek raka pecherza moczowego na ciprofloksacyne

Komorki raka pecherza moczowego wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci 2x103
komorek/cm?. Po 24h preinkubacji standardowe medium wzrostowe zmieniano na ASCS-CM.
Komérki nowotworowe inkubowano przez 48h w warunkach wzrostowych. Po tym czasie
zmieniano medium na Swieze zawierajace ciprofloksacyne w stezeniach odpowiadajgcych
IC10, IC50 oraz I1C90. Po kolejnych 24h hodowli, wykonywano test MTT i/lub test BrdU. Jako
kontrole stosowano komérki hodowane w standardowym medium wzrostowym w proporcji

1:1 z medium linii ASCStelo.

3.11 Analiza statystyczna

Do analizy uzyskanych wynikdw wykorzystywano parametryczne i nieparametryczne
testy istotnosci statystycznej. We wszystkich testach jako poziom ufnosci zastosowano 95%.
Wyniki przedstawiono jako $rednie z odchyleniem statystycznym (SD, ang. Standard

Deviation).

1. Test Shapiro-Wilka — test normalnosci wykonywano celem weryfikacji hipotezy, ze
rozktad danych nie odbiega od rozktadu normalnego (rozktad Gaussa). Pozytywny
wynik oznacza, ze nie stwierdzono istotnego (95%) odchylenia od rozktadu
normalnego. Negatywny wynik oznacza, ze dane nie pasujg do rozktadu normalnego.
Po potwierdzeniu rozktadu normalnego, wykonywano test parametryczny, w innym
przypadku stosowano test nieparametryczny.

2. T-test — test stosowano do poréwnania zmiennych dwodch grup w rozktadzie

normalnym.
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3. ANOVA - analize wykonywano, aby poréwnac¢ zmienne w wiecej niz dwdch grupach
w przypadku rozktadu normalnego.

4. Test ANOVA Kruskala-Wallisa - wykorzystywano jako test nieparametryczny, aby
poréwnac zmienne w wiecej niz dwdch grupach.

5. U Manna-Whitneya - wykorzystywano jako test nieparametryczny, aby poréwnac

zmienne w dwdch grupach.

Analize statystyczng uzyskanych wynikédw przeprowadzano przy uzyciu programu GraphPad

Prism 9.5.0 (wersja testowa).
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4 Wyniki
4.1 Wptyw mediatoréw syntetyzowanych przez fibroblasty zwigzane z rakiem na

komorki raka pecherza moczowego

4.1.1 Zmiany aktywnosci sekrecyjnej komérek nowotworowych

Zmiany w stezeniach wybranych biatek okreslano na podstawie testu ELISA.
Profilowanie cytokin wydzielanych przez komdrki nowotworowe po inkubacji z CAF-CM jest
niezbedne do okreslenia co wptywa na aktywnos¢ biologiczng tych komorek. Inkubacja
z mediatorami zawartymi w CAF-CM zmienia profil biatek syntetyzowanych przez komérki raka
pecherza moczowego (Tabela 3). Czasteczki bioaktywne wydzielane przez CAF znacznie
zwiekszyty stezenie IL-13. Po 48h oraz 72h hodowli odnotowano odpowiednio 1,6-krotny
i 2,4-krotny wzrost stezenia tego biatka. Zaobserwowano réwniez zmiany w ilosci wydzielanej
IL-6, odnotowano 1,2-krotny i 1,5-krotny wzrost stezenia po 48h i 72h hodowli w obecnosci
CAF-CM, w poréwnaniu do komérek kontrolnych. Wspdlna hodowla HB-CLS-1 z CAF-CM
zmniejszyta poziom IL-1A, stanowit on 56% kontroli po 48h oraz 89% kontroli po 72h.
Dodatkowo, po kréotszym okresie hodowli w poréwnaniu do kontroli, zaobserwowano
1,5-krotny wzrost stezenia Interferonu alfa (IFN-a, ang. Interferon alfa). Jednakze, po dtuzszym
okresie hodowli poziom tego biatka byt niewykrywalny. Nie zaobserwowano znaczgcych zmian
w stezeniach pozostatych badanych cytokin/chemokin. Poziom IL-10, Interferonu gamma
(IFN-y, ang. Interferon gamma) i biatka zapalnego makrofagéw 1la (MIP-1a, ang. Macrophage

Inflammatory Protein 1a) byt niewykrywalny.
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Tabela 3. Zmiany aktywnosci sekrecyjnej HB-CLS-1 po hodowli z CAF-CM przez 48h i 72h.

CAF-CM CAF-CM
48h 72h
i Zmiana /i Zmiana
Pe stezenia Pe stezenia
IL-1a 2,5E-1 0,6 J 4,0E-1 0,9
IL-1B 4,2 0,81 4,9 1,0
IL-4 1,1E-3 0,84 n.d n.d
IL-6 5,3 1,29 7,5 1,51
IL-8 16,8 1,0 17,3 1,0
IL-10 n.d. n.d. n.d. n.d.
IFN-y n.d. n.d. n.d. n.d.
IFN-a 5,3E-2 1,5 p n.d. n.d.
GM-CSF 17,3 0,9y 21,0 1,11
MIP-1a n.d. n.d. n.d. n.d.
TGF-B1 8,8 0,74 7,5 0,94
IL-13 1,8E-1 1,6 p 5,2E-1 2,41

n.d. — niewykrywalny (ang. not detactable)

Inkubacja z mediatorami zawartymi w CAF-CM, zmienia réwniez profil biatek
syntetyzowanych przez komérki raka prostaty (Tabela 4). W pordownaniu do kontroli,
odnotowano znaczny wzrost IL-la, 33-krotny po 48h hodowli i 47-krotny po 72h.
Zaobserwowano rowniez wzrost stezenia IL-6, po 48h wynidst 2,0-krotnos¢ kontroli, po 72h
inkubacji wynidst 3,6-krotnos¢ kontroli. Dodatkowo, wykazano 1,6- i 5,3-krotny wzrost
stezenia IL-10, odpowiednio po 48h i 72h hodowli w CAF-CM. Nie odnotowano znacznych

réznic w poziomach pozostatych analizowanych czgsteczek. Stezenia IFN- y, MIP-1a oraz IL-13

byty niewykrywalne.
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Tabela 4. Zmiany aktywnosci sekrecyjnej DU145 po hodowli z CAF-CM przez 48h i 72h.

CAF-CM CAF-CM
48h 72h

pg/ml Zmiana pg/ml Zmiana

IL-1a 2,0E-2 33 2,8E-2 47

IL-1B 1,1E-3 1,2 9,0E-4 n.d.
IL-4 3,0E-3 0,84 4,0E-3 034
IL-6 3,5E-1 2,01 6,2E-1 3,6 1"
IL-8 17,1 1,0 15,0 094
IL-10 1,9E-2 1,6 P 6,4E-2 531

IFN-y n.d. n.d. n.d. n.d.
IFN-a 2,3E-2 034 2,3E-2 1,51
GM-CSF 6,7E-1 1,2 1 5,4E-1 094

MIP-1a n.d. n.d. n.d. n.d.

TGF-B1 13,5 0,8 15,7 1,0

IL-13 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. niewykrywalny (ang. not detactable)

4.1.2 Profilowanie zmian w poziomie IL-33

Poznanie wptywu czynnikdw syntetyzowanych przez fibroblasty zwigzane z rakiem na
wydzielanie IL-33 przez komorki raka prostaty i raka pecherza moczowego wydaje sie istotne
w ocenie jej roli w TME i wptywu na leczenie. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli.
Komérki raka pecherza moczowego w 48-godzinnej hodowli z mediatorami wydzielanymi

przez CAF wykazaty wyzszg ekspresje IL-33 o 4%. Natomiast, w hodowli 72-godzinnej o 9%

(Rycina 1). Analiza statystyczna nie wykazata istotnosci (p>0,05) wykazanych rdznic.
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Rycina 1. Ekspresja IL-33 przez HB-CLS-1 po 48h i 72h hodowli w obecnosci CAF-CM. Wyniki

nieistotne statystycznie oznaczono jako ns.
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Test wskazat na obnizenie ekspresji IL-33 po 48h inkubacji z CAF-CM o 3% oraz wzrost
po 72h inkubacji o 8% (Rycina 2). W analizie statystycznej nie wykazano istotnosci

zaobserwowanych réznic (p>0,05).
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Rycina 2. Ekspresja IL-33 przez DU145 po 48h i 72h hodowli w obecnosci CAF-CM. Wyniki

nieistotne statystycznie oznaczono jako ns.
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4.1.3 Analiza zywotnosci komorek nowotworowych

Zywotnosé definiowano jako aktywno$é¢ metaboliczng komérek. Im wyzsza aktywno$é
dehydrogenazy mitochondrialnej, tym wyzszy wynik kolorymetryczny. Wyniki przedstawiono
jako wynik procentowy w odniesieniu do kontroli, ktéra stanowi 100%. Czasteczki wydzielane
przez fibroblasty zwigzane z rakiem spowodowaty wzrost zywotnosci HB-CLS-1 po 48h oraz
72h, odpowiednio o 15% i 13% (Rycina 3), w poréwnaniu do kontroli. Analiza statystyczna
wykazata istotno$¢ otrzymanych wynikéw (p<0,05). Zmiany w zageszczeniu badanych
komodrek mozna zaobserwowac rowniez na Rycinie 4 przedstawiajgcej morfologie komadrek
HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM. Nie zauwazono widocznych zmian w morfologii
po 48h hodowli z CAF-CM. Po 72h hodowli z mediatorami syntetyzowanymi przez CAF

w monowarstwie widoczne sg komorki o nietypowym, wydtuzonym ksztatcie.
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Rycina 3. Zywotno$¢ HB-CLS-1 hodowanych przez 48h i 72h w obecnoéci CAF-CM. Gwiazdka

oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).

Strona 40 z 107



Kontrola

Rycina 4. Obserwacje mikroskopowe morfologii komérek linii HB-CLS-1 w obecnosci CAF-CM.

Mikroskop o odwrdéconej optyce, powiekszenie 20x.

Komorki DU145 hodowane z mediatorami syntetyzowanymi przez fibroblasty zwigzane
z rakiem wykazaty wyzszg aktywno$¢ metaboliczng (Rycina 5). Po 48h i 72h hodowli
zaobserwowano wzrost zywotnosci odpowiednio o 15% i 42%. W przypadku obu wynikow
potwierdzono istotnos¢ statystyczng (p<0,05). Rycina 6 przedstawia morfologie komadrek
DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM. Podobnie, jak w przypadku komadrek raka pecherza

moczowego, zaobserwowano zmiany w ksztatcie komdérek nowotworowych po inkubacji
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z CAF-CM. Cze$¢ widocznych komdrek przybrata nieregularny, przypominajacy wrzecionowaty
ksztatt. Odnotowano takie wieksze zageszczenie komdrek w prébach badanych,

w porownaniu do kontroli.
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Rycina 5. Zywotno$¢ DU145 hodowanych przez 48h i 72h w obecnosci CAF-CM. Gwiazdka

oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
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Rycina 6. Obserwacje mikroskopowe morfologii komdérek DU145 w obecnosci CAF-CM.

Mikroskop o odwréconej optyce, powiekszanie 20x.
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4.1.4 Analiza tempa proliferacji komoérek nowotworowych

Proliferacje komérek okreslano na podstawie ilosci wbudowanego syntetycznego
analogu tymidyny (BrdU) do nici DNA dzielgcych sie komodrek. Im wyzszy wynik
kolorymetryczny, tym wyzsza aktywnos¢ proliferacyjna komdrek. Wyniki przedstawiono
w odniesieniu do kontroli, ktéra stanowi 100%. Po 48h inkubacji komodrek raka pecherza
moczowego w medium kondycjonowanym z CAF proliferacja tych komérek wzrosta o 13%,
w poréwnaniu do kontroli (Rycina 7). Po kolejnych 24 godzinach, wykazano wzrost o 12%,

w poréwnaniu do kontroli. Analiza statystyczna wykazata istotnos¢ obu wynikéw (p<0,05).
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Rycina 7. Aktywnos¢ proliferacyjna HB-CLS-1 hodowanych przez 48h i 72h w obecnosci

CAF-CM. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
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W tescie wykazano, ze czynniki syntetyzowane przez fibroblasty zwigzane z rakiem
wptywajg na aktywnos¢ proliferacyjng komdérek DU145 (Rycina 8). Po 48h inkubacji
w obecnosci CAF-CM, zaobserwowano wyzszg proliferacje o 15% (p<0,05), w poréwnaniu do

kontroli. Nie wykazano znaczgcych zmian po 72h hodowli.
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Rycina 8. Proliferacja DU145 hodowanych przez 48h i 72h w obecnosci CAF-CM. Gwiazdka
oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki nieistotne statystycznie (p>0,05)

oznaczono jako ns.
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4.1.5 Ocena apoptozy komadrek nowotworowych

Apoptoze okreslono poprzez wybarwienie komérek z aktywng kaspazg 3/7. Kaspaza
3/7 aktywowana jest w komérkach apoptotycznych. W celu okreslenia liczebnosci komorek,
wybarwiono réwniez jadra komodrkowe. Czagsteczki bioaktywne wydzielane przez CAF
zahamowaty proces apoptozy komérek nowotworowych. Po 48h inkubacji z CAF-CM
wykazano mniejszg liczbe komadrek z aktywng kaspazg 3/7 o 3,35% (p<0,05), w poréwnaniu do
kontroli (Rycina 9). Po 72h hodowli z czynnikami wydzielanymi przez fibroblasty zwigzane
z rakiem, wykazano nizszg liczbe komérek apoptotycznych o 1,86%, jednak analiza
statystyczna nie wykazata istotnosci tego wyniku (p>0,05). Rycina 10 przedstawia komorki
z wybarwionymi jadrami komodrkowymi (DAPI) oraz komorki z aktywng kaspaza 3/7
(Alexa488). Przedstawiono réowniez kontrole pozytywne, ktére stanowity komorki HB-CLS-1

traktowane cisplatyna przez 48 godzin.
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Rycina 9. Aktywno$¢ kaspazy 3/7 w HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM. A) komorki
kontrolne, B) komodrki inkubowane z CAF-CM przez 48h, C) komorki inkubowane z CAF-CM
przez 72h. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie

nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 10. Aktywnosc¢ kaspazy 3/7 komdrkach HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM

przez 48h i 72h. Dokumentacja fotograficzna. Powiekszenie 20x.

W komoérkach kontrolnych DU145 zaobserwowano 4,9% komodrek apoptotycznych.

Po 48h inkubacji z mediatorami syntetyzowanymi przez CAF, zaobserwowano 4,5% komoarek
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% komorek apoptotycznych

raka prostaty z aktywng kaspazg 3/7. Z kolei, po 72h inkubaciji, liczba komérek apoptotycznych
stanowita 3,5% catkowitej liczby komodrek z wybarwionym jgdrem komérkowym (Rycina 11).
Rycina 12 przedstawia komérki z wybarwionymi jgdrami komérkowymi (DAPI) oraz komérki
z aktywng kaspazg 3/7 (Alexa488). Przedstawiono réowniez kontrole pozytywne, ktore

stanowity komarki linii DU145 traktowane cisplatyng przez 48 godzin.
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Rycina 11. Aktywnos$¢ kaspazy 3/7 w komodrkach DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM.
A) komoérki kontrolne, B) komérki inkubowane z CAF-CM przez 48h, C) komérki inkubowane

z CAF-CM przez 72h. Wyniki nieistotne statystycznie oznaczono jako ns.
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Rycina 12. Aktywnos¢ kaspazy 3/7 w komdrkach DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM

przez 48h i 72h. Dokumentacja fotograficzna. Powiekszenie 20x.
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4.1.6 Aktywacja wybranych szlakéw sygnalizacyjnych

Celem okreslenia aktywacji szlakéw sygnalizacyjnych wykonywano dostepny
komercyjnie test AKT/ERK/p70 S6K Activation Multispecies InstantOne™ ELISA Kit. Hodowla
HB-CLS-1 w obecnosci czagsteczek bioaktywnych wydzielanych przez CAF, zmienita aktywnosé
badanych szlakéw sygnalizacyjnych (Rycina 13). Po 72h inkubacji z CAF-CM zaobserwowano
znaczgcy wzrost ekspresji kinazy ERK 1/2. Odnotowano 1,9-krotny (p<0,05) wzrost w stosunku
do kontroli. Dodatkowo, zaobserwowano 1,4-krotny wzrost aktywnosci kinazy AKT 1/2
(p<0,05) oraz 1,3-krotny wzrost biatka rybosomalnego p70 S6K. Nalezy jednak uwzgledni¢, ze
wynik absorbancji przy prébach badanych AKT i p70 S6K jest stosunkowo niski.
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Rycina 13. Aktywacja ERK/AKT/p70 w komodrkach HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci

CAF-CM. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
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Po 72h hodowli DU145 w obecnosci czgsteczek bioaktywnych wydzielanych przez CAF,
zaobserwowano ponad 2-krotny wzrost aktywacji gtéwnej kinazy szlaku MAPK — ERK 1/2
(p<0,05). Ponadto, wykazano réwniez 2-krotny oraz 1,8-krotny wzrost aktywnosci AKT 1/2
i rybosomalnego biatka p70 (Rycina 14). Nalezy jednak wzigé pod uwage niski wynik
absorbancji przy prébach AKT oraz p70.
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Rycina 14. Aktywacja ERK/AKT/p70 w komadrkach DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM.

Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).

4.1.7 Analiza zmian ekspresji biatka p53

Ekspresje biatka p53 analizowano z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego testu p53
Human ELISA Kit, umozliwiajgcego pomiar biatka catkowitego oraz jego ufosforylowanej
(aktywnej) formy. Analiza wykazata réznice zaréwno w ekspresji biatka catkowitego, jak i jego
aktywne]j formy Ser15. Po 48h i 72h hodowli HB-CLS-1 z medium kondycjonowanym z CAF,
obserwowano wyzszg ekspresje biatka catkowitego p53 (Rycina 15A). W przypadku 48h
inkubacji, ekspresja biatka zwiekszyta sie 1,18-krotnie (p>0,05), natomiast po 72h hodowli

zwiekszyta sie 1,22-krotnie (p<0,05). Pomiar aktywnej formy biatka p53 wykazat natomiast
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znaczace statystycznie 1,06-krotne (p<0,05) obnizenie ekspresji. Nie zaobserwowano

istotnych statystycznie zmian Ser15 po 48h inkubacji z CAF-CM (Rycina 15B).
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Rycina 15. A) ekspresja biatka catkowitego p53 oraz B) jego aktywnej formy (Ser15) w HB-CLS-
1 hodowanych z CAF-CM przez 48h i 72h. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie

(p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Test wykazat rdznice w aktywnosci biatka p53 w obu badanych formach w przypadku
linii DU145. Wykazano 3,1-krotne (p<0,05) obnizenie ekspresji biatka catkowitego po 48h, oraz
1,4-krotne (p<0,05) po 72h hodowli z medium kondycjonowanym z CAF (Rycina 16A). Pomiar
aktywnej formy biatka p53 réwniez wskazuje na obnizenie jej ekspresji poprzez mediatory
syntetyzowane przez CAF (Rycina 16B). Co wiecej, odnotowano 1,9-krotne (p<0,05) obnizenie
ekspresji Serl5 po 48h hodowli komérek badanych, w poréwnaniu do kontroli. Nie

odnotowano jednak zmian w ekspresji Serl5 po 72h inkubacji.
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Rycina 16. A) poziom biatka catkowitego p53 oraz B) jego aktywnej formy (Ser15) w DU145
hodowanych w obecnosci CAF-CM przez 48h i 72h. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne

statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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4.2 Ocena wptywu CAF-CM na badane leki w raku pecherza moczowego i raku
prostaty

4.2.1 Zmniejszenie wrazliwosci na zastosowane chemioterapeutyki

Aby sprawdzié jak fibroblasty zwigzane z rakiem wptywajg na wrazliwos$é komorek raka
pecherza moczowego na stosowane leki, przeprowadzono analize aktywnosci metabolicznej
oraz proliferacyjnej komdrek nowotworowych po inkubacji z CAF-CM oraz ciprofloksacyna.
Po okresie hodowli w obecnosci CAF-CM, wykazano znaczace zmiany w zywotnosci komérek
raka pecherza moczowego po traktowaniu ich ciprofloksacyng (Rycina 17). Zaobserwowano
wzrost zywotnosci komérek raka pecherza moczowego o 13% (p<0,05) przy stezeniu leku 1C10,
4% przy stezeniu IC50 (p>0,05) oraz 5% przy stezeniu IC90 (p>0,05). Co wiecej, test aktywnosci
proliferacyjnej réwniez wskazat na spadek wrazliwosci HB-CLS-1 na ciprofloksacyne po okresie
hodowli z CAF-CM (Rycina 18). Uzyskano wyzszg proliferacje komérek nowotworowych o 12%
dla IC10, 34% dla IC50, oraz 14% dla 1C90. Analiza statystyczna wykazata istotnos¢ tych

wynikéw (p<0,05).
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Rycina 17. Aktywno$¢ metaboliczna HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach 1C10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne

statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 18. Aktywnosc¢ proliferacyjna HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach [1C10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne

statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.

W przypadku komérek raka prostaty hodowanych z CAF-CM oraz cisplatyng, w obu
wykonanych eksperymentach zaobserwowano istotne zmiany we wrazliwosci komodrek
DU145 na leczenie cisplatyng. Test aktywnos$ci metabolicznej wykazat wyzszg zywotnosc
komodrek hodowanych w obecnosci CAF-CM i poddanych dziataniu leku, w pordéwnaniu
z komdrkami kontrolnymi (Rycina 19). Odnotowano wzrost zywotnosci o 44% (p<0,05), 30%
(p<0,05) oraz 17% (p<0,05), odpowiednio dla stezen cisplatyny 1C10, IC50 oraz 1C90.
Dodatkowo, test BrdU wykazat istotny wzrost o 8% (p<0,05) proliferacji DU145 przy stezeniu
IC50 (Rycina 20). Nie wykazano istotnosci statystycznej réznic w proliferacji przy pozostatych
stezeniach cisplatyny — wzrost proliferacji o 19% (p>0,05) dla IC10 oraz obnizenie proliferacji

0 1% (p>0,05) dla 1C90.

Strona 57 z 107



%k %k %k %k %k %k %k %k
150+
'T:D 115.63
c
_\2 100
X 71.78
— 62.20
‘Q
K
= 50+ 32.37
o)
=
>
‘N
0_

IC10 IC50

%k 3k %k Xk

36.44

19.59

1C90

EZ Kontrola
E CAF-CM

Rycina 19. Aktywnos¢ metaboliczna DU145 hodowanych w obecnos$ci CAF-CM oraz cisplatyny

w stezeniach IC10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).

Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 20. Aktywno$¢ proliferacyjna DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM oraz cisplatyny
w stezeniach 1C10, IC50, IC90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).

Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.

4.2.2 Zwiekszenie wrazliwosci komdrek nowotworowych na badane leki poprzez
wykluczenie FGF/IL-33 z mikrosrodowiska nowotworowego

Wczesniejsze wyniki wykazaty zmniejszenie wrazliwosci komodrek raka pecherza
moczowego i raka prostaty na leki po inkubacji z CAF-CM. Przeanalizowano zatem, czy
wykluczenie czgsteczek, takich jak IL-33 lub FGF2 zmienig wptyw fibroblastéw zwigzanych
z rakiem na badane linie komérek nowotworowych. W przypadku HB-CLS-1 test MTT wykazat,
ze neutralizacja zarowno FGF2, jak i IL-33 z CAF-CM zmniejsza zywotnos$¢ komorek poddanych
dziataniu ciprofloksacyny (Rycina 21). Po dodaniu leku do komdrek hodowanych z CAF-CM
i przeciwciatami neutralizujgcymi FGF/IL-33 zaobserwowano nizszg zywotnos$¢ o 10% (p<0,05),
w poréwnaniu do komérek z hodowanych z samym CAF-CM. W badaniu BrdU zaobserwowano
wzrost proliferacji 0 6% (p>0,05) w obu préobach badanych, w poréwnaniu do kontroli (Rycina
22). Jednakze, analiza statystyczna nie wykazata istotnosci tych wynikoéw. Nie obserwuje sie
roznic w morfologii komodrek z CAF-CM oraz przeciwciatami neutralizujgcymi,
w porownaniu do komarek z petnym CAF-CM (Rycina 23).
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Rycina 21. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$¢ komorek HB-CLS-1 na

ciprofloksacyne — Test MTT. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki

statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 22. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$¢ komorek HB-CLS-1 na

ciprofloksacyne — Test BrdU. Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.

Strona 61 z 107



Kontrola

\ -

Rycina 23. Komorki HB-CLS-1 hodowane w obecnosci CAF-CM i/lub przeciwciatem
neutralizujgcym FGF/IL-33. Obserwacja mikroskopowa, powiekszenie 20x.

FGF(-) — przeciwciato neutralizujgce FGF. IL-33(-) — przeciwciato neutralizujace IL-33.
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Analiza aktywnosci metabolicznej DU145 natomiast wykazata, ze wykluczenie czgsteczki
FGF2 z CAF-CM zmniejsza zywotnos¢ komorek nowotworowych o 23% (p<0,05) (Rycina 24).
Co za tym idzie, zwieksza ich wrazliwos¢ na lek. Z kolei wykluczenie IL-33 z CAF-CM zmniejszyto
zywotnos¢ DU145 o0 20% (p>0,05), w poréwnaniu do kontroli. Jednak analiza statystyczna nie
wykazata istotnosci tego wyniku. W tescie BrdU zaobserwowano, ze wykluczenie
ktorejkolwiek z badanych czasteczek wigze sie z wiekszg proliferacjag komorek raka prostaty.
Wykluczajgc FGF z CAF-CM uzyskano 9% (p>0,05) wyzszg proliferacje, natomiast wykluczenie
IL-33 spowodowato istotny statystycznie wzrost proliferacji o 15% (p<0,05) (Rycina 25). Nie
zaobserwowano zmian w morfologii komérek po dodaniu przeciwciat neutralizujgcych do
CAF-CM (Rycina 26). Uzyskane wyniki sugerujg zwigzek wrazliwos$ci komérek nowotworowych

na lek z czgsteczkg FGF2.
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Rycina 24. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$¢ komoérek DU145 na
cisplatyne — Test MTT. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki

statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 25. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$s¢ komérek DU145 na

cisplatyne — Test BrdU. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki

statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 26. Komoérki DU145 hodowane w obecnosci CAF-CM i przeciwciatem neutralizujgcym
FGF/IL-33. Obserwacja mikroskopowa, powiekszenie 20x. FGF(-) — przeciwciato neutralizujgce

FGF. IL-33(-) — przeciwciato neutralizujgce IL-33.

Strona 65 z 107



4.3 Wptyw ASCS-CM na komorki raka pecherza moczowego i raka prostaty
HB-CLS-1 wykazywaty zmiany morfologiczne po hodowli w obecnosci rozpuszczalnych
mediatoréow syntetyzowanych przez ASCS (Rycina 27). W obrebie monowarstwy pojawity sie

komorki o nietypowych ksztattach dla tej linii komdrkowej oraz o zwiekszonej objetosci.

Kontrola ASCS-CM

Rycina 27. Obserwacja mikroskopowa morfologii komérek HB-CLS-1 w obecnosci ASCS-CM

przez 48h i 72h. Mikroskop o odwrdconej optyce, powiekszenie 20x.
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DU145 réwniez wykazywaty zmiany morfologiczne po hodowli w obecnosci
rozpuszczalnych mediatoréw syntetyzowanych przez ASCS (Rycina 28). W obrebie
monowarstwy obserwowano komadrki o zwiekszonej objetosci, w porédwnaniu do kontroli. Nie

odnotowano zmian w ksztatcie komérek badanej linii raka prostaty.

2

Kontrola ASCS-CM

Rycina 28. Obserwacja mikroskopowa morfologii komérek DU145 w obecnosci ASCS-CM po

48h i 72h. Mikroskop o odwrdconej optyce, powiekszenie 20x.
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4.3.1 Zywotnosc i proliferacja komérek nowotworowych

Do oceny zywotnosci komérek wykorzystano test aktywnos$ci metabolicznej komérek
— test MTT, natomiast do pomiaru poziomu proliferacji komérek, zastosowano test BrdU.
Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli, ktéra stanowi 100%. Czasteczki zawarte
w medium kondycjonowanym z ASCS zwiekszyty zywotno$¢ komdrek HB-CLS-1 o 4% (p>0,05),
oraz 10% (p<0,05), odpowiednio po 48h i 72h hodowli z CM (Rycina 29). Wykazano réwniez
wyzszg proliferacje, w poréwnaniu do kontroli. Po 48h i 72h hodowli w obecnosci ASCS-CM,

zaobserwowano 58% (p<0,05) i 32% (p<0,05) wyzszy poziom proliferacji (Rycina 30).
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Rycina 29. Zywotno$¢ komérek HB-CLS-1 po hodowli w obecnosci ASCS-CM przez 48h i 72h.
Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne
(p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 30. Aktywnos$¢ proliferacyjna komdrek HB-CLS-1 po hodowli w obecnosci ASCS-CM

przez 48h i 72h. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
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Aktywnos$¢ metaboliczna i proliferacyjna komérek DU145 réwniez ulegaty zmianie pod
wptywem mediatoréw wydzielanych przez ASCS. Zywotno$¢ komdrek nowotworowych
wzrosta o 27% (p<0,05) oraz 32% (p<0,05), odpowiednio po 48h i 72h hodowli w ASCS-CM
(Rycina 31). Wykazano réwniez wzrost proliferacji o 7% (p>0,05), w poréwnaniu do kontroli
po 48h inkubacji z ASCS-CM (Rycina 32). Z kolei, po 72h hodowli zaobserwowano obnizenie

aktywnosci proliferacyjnej badanych komérek o 2% (p>0,05).
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Rycina 31. Aktywnos¢ metaboliczna komdrek DU145 po hodowli z ASCS-CM przez 48h i 72h.

Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
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Rycina 32. Aktywnos¢ proliferacyjna komérek DU145 po hodowli z ASCS-CM przez 48h i 72h.

Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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4.3.2 Wptyw ASCS-CM na wrazliwo$¢ komérek HB-CLS-1 na ciprofloksacyne

Wrazliwos¢ komorek raka pecherza moczowego na ciprofloksacyne oceniano stosujgc
testy MTT i BrdU. Rozpuszczalne mediatory syntetyzowane przez ASCS wptynety na wrazliwosc
komoérek HB-CLS-1 na ciprofloksacyne. Odnotowano zmniejszong zywotno$¢ HB-CLS-1 po
hodowli z CM przy IC10, IC50 i IC90, odpowiednio o 2%, 5% i 3% (Rycina 33). Analiza
statystyczna wykazata istotnos$¢ uzyskanej réznicy (p<0,05) przy stezeniu ciprofloksacyny IC50.
Zaobserwowano roéwniez zmiany w aktywnosci proliferacyjnej komédrek (Rycina 34).
W pordéwnaniu do kontroli wykazano obnizong proliferacje HB-CLS-1 po hodowli z CM, przy
stezeniu IC10 o 16%. Przy pozostatych stezeniach wykryto wyzszg proliferacje dla IC50 oraz

IC90. Analiza statystyczna nie wykazata istotnosci tych wynikéw (p>0,05).
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Rycina 33. Aktywno$¢ metaboliczna komérek HB-CLS-1 hodowanych z ASCS-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach 1C10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne

statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 34. Aktywnos¢ proliferacyjna komoérek HB-CLS-1 hodowanych z ASCS-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach 1C10, IC50, 1C90. Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05)

oznaczono jako ns.

4.3.3 Wptyw ASCS-CM na wrazliwo$¢ komérek DU145 na cisplatyne

Wrazliwosé komodrek DU145 na cisplatyne po okresie hodowli z ASCS-CM oceniono
poprzez pomiar aktywnosci metabolicznej i proliferacyjnej komadrek. Test MTT wykazat istotne
zmiany we wrazliwosci DU145 na cisplatyne w stezeniu IC10. Zaobserwowano wyzszg
aktywnos¢ metaboliczng komoérek hodowanych w obecnosci ASCS-CM o 10% (p<0,05)
(Rycina 35). Test aktywnosci proliferacyjnej rowniez wskazat na istotne zmniejszenie
wrazliwosci DU145 na cisplatyne w stezeniu IC10, po okresie hodowli w ASCS-CM (Rycina 36).
W pordéwnaniu do kontroli zaobserwowano 11% wyzszg proliferacje (p<0,05). Podobnie, jak
przy ocenie zywotnosci, nie wykazano istotnosci statystycznej uzyskanych réznic dla stezenia
IC50, ktdra wyniosta 1%. Nie zaobserwowano zmian w proliferacji przy stezeniu cisplatyny

1C90.
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Rycina 35. Aktywno$¢ metaboliczna komorek DU145 hodowanych z ASCS-CM oraz

cisplatyna w stezeniach IC10, IC50, IC90. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie

(p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns.
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Rycina 36. Aktywno$¢ proliferacyjna komérek DU145 hodowanych z ASCS-CM oraz

cisplatyng w st¢zeniach IC10, IC50, IC90. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie.
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5 Dyskusja

Nie podlega watpliwosci, ze komdérek nowotworowych nie mozna traktowac jako
komoérek o jednakowym fenotypie. Pozostajg one w ciagtej ,komunikacji” ze srodowiskiem
zewnetrznym. Aktywnie oddziatujg z mikrosrodowiskiem guza, ktore zawiera rézne komaérki
i czgsteczki. Juz w 1889 roku ukazata sie hipoteza ,ziarna i gleby” (ang. seed and soil theory)
zaproponowana przez Stephana Pagete. Zgodnie z tg teorig, komorki nowotworowe to
»Ziarno”, a mikrosrodowisko to ,gleba”. To wtasnie ,gleba” ma szczegdlne znaczenie dla
»Ziarna”. Stwierdzono, ze jedno nie moze istnie¢ bez drugiego [55]. Miedzy innymi ta
koncepcja skfania $rodowisko naukowe do prowadzenia intensywnych badan nad TME.
Jednym z jego gtéwnych sktadnikéw sg fibroblasty zwigzane z rakiem. CAF, jak wczesniej
wspomniano, charakteryzujg sie wysoky heterogenicznoscig. Ich funkcja biologiczna
w mikrosrodowisku guza moze byé rézna w zaleznosci od pochodzenia i fenotypu. Liczne
badania wykazaty, ze odgrywajg one istotng role w progresji guza [29,31-33,35,37,39,40,56].
Jednakze, mechanizmy interakcji komérek nowotworowych z fibroblastami zwigzanymi
z rakiem w dalszym ciggu wymagajg wyjasnienia. Rdwniez czgsteczki wydzielane przez CAF sg
heterogenne. Poprzez oddziatywania parakrynne i autokrynne zmiennie wptywajg na otaczane

przez nie komérki nowotworowe [57].

Pomimo wielu badan wskazujgcych na role CAF w promowaniu progresji guza,
pojawiajg sie réwniez dowody na ich odwrotng role. W jednym z takich badani Hutton i wsp.
wyznaczyli dwie odrebne linie fibroblastow trzustkowych: CD105- oraz CD105+.
W eksperymencie CAF CD105+ umozliwiaty wzrost guza in vivo. Z kolei, CAF CD105- znaczgco
hamowaty wzrost raka trzustki. Zaobserwowano, ze fenotyp ten z udziatem komodrek
dendrytycznych zalezny jest od odpornosci adaptacyjnej. Sugeruje to, ze fibroblasty CD105-
sprzyjaja opornosci przeciwnowotworowej [58]. Innym przyktadem heterogenicznych
oddziatywan CAF na komoérki nowotworowe jest badanie wpltywu podtypu fibroblastow
zwigzanych z rakiem - apCAF na linie raka ptuc. Wskazano, ze apCAF mogg posiadaé funkcje
hamujgce wzrost komaérek raka ptuc. Ptucne fibroblasty prezentujgce antygen bezposrednio
aktywowaty limfocyty T CD4+, ale réwniez poprzez wydzielanie kompleksu C1Q hamowaty ich
apoptoze. Biatkowy kompleks C1Q stanowi cze$¢ wrodzonego uktadu odpornosciowego [59].
Warte uwagi jest rowniez badanie przeprowadzone przez Grauel i wsp. [60]. Udowodnili oni,

ze w warunkach in vivo neutralizacja TGF-f z mikro$rodowiska guza wywotuje sprzyjajace
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warunki terapeutyczne. Po zablokowaniu czgsteczek TGF-B pojawity sie podzbiory CAF
wyjatkowo wrazliwe na interferon oraz wrazliwe na ekspresjg chemokiny CXCR3. W kolejnej
czesci badania przeprowadzono eksperyment polegajgcy na poddaniu zwierzat terapii anty
TGF-B. W efekcie koncowym osiggnieto wzrost naciekania limfocytow T do TME oraz
zmniejszenie gestosci biatek ECM. Autorzy zasugerowali, ze koreluje to z rozwojem opornosci

przeciwnowotworowej i wyzszg skutecznoscig immunoterapii [60].

Zdecydowana wiekszos¢ badan wskazuje jednak na promujgca role CAF w stosunku do
komodrek nowotworowych [61]. Fibroblasty zwigzane z rakiem moga stanowi¢ przewazajaca
cze$¢ guza i wytwarzaé duze ilosci macierzy pozakomérkowej. Ich faczna objeto$¢ moze
przekraczac objetos¢ komoérek nowotworowych w guzie. W raku piersi wykazano, ze gtéwnym
mechanizmem promocji progresji guza jest wywotane przez CAF srodowisko
immunosupresyjne. Costa i wsp. w swoim badaniu wyrdznili podzbiér CAF-S1, jako kluczowy
induktor immunosupresji. Powodowat on nie tylko przycigganie limfocytéw T, ale rowniez ich
réznicowanie w komoérki CD25+ FOXP3+. Co wiecej, podtyp CAF-S1 zwiekszat zdolnos¢
regulatorowych komérek T do hamowania proliferacji efektorowych limfocytow T. Wysunieto
hipoteze, ze w ten sposob fibroblasty zwigzane z rakiem przyczyniajg sie do opornosci na
immunoterapie [62]. Z kolei badanie przeprowadzone przez Kato i wsp. podkresla gtdwng role
IL-6 w inicjacji immunosupres;ji guza. W ich badaniu wspdlna hodowla komérek raka przetyku
z CAF powodowata przyspieszenie wzrostu guza u myszy. Prowadzito to do zwiekszenia ilosci
limfocytéw naciekajgcych nowotwdr FOXP3+, majgcych zdolnos¢ immunosupresji wzgledem
limfocytow efektorowych. W hodowli in vitro zidentyfikowano silne wydzielanie IL-6
w kokulturze fibroblastéw z komdrkami guza. Po zablokowaniu IL-6 nastepowata regresja guza

[63].

Aktualne prowadzone badania podkreslajg fakt, ze CAF mozna eliminowa¢ lub
ukierunkowa¢, jednak konieczne w dalszym ciggu jest lepsze zrozumienie biologii tych
komorek i ich funkcji w poszczegdlnych nowotworach. Poszerzanie wiedzy o mikro$rodowisku
guza niewatpliwie poprawi efekty koricowe leczenia raka. Biorgc pod uwage podwdjng role
mikrosrodowiska nowotworowego w prezentowanej rozprawie doktorskiej analizowano
wptyw CAF pochodzacych z raka prostaty na cechy biologiczne komérek nowotworowych -
raka prostaty i raka pecherza moczowego. Po hodowli badanych komérek nowotworowych

z mediatorami syntetyzowanymi przez fibroblasty zwigzane z rakiem, pojawity sie komaorki
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nowotworowe o nietypowej dla badanych linii morfologii. Po inkubacji z CAF-CM pojawity sie
komorki o wrzecionowatym ksztatcie. Shan i wsp. rowniez obserwowali zmiany wygladu
komodrek po hodowli z CAF-CM, jednak w tym przypadku badano raka trzustki. Podobnie jak
W niniejszym badaniu, obserwowano komérki o niejednoznacznej morfologii, w kierunku
ksztattu wrzecionowatego [64]. Na analogiczne zmiany wskazat rdwniez zespdt Kashima,
badajgcy wptyw CAF na przerzuty raka ptaskonabtonkowego przetyku [65]. W innym badaniu
raka prostaty rowniez widoczny byt wydtuzony ksztatt badanych komadrek na skutek hodowli
z CAF [66]. Jako najczestszg przyczyng zmian morfologicznych komadrek uznaje sie indukcje
przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Prowadzi to wtasnie do wydtuzenia ksztattu oraz
utraty zdolnosci adhezyjnych. Co z kolei przyczynia sie do rozprzestrzeniania komodrek
nowotworowych [67]. Potwierdza to hipoteze, ze to wiasnie fibroblasty zwigzane z rakiem
odpowiadajg za indukcje EMT. Co wiecej, CAF mogg promowac przejscie epitelialno-
mezenchymalne poprzez parakrynng sygnalizacje IL-6 zaréwno w raku pecherza moczowego,
jakiraku prostaty [68,69]. W prezentowanej pracy doktorskiej udokumentowano, ze hodowla
komoérek nowotworowych w CAF-CM prowadzi do zmian w zakresie panelu wydzielanych
biatek. Analiza wykazata m.in. wzrost sekrecji IL-6. Jej nadekspresje raportuje sie w wielu
nowotworach [70-72]. Uwaza sie, ze prowadzi to do proliferacji, angiogenezy oraz
zahamowania apoptozy komodrek nowotworowych [72]. W przypadku linii raka prostaty
zaobserwowano réwniez wyzszy poziom IL-1a, IL-10 oraz nizszy poziom IL-4 w stosunku do
kontroli. W linii raka pecherza moczowego po inkubacji z CAF-CM wykryto wyzszg sekrecje
IFNa po dwéch dniach hodowli, wyzszy poziom IL-13 oraz obnizong ekspresje IL-4. Interleukina
4 jest cytoking niezbedng do indukcji i utrzymania odpowiedzi immunologicznej typu 2.
W mikrosrodowisku guza odgrywa role pronowotworowg, wspottworzgc sSrodowisko
immunosupresyjne. Moze jednak rowniez odgrywaé role przeciwnowotworowg poprzez
stymulacje odpowiedzi immunologicznej [73,74]. Wyniki uzyskane w przedstawianej pracy
doktorskiej nie wskazujg na jej udziat w promowaniu proliferacji badanych linii raka prostaty
i raka pecherza moczowego oraz opornosci na stosowane leki. Dodatkowo, w niniejszej pracy
przeprowadzono osobng analize ekspresji IL-33. Nalezy ona do rodziny cytokin IL-1. Jej
najsilniejszg ekspresje w niehematologicznych komdrkach obserwuje sie w komodrkach
nabtonka, sréodbtonka i fibroblastach [75]. Niewatpliwie sg to najczesciej identyfikowane
komorki w mikrosrodowisku nowotworowym [62]. IL-33 jest aktywnie wydzielana réwniez

przez uszkodzone komorki [75]. Moze ona zatem stanowi¢ istotny regulator progres;ji

Strona 77 z 107



nowotworu. Poprzez zwiekszong ekspresje tej czasteczki w TME powstaje wysoce
immunosupresyjne Srodowisko. Przyczynia sie to do opornosci komérek nowotworowych na
leczenie, promocje inwazji i powstawania przerzutéw. IL-33 moze modulowaé odpowiedz
immunologiczng oraz TME. Jej wysoka ekspresja w tkance guza skorelowana jest ze ztym
rokowaniem. Istniejg jednak sprzeczne doniesienia, sugerujace réwniez jej ochronng role
w niektdorych nowotworach, takich jak rak trzustki czy okreznicy [75,76]. W omawianej pracy
doktorskiej nie zaobserwowano znaczacych statystycznie zmian w stezeniu wydzielanej IL-33
przez linie komorek raka pecherza i raka prostaty po interakcji z CAF-CM. Feng i wsp.
przeprowadzili analize wydzielania IL-33 oraz jej wptywu na wydzielanie cytokin prozapalnych
w raku jajnika. Co wazne, w badaniu monocyty wyizolowane od pacjentek z rakiem jajnika
stymulowane IL-33 wykazywaty podobne wtasciwosci, jak komdrki stymulowane CAF-CM.
Odnotowano m.in., ze IL-33 oraz CAF-CM podwyzszajg stezenie cytokin, takich jak IL-10
i TGF-B. Badanie ujawnito, ze wzajemne oddziatywania miedzy CAF oraz monocytami w TME
moze wptywaé na biologiczne wiasciwosci komodrek nowotworowych [77]. Wyniki te
czesciowo korelujg z otrzymanymi w prezentowanej pracy doktorskiej. Analiza panelu biatek
uwidocznita wyzsze stezenie IL-10 po stymulacji CAF-CM w przypadku raka prostaty oraz
wyzsze stezenie IL-13 w przypadku raka pecherza moczowego, w poréwnaniu do kontroli.
Jednakze, aby potwierdzié¢ oddziatywanie IL-33 z badanymi komdrkami nowotworowymi,
w dalszej czesci eksperymentu analizowano jej wplyw na wrazliwo$s¢ na wybrane

chemioterapeutyki.

W przypadku obu badanych linii komérek nowotworowych, rozpuszczalne mediatory
syntetyzowane przez CAF znaczgco zwiekszaty ich zywotnos¢ i proliferacje. Wczesniejsze
badania in vitro innych linii komérkowych raka prostaty rowniez dowiodty, ze CAF-CM sprzyja
ich zywotnosci i proliferacji. Po o$miu dniach hodowli komodrek raka prostaty z CM
z fibroblastéw zwigzanych z rakiem, Sun i wsp. zaobserwowali dwukrotny wzrost liczby
komorek [78]. Yu i wsp., z kolei, dwukrotny wzrost zywotnosci w poréwnaniu do kontroli
zaobserwowali juz po czterech dniach hodowli komdrek raka prostaty z CAF. W przytoczonym
badaniu zastosowano kokulture, a nie medium kondycjonowane, co mogto przetozy¢ sie na
szybszg proliferacje komdrek [79]. W przedstawianej pracy doktorskiej, w przypadku linii
DU145 zaréwno zywotnosc, jak i proliferacja wzrosta juz po dwdch dniach hodowli z CAF-CM.

Po trzech dniach nie odnotowano wzrostu proliferacji komorek, co wynika z duzego
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zageszczenia hodowli. Badania in vivo réwniez sygnalizujg ze fibroblasty zwigzane z rakiem
moga promowac zwiekszenie objetosci guza prostaty [80]. Jemaa i wsp. podaja, ze istotng role
w przys$pieszaniu proliferacji komdrek raka prostaty odgrywa IL-1a oraz IL-6 [81]. Rojas i wsp.
zaobserwowali, ze ekspozycja na indukowang przez IL-6 fosforylacje STAT3 wigze sie z utrata
E-kadheryny w badanej linii raka prostaty. Z kolei, po zastosowaniu inhibitora STAT3, IL-6 nie
wywierafa wptywu na ekspresje E-kadheryn. Wynik ten sugeruje, ze IL-6 powoduje progresje
raka prostaty przez aktywacje STAT3 oraz indukcje EMT poprzez sygnalizacje IGF-IR [69].
W omawianej pracy, wzrost poziomu obu tych czgsteczek (IL-1a, IL-6) odnotowano wtasnie
w stosunku do linii raka prostaty po inkubacji z CAF-CM. Wskazuje to na powigzanie
z otrzymanymi wynikami wysokiej zywotnosci i proliferacji DU145 pod wyptywem CAF.
W przypadku linii raka pecherza moczowego HB-CLS-1 réwniez odnotowano zwiekszong
zywotnos¢ i proliferacje tych komoérek juz po dwdch dniach hodowli z CAF-CM. Wyniki te sg
zgodne z wynikami dla linii raka pecherza moczowego T24. Yang i wsp. stosowali medium
kondycjonowane z CAF do analizy wptywu czasteczek w nim zawartych na proliferacje
i inwazje komodrek raka pecherza moczowego. Po trzech dniach wspdlnej hodowli
zaobserwowano statystycznie istotny wzrost proliferacji badanych komérek w poréwnaniu do
kontroli [82]. Goulet i wsp. wykazali, ze podtyp CAF, gdzie ekspresja IL-6 jest zwiekszona
promuje proliferacje komdrek raka pecherza moczowego [68]. Bioragc pod uwage zmiany
morfologii komdérek HB-CLS-1 wskazujgce na EMT oraz zmiany ekspresji IL-6 po hodowli
z CAF-CM, mozina wnioskowaé, ze te mechanizmy indukujg zwiekszong zywotnosé
i proliferacje badanych komérek. W przedstawianej pracy doktorskiej wykazano réwniez
zmiany w apoptozie komédrek nowotworowych indukowane mediatorami syntetyzowanymi
przez CAF. Wyniki uzyskane przez Li i wsp. rowniez sugerujg, ze CAF wptywajg na apoptoze
komodrek nowotworowych. Po inkubacji CAF-CM z komédrkami ptaskonabtonkowego raka ptuc
zahamowano stres oksydacyjny wywotany apoptozg. W badaniu in vivo potwierdzono, ze ta
opornos¢ spowodowana byta czynnikami wydzielanymi do mikrosrodowiska przez CAF — m.in.
metaloproteinazami [83]. Réwniez w raku prostaty wskazuje sie na role MMP w hamowanie
apoptozy komérek nowotworowych. Zahamowanie ekspresji MMP-9 w komérkach DU145
wigze sie ze zmniejszong sygnalizacjg IGF-1R i moze rdéwniez indukowac dziatanie
antyproliferacyjne tych komérek [84]. Dodatkowo, w kolejnym badaniu z uzyciem linii DU145,
hamowanie MMP-9 indukowato rozszczepienie kaspazy-8 i kaspazy-7 [85]. Shan i wsp.

w badaniu in vitro odkryli, ze réwniez egzosomy wydzielane przez CAF hamujg apoptoze
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komorek raka pecherza moczowego. Dodatkowo, autorzy zaobserwowali chemoopornosé
badanych komérek nowotworowych indukowang egzosomami poprzez EMT [86]. Otrzymane
dane w niniejszej pracy doktorskiej w przypadku obu linii $wiadczg o udziale mediatorow

syntetyzowanych przez fibroblasty zwigzane z rakiem w promowaniu wzrostu guza.

W zwigzku z doniesieniami demonstrujgcymi pronowotworowe dziatanie CAF,
w omawianej pracy przeprowadzono analize ich wptywu na aktywacje wybranych szlakdéw
sygnalizacyjnych. Kinaza regulowana sygnatem zewngtrzkomérkowym 1/2 jest kluczowym
sktadnikiem wewnatrzkomoérkowego szlaku MAPK. Odgrywa wazng role w regulacji
proliferacji, réznicowania, apoptozy, odpowiedzi na stres oksydacyjny i wiele innych proceséw
komodrkowych. ERK nalezgca do kinaz MAPK odgrywa role w przekazywaniu sygnatu
zewnatrzkomdrkowego do celdw wewnatrzkomdrkowych [87]. Nadekspresja tej kinazy
sprzyja proliferacji i zwieksza prég apoptozy komérek nowotworowych. Oprécz powyzszego,
ERK jest rGwniez zaangazowana w proces tworzenia masy guza. Ciggta aktywacja szlaku MAPK
moze sprzyja¢ transformacji prawidtowych komoérek w nowotworowe [88,89]. Kolejnym
analizowanym biatkiem w niniejszej pracy byta serynowo-treoninowa kinaza Akt. Stanowi ona
wazny element szlaku sygnalizacyjnego PI3K/Akt. Akt reguluje cykl komérkowy, przezycie
i starzenie komoédrek. W procesie nowotworowym jej nadekspresja ma istotny udziat
W promowaniu przejscia EMT, a tym samym w migracji i inwazji komdrek nowotworowych.
Oprdécz aktywnosci pronowotworowej, jej wysoka ekspresja moze wigzac sie ze starzeniem
komodrkowym zaleznym od p53/p21 [90]. W zwigzku z tym, w niniejszej pracy analizowano
rowniez zmiany w stezeniu biatka p53 w komaérkach nowotworowych po hodowli z CAF-CM.
Szlaki sygnatowe Akt/ERK sg uznawane za krytyczne dla procesu nowotworowego z uwagi na
ich kluczowa role jako wewnatrzkomérkowych mediatoréw sygnatu przezycia i proliferacji
komodrek [91]. Ostatnig analizowang w przedstawianej pracy czasteczkg byta kinaza
rybosomalna p70S6K. Ma ona plejotropowy wptyw na synteze biatek, metabolizm
komodrkowy, wzrost komodrek, ich ruchliwos¢ oraz odpowiedZz na uszkodzenia DNA.
Deregulacja p70S6K odnotowywana jest w wielu nowotworach. Do jej nadekspresji przyczynia
sie m.in. hiperaktywacja Akt. Powigzana jest rowniez z parakrynnym dziataniem CAF. Sugeruje
sie, ze p70S6K moze wptywac na starzenie sie fibroblastéw, co z kolei moze wywotywaé ich
wtasciwosci pronowotworowe [92]. W prezentowanej pracy doktorskiej wykazano, ze CAF

parakrynnie oddziatuje na ufosforylowane formy ERK 1/2, AKT 1/2/3 oraz p70S6K
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w komaérkach nowotworowych. Zaréwno dla linii raka pecherza moczowego, jak i dla linii raka
prostaty odnotowano wyzszg aktywnosc badanych biatek w poréwnaniu do kontroli. Wyniki
te s zgodne ze wczesniejszymi obserwacjami. Przy analizie nalezy jednak uwzglednié, ze
otrzymano stosunkowo niski wynik absorbancji préb badanych Akt i p70S6K. Kharaziha
i wsp. w badaniu mechanizmdéw opornosci raka prostaty na sorafenib analizowali kluczowe
szlaki sygnalizacyjne. Fosforylacja kinazy Akt utrzymywata sie w obecnosci CAF, umozliwiajgc
w ten sposob przezycie komdrek nowotworowych po potraktowaniu ich badanym lekiem.
Spekuluje sie, ze nadekspresja tej czasteczki stymulowana przez CAF przyczynia sie do
zmniejszenia wrazliwosci raka prostaty na chemioterapeutyki [93]. W pokrewnym badaniu,
obserwowano fosforylacje ERK po traktowaniu komodrek nowotworowych medium
kondycjonowanym z CAF. Stwierdzono, ze to parakrynna sygnalizacja CAF z komédrkami
nowotworowymi poprzez szlak sygnalizacyjny HGF-MEK-ERK 1/2 odpowiedzialna jest za
chemoopornos¢ raka watrobowokomoérkowego [94]. W raku pecherza moczowego
fosforylacja Akt i ERK rdwniez przyczynia sie do opornosci guza na chemioterapeutyki [95].
Kim i wsp. w badaniu kohortowym wyselekcjonowali podgrupe pacjentédw z wysoka ekspresja
p70S6K. Wskazano, ze szlak mTOR poprzez p70S6K sciSle wigze sie z nawrotem
nieinwazyjnego raka pecherza moczowego i to wtasnie wysoki poziom p70S6K stanowi czynnik
predykcyjny [96]. W raku prostaty z kolei obserwuje sie, ze p70S6K ma kluczowe znaczenie dla
proliferacji i moduluje ono poziom cykliny D1. Cyklina ta uznawana jest za waziny
protoonkogen, a jej nadekspresja wykrywana jest w wiekszosci nowotwordw. W badaniu
in vitro udowodniono, ze defosforylacja p70S6K zmniejsza ekspresje cykliny D1 i tym samym
hamuje proliferacje komdrek nowotworowych [97]. Aby sprawdzié, jak aktywacja powyzszych
szlakow sygnalizacyjnych wptywa na starzenie sie komdrek nowotworowych w omawianej
pracy doktorskiej analizowano ekspresje biatka p53 w formie catkowitej i ufosforylowanej.
W obu liniach komodrkowych zaobserwowano istotny statystycznie spadek formy
ufosforylowanej po 48h lub 72h inkubacji z CAF-CM. Biatko p53 jest scharakteryzowane jako
gen supresorowy nowotwordow. Jego inaktywacja prowadzi do rozwoju i progresji raka oraz do
lekoopornosci [98]. Wyciszanie tego biatka wykrywa sie rowniez w raku prostaty i raku
pecherza moczowego [98,99]. Jest to zgodne z wynikami niniejszej pracy. Uzyskany efekt
Swiadczacy o podwyzszonej ekspresji Akt oraz obnizonej aktywnosci p53 mozna wyttumaczyé
ujemnym sprzezeniem zwrotnym. Gottlieb i wsp. wyjasnili, ze w zaleznosci od sygnatéw,

zalezny od p53 spadek ekspresji Akt moze prowadzi¢ do smierci komorki. Z kolei podwyzszony
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poziom Akt moze prowadzi¢ do aktywacji Mdm2 oraz inaktywacji p53 [100]. Hipoteza ta
wyjasnia wyniki uzyskane w przedstawianej pracy badawczej. Podsumowujgc, wszystkie
obserwacje sugerujg postawienie hipotezy, ze to CAF poprzez parakrynng aktywacje szlakow
sygnalizacyjnych z udziatem Akt/ERK/p70 przyczyniajg sie do wzrostu i chemoopornosci guzéw

pecherza moczowego i prostaty.

W kolejnej czesci pracy doktorskiej, aby potwierdzi¢ parakrynny wptyw CAF na
opornos¢ komorek raka prostaty i raka pecherza moczowego, analizowano ich wrazliwosé na
wybrane chemioterapeutyki po inkubacji z CAF-CM. Majgc na uwadze aktualne statystyki
dotyczace zachorowan na raka wcigz poszukiwane sg przyczyny zachorowan, nawrotéw czy
opornosci na dostepne terapie. Uwaza sie, ze lekoopornosé jest gtéwnym ograniczeniem
skutecznosci leczenia choréb nowotworowych. Poczagtkowo dobrym rozwigzaniem wydawaty
sie terapie skojarzone, jednak z biegiem czasu koniecznoscig stato sie opracowywanie nowych
strategii terapeutycznych [101]. Przez diugi czas skupiano sie wytgcznie na komdrkach
nowotworowych, jednak wyniki badan wykazaty, ze to mikrosrodowisko guza odpowiada za
regulowanie mechanizmdéw opornosci komdérek nowotworowych [102]. W niniejszej pracy
odnotowano obnizong wrazliwo$¢ komodrek raka pecherza moczowego i raka prostaty na
zastosowane chemioterapeutyki po wystawieniu ich na parakrynne dziatanie CAF. Wykazano,
ze czynniki syntetyzowane przez fibroblasty zwigzane z rakiem sprzyjajg opornosci na
stosowane czgsteczki terapeutyczne. Juz wczesniej raportowano, ze CAF mogg wptywaé na
lekoopornosé. W badaniu raka przetyku, gdzie stosowano CAF-CM oraz cisplatyne
zaobserwowano zwiekszong proliferacje, a tym samym zmniejszenie wrazliwosci komérek
nowotworowych na badang czgsteczke. Badacze podkreslili parakrynng role CAF, m.in.
w aktywacji Akt i ERK1/2, co prowadzi do zahamowania $Smierci komodrek i aktywnej ich
proliferacji [103]. Cheteh i wsp. po inkubacji komorek raka prostaty z CAF-CM oraz przy
zastosowaniu kokultury zaraportowali obnizong wrazliwos¢ na deoksyrubicyne. Podobnie, jak
w niniejszym badaniu aktywnos¢ p53 byta ostabiona w komérkach raka prostaty traktowanych
deoksyrubicyng w obecnosci CAF-CM. Wysunieto wiec przypuszczenie, ze CAF poprzez
zwiekszenie wewngtrzkomorkowego poziomu glutationu zmniejszajg stres oksydacyjny,
poprawiajg akumulacje leku, ostabiajg uszkodzenia DNA oraz ostabiajg indukcje p53 [104].
W przypadku raka pecherza moczowego, Long i wsp. odnotowali podwyzszong proliferacje,

obnizong apoptoze oraz obnizong wrazliwos¢ na cisplatyne po wspdthodowli z fibroblastami
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zwigzanymi z rakiem. Dodatkowo, wskazano réwniez na wysoka fosforylacje Akt w badanej
probie. Autorzy zasugerowali, ze opornos¢ na cisplatyne spowodowana jest szlakiem
sygnalizacyjnym IGF-1/ERB/Bcl-2, w ktérym jedng z kluczowych rél odgrywa kinaza Akt [105].
Wyniki te korelujg z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy doktorskiej. Na ich podstawie
mozna stwierdzié, ze CAF parakrynnie obnizajg wrazliwos¢ na stosowane chemioterapeutyki

poprzez aktywacje szlakdw sygnalizacyjnych oraz regulacje ekspresji p53.

W zwigzku z heterogenicznoscia i plastycznoscia CAF, ukierunkowanie terapii
w okreslone czasteczki TME oraz szlaki sygnalizacyjne, a nie w same komoérki wydaje sie
obiecujaca strategig [61]. Jedng z analizowanych czgsteczek w przedstawianej pracy byt
czynnik wzrostu fibroblastow 2 (FGF2, ang. Fibroblast Growth Factor-2). Czynniki wzrostu
fibroblastéw (FGF, ang. Fibroblast Growth Factors) biorg udziat w rdéznych procesach
biologicznych, w tym réwniez w karcynogenezie. Z jej udziatem regulowane sg mechanizmy
takie, jak mitogeneza, rézinicowanie, angiogeneza, przezycie czy ruchliwos¢ komérek.
Aktualnie istniejg dowody potwierdzajgce obecno$¢ FGF w mikrosrodowisku wielu
nowotwordw oraz ich dziatanie pronowotworowe, w tym wspieranie proliferacji, przezycia,
migracji i inwazyjnosci komérek nowotworowych. FGF posredniczy w aktywacji wielu szlakow
sygnalizacyjnych, takze w takich z udziatem ERK 1/2 i Pi3k/Akt. Jak wcze$niej wskazano mogg
one odpowiadaé za chemoopornos¢ komérek raka. Dodatkowo, IL-6 bierze udziat w regulacji
FGF, a ta z kolei promuje przejscie epitelialno-mezenchymalne. Nieprawidtowa sygnalizacja
czynnikdw wzrostu fibroblastow jest raportowana m.in. w nowotworach ukfadu ptciowo-
moczowego, jak raka prostaty i raka pecherza moczowego [106—-108]. Pecqueux i wsp.
zasugerowali, ze ekspresja FGF2 moze stanowi¢ niekorzystny czynnik prognostyczny w raku
prostaty. Wykazano, ze stymulacja FGF2 prowadzi do zaburzen réwnowagi chromosomalnej
i indukcji peknie¢ DNA w warunkach in vitro i in vivo. W badaniu hamowania sygnalizacji FGF
dochodzito do odwrécenia aberracji i peknie¢ DNA, spowodowanych przez FGF2 [109].
W meta-analizie Mcniel i Tsichlis zaobserwowali, ze nowotwory wykazujgce wysokg ekspresje
FGF2, charakteryzujg sie réwniez nadekspresjg Akt3, co koreluje ze ztym rokowaniem
u pacjentow z rakiem pecherza moczowego. Autorzy zasugerowali uzytecznos¢ kliniczng
z ukierunkowania terapii na szlak FGF2/KDM2B-EZH2/miR-101EZH2 [110]. Knelson i wsp.
w badaniu in vitro, stosujgc przeciwciato neutralizujgce FGF2, odnotowali zniesienie efektu

réoznicowania spowodowanego uzyciem CM z linii nerwiaka zarodkowego i idgcych za tym
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zmian w sygnalizacji TME [111]. W innym badaniu scharakteryzowano specyficzne
przeciwciato monoklonalne anty-FGF2, a nastepnie analizowano jego zastosowanie
w czerniaku. Blokowanie FGF2 uposledzito wzrost guza oraz zmniejszyto angiogeneze
w guzach przerzutowych [112]. Sugeruje sie zatem, ze wykluczenie FGF2 z mikrosrodowiska
guza ma charakter przeciwnowotworowy. Rdwniez w niniejszej pracy zauwazono pozytywny
efekt blokowania FGF2 w badanych liniach raka prostaty i raka pecherza moczowego. Przy
inkubacji komérek nowotworowych z CAF-CM ze zneutralizowanym FGF2, odnotowano
wyzszg wrazliwos¢ na zastosowane leki. Kolejng blokowang czgsteczka byta IL-33. Analiza nie
wykazata jej udziatu w chemoopornosci DU145, co prawdopodobnie zwigzane jest z brakiem
jej nadekspresji w tym modelu komérkowym. W przypadku raka pecherza moczowego
odnotowano, ze wykluczenie IL-33 z CAF-CM wptywa na wrazliwos¢ komorek
nowotworowych. W pordéwnaniu do kontroli, otrzymano nizszg zywotnos¢ HB-CLS-1
inkubowanych w CM bez IL-33 po traktowaniu hodowli ciprofloksacyng. Wynik ten nie
koreluje z brakiem nadekspresji tej czgsteczki w zastosowanym modelu komdrkowym.
W sekretomie HB-CLS-1 stwierdzono jednak nadekspresje IL-13 po hodowli z CAF-CM. Zhanga
i wsp. w badaniu in vivo potwierdzili, ze fibroblasty reagujg na IL-13, ktora moze regulowad
aktywnos¢ IL-33, zmniejszajgc jg. Odkryto, ze ttumienie IL-13 zwieksza aktywnos¢ IL-33 [113].
Zgodnie z tym, zidentyfikowana nadekspresja IL-13 mogta sttumié aktywnosc¢ IL-33 w badanym
sekretomie. Aby wyjasni¢ wptyw wykluczenia IL-33 na wrazliwos$¢ raka pecherza moczowego

na leczenie nalezatoby potwierdzié¢ uzyskane wyniki w modelu in vivo.

Kolejng grupg komoérek identyfikowanych w mikrosrodowisku guza sg mezenchymalne
komorki macierzyste. To komorki o silnym tropizmie do $rodowiska guza, mogace spowalniaé
albo przyspiesza¢ wzrost guza. Podobnie jest w przypadku ich wptywu na wrazliwos$é komorek
nowotworowych na leczenie. Dokumentuje sie zarowno hamowanie opornosci
terapeutycznej, jak i jej promowanie. He i wsp. wykazali, ze MSC-CM moze uwrazliwiaé
komorki raka piersi na radioterapie. Zauwazono, ze medium kondycjonowane z MSC wraz
z radioterapig hamuje szlak sygnatowy Stat3. Odkryto réwniez, ze MSC parakrynnie mogg
hamowaé¢ wzrost guza [114]. Przeciwne wyniki uzyskano m.in. dla szpiczaka mnogiego.
Zaobserwowano, ze MSC poprzez produkcje CXCL13 zwiekszajg oporno$é komoérek
nowotworowych na bortenzomib [115]. Co ciekawe, Skolekowa i wsp. wskazali, ze MSC pod

wptywem cisplatyny nie ulegajg apoptozie, ale czes¢ badanych komédrek ulega starzeniu.
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W badaniu in vivo MSC promowaty wzrost komdrek raka piersi, a przy jednoczesnym
stosowaniu cisplatyny prowadzity do chemoopornosci guza. Zespdt wskazat, ze jest to
zwigzane z podwyzszonym poziomem cytokin, takich jak IL-6 i IL-8 wytwarzanych przez MSC
wystawione na dziatanie cisplatyny. Poza zmianami profilu cytokin, odnotowano réwniez
zmiany w aktywacji wielu szlakdw sygnalizacyjnych [116]. Opisane badanie koreluje
z obserwacja w przedstawianej pracy. Po inkubacji linii komérek raka prostaty z samym
MSC-CM zaobserwowano wyzszg zywotnos¢ w poréwnaniu do kontroli. Dodatkowo, po
hodowli DU145 z MSC-CM, a nastepnie potraktowaniu komdérek nowotworowych cisplatyng
wykazano ich zmniejszong wrazliwo$s¢ na zastosowany chemioterapeutyk w stezeniu
odpowiadajgcym IC10. Z drugiej strony, wyniki uzyskane w stosunku do linii komédrek raka
pecherza moczowego sugeruja, ze w przypadku tego nowotworu MSC moga zwiekszaé jego
wrazliwos¢ na ciprofloksacyne. Mimo, ze samo MSC-CM podobnie, jak w przypadku linii raka
prostaty promowato zywotnos¢ i proliferacje HB-CLS-1. Wcze$niejsze badania prowadzone na
innej linii komdrkowej raka pecherza moczowego — T24, wskazaty na indukowanie opornosci
tych komérek na ciprofloksacyne [117]. Rdznice we wrazliwosci komdrek nowotworowych na
rozpuszczalne mediatory mogg wynikac ze specyficznych wiasciwosci biologicznych MSC oraz
pozostatych elementéw TME, ich pochodzenia i fenotypu. Biorgc pod uwage rozbiezno$é
w publikowanych wynikach, konieczne sg dodatkowe badania, aby w petni zrozumieé role MSC

W opornosci terapeutyczne;j.

Podsumowujgc, mikrosrodowisko nowotworowe stanowi ztozong i niejednorodng
przestrzen wokét guza. Jak wczesniej wskazano, istnieje wiele dowoddéw, ze to wiasnie zrgb
guza jest gtéwnym regulatorem komodrek nowotworowych. Przedstawiane w prezentowanej
rozprawie doktorskiej badanie in vitro wskazuje na Scistg zaleznos¢ miedzy czynnikami
wydzielanymi przez fibroblasty zwigzane z rakiem, a komdrkami raka prostaty i raka pecherza
moczowego. Wyniki ilustrujg, ze CAF parakrynnie promujg wzrost i proliferacje komadrek
nowotworowych. Wykazano, ze efekt ten jest spowodowany dziataniem czgsteczek
uwalnianych z komoérek raka pod parakrynnym wptywem CAF, takich jak IL-6, ktdra inicjuje
EMT. Dodatkowo, CAF poprzez wydzielanie czynnikdw zewnatrzkomdrkowych wptywaja na
aktywacje szlakow sygnalizacyjnych z udziatem Akt/ERK/p70 oraz obnizenie ekspresji p53. To
rowniez przyczynia sie nie tylko do wzrostu, ale tez chemoopornosci komorek

nowotworowych. Wyniki sugeruja, ze neutralizacja FGF2 z mikrosrodowiska guza poprawia
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spowodowang przez CAF-CM lekoopornosc. Z kolei, aby wyjasni¢ wptyw wykluczenia IL-33 na
wrazliwos¢ raka pecherza moczowego na chemioterapeutyki, nalezatoby potwierdzi¢
otrzymane wyniki w modelu in vivo. W przypadku sekretomu MSC, niewatpliwie czasteczki
w nim zawarte oddziatujg z komérkami nowotworowymi, rdwniez zwiekszajgc ich zywotnos¢
i proliferacje. Jednakze, nie uzyskano jednoznacznego potwierdzenia ich wplywu na
wrazliwos¢ komoérek raka prostaty i raka pecherza moczowego na zastosowane czgsteczki
terapeutyczne. Aby w petni zrozumie¢ ich role w odpowiedzi na leczenie, nalezy w dalszym

ciggu badad ich wptyw na poszczegdlne grupy komdrek w TME.
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6 Whnioski

1. Fibroblasty zwigzane z rakiem parakrynnie promujg wzrost i proliferacje komadrek raka
prostaty i raka pecherza moczowego poprzez regulacje ich sekretomu.

2. Mediatory syntetyzowane przez fibroblasty zwigzane z rakiem obnizajg wrazliwos¢
komorek raka prostaty i raka pecherza moczowego na stosowane chemioterapeutyki
poprzez aktywacje szlakdw sygnalizacyjnych oraz regulowanie ekspresji biatka p53.

3. Neutralizacja czasteczek FGF z mikrosrodowiska guza wydaje sie by¢ obiecujagcym
kierunkiem badan nad strategig zwalczania lekoopornosci komérek raka prostaty i raka
pecherza moczowego.

4. Mezenchymalne komodrki macierzyste parakrynnie promujg wzrost i proliferacje
komorek raka prostaty i raka pecherza moczowego, a takze wptywajg na opornosc

komodrek nowotworowych na stosowane leki.
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oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki nieistotne statystycznie (p>0,05)
oznaczono jako ns. 45
Rycina 9. Aktywnos$¢ kaspazy 3/7 w HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM. A) komorki
kontrolne, B) komérki inkubowane z CAF-CM przez 48h, C) komérki inkubowane z CAF-CM
przez 72h. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie
nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 47
Rycina 10. Aktywnos$¢ kaspazy 3/7 komérkach HB-CLS-1 hodowanych w obecnos$ci CAF-CM

przez 48h i 72h. Dokumentacja fotograficzna. Powiekszenie 20x. 48
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Rycina 11. Aktywnos$¢ kaspazy 3/7 w komadrkach DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM. A)
komorki kontrolne, B) komérki inkubowane z CAF-CM przez 48h, C) komérki inkubowane z
CAF-CM przez 72h. Wyniki nieistotne statystycznie oznaczono jako ns. 49
Rycina 12. Aktywnos$¢ kaspazy 3/7 w komérkach DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM
przez 48h i 72h. Dokumentacja fotograficzna. Powiekszenie 20x. 50
Rycina 13. Aktywacja ERK/AKT/p70 w komadrkach HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-
CM. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). 51
Rycina 14. Aktywacja ERK/AKT/p70 w komdrkach DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM.
Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). 52
Rycina 15. A) ekspresja biatka catkowitego p53 oraz B) jego aktywnej formy (Ser15) w HB-CLS-
1 hodowanych z CAF-CM przez 48h i 72h. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie
(p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 53
Rycina 16. A) poziom biatka catkowitego p53 oraz B) jego aktywnej formy (Ser15) w DU145
hodowanych w obecnosci CAF-CM przez 48h i 72h. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne
statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 55
Rycina 17. Aktywno$¢ metaboliczna HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach 1C10, 1C50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne
statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 56
Rycina 18. Aktywnosc¢ proliferacyjna HB-CLS-1 hodowanych w obecnosci CAF-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach [1C10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne
statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 57
Rycina 19. Aktywnos¢ metaboliczna DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM oraz cisplatyny
w stezeniach 1C10, IC50, IC90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 58
Rycina 20. Aktywnos¢ proliferacyjna DU145 hodowanych w obecnosci CAF-CM oraz cisplatyny
w stezeniach IC10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 59
Rycina 21. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$¢ komorek HB-CLS-1 na
ciprofloksacyne — Test MTT. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki
statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 60
Rycina 22. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$¢ komorek HB-CLS-1 na

ciprofloksacyne — Test BrdU. Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 61
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Rycina 23. Komoérki HB-CLS-1 hodowane w obecnosci CAF-CM i/lub przeciwciatem
neutralizujgcym FGF/IL-33. Obserwacja mikroskopowa, powiekszenie 20x. FGF(-) —
przeciwciato neutralizujgce FGF. IL-33(-) — przeciwciato neutralizujgce IL-33. 62
Rycina 24. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$s¢ komérek DU145 na
cisplatyne — Test MTT. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki
statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 63
Rycina 25. Wptyw wykluczenia FGF/IL-33 z CAF-CM na wrazliwo$¢ komoérek DU145 na
cisplatyne — Test BrdU. Gwiazdky oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki
statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 64
Rycina 26. Komoérki DU145 hodowane w obecnos$ci CAF-CM i przeciwciatem neutralizujgcym
FGF/IL-33. Obserwacja mikroskopowa, powiekszenie 20x. FGF(-) — przeciwciato neutralizujgce
FGF. IL-33(-) — przeciwciato neutralizujgce IL-33. 65
Rycina 27. Obserwacja mikroskopowa morfologii komdrek HB-CLS-1 w obecnos$ci ASCS-CM
przez 48h i 72h. Mikroskop o odwrdconej optyce, powiekszenie 20x. 66
Rycina 28. Obserwacja mikroskopowa morfologii komérek DU145 w obecnosci ASCS-CM po
48h i 72h. Mikroskop o odwréconej optyce, powiekszenie 20x. 67
Rycina 29. Zywotno$¢ komdrek HB-CLS-1 po hodowli w obecnoéci ASCS-CM przez 48h i 72h.
Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne
(p>0,05) oznaczono jako ns. 68
Rycina 30. Aktywno$¢ proliferacyjna komdérek HB-CLS-1 po hodowli w obecnosci ASCS-CM
przez 48h i 72h. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). 69
Rycina 31. Aktywnos¢ metaboliczna komdérek DU145 po hodowli z ASCS-CM przez 48h i 72h.
Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05). 70
Rycina 32. Aktywnos¢ proliferacyjna komérek DU145 po hodowli z ASCS-CM przez 48h i 72h.
Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 71
Rycina 33. Aktywnos¢ metaboliczna komérek HB-CLS-1 hodowanych z ASCS-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach [1C10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne
statystycznie (p<0,05). Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 72
Rycina 34. Aktywnos¢ proliferacyjna komoérek HB-CLS-1 hodowanych z ASCS-CM oraz
ciprofloksacyny w stezeniach 1C10, IC50, 1C90. Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05)

oznaczono jako ns. 73
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Rycina 35. Aktywnos$¢ metaboliczna komérek DU145 hodowanych z ASCS-CM oraz cisplatyna
w stezeniach IC10, IC50, 1C90. Gwiazdkg oznaczono wyniki istotne statystycznie (p<0,05).
Wyniki statystycznie nieistotne (p>0,05) oznaczono jako ns. 74
Rycina 36. Aktywnos¢ proliferacyjna komérek DU145 hodowanych z ASCS-CM oraz cisplatyna

w stezeniach IC10, IC50, IC90. Gwiazdka oznaczono wyniki istotne statystycznie. 74
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Zatacznik 1

-_—

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskicj-Curie 9, 85-094 Bydgoszez, tel (052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 766/2019 Bydgoszcz, 29.10.2019 .

Dziatejac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U.z 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z poznicjszymi zmianami), zarzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spoleczne| 2 dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegblowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych
(Dz.UNr 47 poz480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 1. z poZn. zm. w sprawie
powolania orez zasad dziafania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopemika w Toruniv przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w 1CH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(sklad podano w zalaczeniu), na posiedzeniv w dniu 29.10.2019 r. przesnalizowala wniosek,
ktory ztozyla kierownik badania:

dr hab. Anna Bajek, prof. UMK
Zaklad Inzynierii Tkankowej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

z zespolem w skhadzic
- mgr Karolina Balik, Karolina Kowalska,
w sprawie badania:

wWrazliwvos¢  komérek nowotworowych na substancje o  dzialaniu
przeciwnowotworowym w obecnodci rozpuszezalnych mediatoréw syntetyzowanych
przez komérki macierzyste - badanie in vitro.”

Po zapoznaniu sie ze zlozonym waioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjcla

Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
W sprawie przeprowadzenia badafi w zakresie okre$lonym we wniosku

Zgoda obowiqzuje od daty posiedzenia (29.10.2019 r.) do korica 2020 r.

Wydana opinia dotyczy tilko rozpatrywanego wniosku = wwzglgdnieniem przedstowionego profekiu;
kazda zmiana i modyfikacia wymaga uzyskania odrebne] opinii,

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

Otrzymuje: »

dr hab. Anna Bajek, prof. UMK T~
Zakiad Inzynierii Tkankowej

Collegium Medicum w Bydgoszezy
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Lista obecno$ci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 29.10.2019 r.
Lp. Imig i nazwisko Funkcja/ Specjalizacja Podpis
1
1. Prof. dr hab. med. Karol $liwka Frzewodnicrycy
medycyna sqdowa LL |
Z — ca przewodniczigeego
M wa Joanna Poletek-Z:
2. gr pra Ygas e &
pediatra, alergologia i

3. | Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska
? gostroenterologia driecigca

4. Prof. dr hab. med. Arma Balcar-Borod pediatria, nefrologia ﬁ?\

. a2
5. Prof. dr hab. med. Marek Grabiec Poxiicim, 74
ginekologia onkologicrna
o chirurgia ogdina,
6. Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk
AT Te et LR i T e i _ | transplantciogia kiiniczna
organizacja ochrony

7, | Drhab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifiska, prof, UMK :
zdrowio, otolaryngologia

hor girzhe, ¥ (
8. Dr hab. n med. Maria Kiopocka R e WQ'Q ?‘W
gastroenterolagia
9, Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. UAM duchovmy ﬂM </ U/
10. Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska pediarrio, choraby piic
11. Megr prawa Patrycja Brzezicka prawniczka (-1 , ‘ | ‘w/ I
12 Mgr farm. Aleksandra Adamczyk Sfarmaceutko
13. Mgr Lidia Iwitiska-Tarczykowsks pielggniarska
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Zatacznik 2

\\ Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszez, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 402/2021 Bydgoszcz. 15.06.2021 r.

Dziatajac na podstawic art,29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (DzU_ 2 1997 r
Nr 28 poz. 132 (wraz z pdinicjszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opicki Spoleczne| z dnin
HEmiga 1999 r. w sprawie szczegdlowyeh zasad powolywania | finansowanis oraz trybu dzinlania komisji
bicetycznych (DU Nr 47 poc480) orue Zurzydzenia Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009, 2 pozn. zm. w
sprawie powolania oraz zasad dzinlanin Komisji Bioetyezne) Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie z zasadami zawiartymi w ICH - GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(skfad podano w zalyczeniu), na posicdzeniu w dniu 15.06.2021 r. przeanalizowala wniosck,
ktory zlozvla Kierownik badania:

dr hab. Anna Bajek, prof. UMK

Katedra Urologii i Andrologii, Zaklad InZynierii Tkankowej

Collegium Medicum w Bydgoszezy, UMK w Toruniu

z respolem w shladzie
mygr Karolina Balik

w sprawle badania

wMikrosrodowiske nowotworowe jako cel terapii personalizowanej. Analiza
wplywu mediatoréw syntetyzowanych przez fibroblasty zwigzane z rakiem (CAFs) na
komérki nowetworowe ukladu moczowo-pleiowego.”

Po zapoznaniu sie ze Zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzone dyskusii oraz glosowani
Komisja podjcla
Uchwalg 0 pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

w sprawie preeprowadzenia badan w zakresie okreslonym we wniosku
Zgoda obowiqzuje od daty podjgcia uchwaly (15.06.2021 r.) do korica 2024 r.

Wydang opina dotyezy tvlko rozpairywanego wniosku = uwzglednieriem preedstawionego profekin,
kotda 2miana | modvfikacja wymage uzyskamia odrgbnej opinii,

Prof. dr hab, med. Karol Sliwka

Pm:wodnic‘f;cy Komisji Bioetycznej
Otrzymuje: . 3 ‘
dr hub. Anna Bajsk, prof, UMK I
Katedrs Urologii § Andrologii, Zaklad In2zynierii Thankowej
Colleginm Medicum w Bydgosaczy, UMK w Tonuniu
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Lista obecnosci
na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 15.06.2021 r.

Lp. Imie | nazwisko Funkefa! Specjalizacya Podpis
e ¢ =
I Prof. dr hab. n. med. Karol Sliwka wedycyna sqdoswa
przewodniczacy »
. prawniczka
2 Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas R
zastepea przewodniczycego
Prof. dr hab. n. med. Mieczyslawa Czerwionka- pediatra, alergologia |
3, Szaflarska gastroenterologia deiccigen
2niciwo, :
4 Prof. dr hab. n. med, Marck Grabiec i
‘ ginekologia ankologiczna
choroby wewngtrzne,
s. Prof. dr hab. n. med. Maria Klopocka |
gastroenteralogia {
chirurgia ogdina 1
6 Prof. dr hab. n. med. Zbignicw Wiodarczyk o -
transplantologia kiniczna
i Dr hab. n. med. Maciej Shupski, prof. UMK Bigdin
transplantalogia Kiniczna
anestesjologio
8. Dr hab. n. med. Katarzyna Sicrakowska, prof. UMK % kg :
1 mtensywna terapia

0. Ks. dr hab. Wojciech Saukalski, peof, UAM duchowny , (’Zﬂmv/ )

|
10, Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska pediatrio. choroby pluc M/

11 Mgr prawa Patrycja Brzezicka prawnickn

12, Mgr farm. Aleksandra Adamczyk Sarmoceutha 4 o ‘___

13. Mgr Lidia Iwifiska-Tarczykowska plelggniarka (% t J ‘ /
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