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Streszczenie

Czerniak jest jednym mnaj bar dzi e zdgoSliwych typ:-w
odznaczaijwksokims t ©ipmi em i nwazji i t worzenia pl
wl eczeniu tego nowotworu stosuje sin gg-wni
uki erunkowane na zahamotwamowi Nackytcyhwn e ISe ine nbti y
sygnal nych, kt-rych hi peraktywacj a W czern
kom-rek, migracj N, inwazj N oraz inhibicjN ap

zaawansowanych form terapii, nadal otsym problemem, agani c z ach Ncy m

efektywnoSi, pozostaje zjawisko |l ekoopornoS«
|l eczenie, kt-re obserwujemy u winkszoSci pac
na wyksztagceni e | ekoopornoSci u tpacjent -
mi kroSrodowi sko nowot wor u. Ni sza nowot wor ow
zdgoSliwych, ale teU kom-rek towarzyszNcyct

prawi dgowych zmieniaj N sifn \egapwioz ®&rsg iz MBwoao
kom-rek tmwmokezodlSyoctdowi sko czerniaka moUna wy
adi pocyty, keratynocyty. Kamuj Niroewwj ppowdlt
jednak ulegajN one szeodpgowiedmi anazagbodgi
przez kom-rki @owonodwadnN e dihf ketmoodtyyf p Lk ancg iws pi er

nowotworzenie.

Bi or Nc pod wuwagi jak istotmy twkdew rma pr
| ekoopor no Scia otoczemiexzejnieka,p ©o ¥t annowi ono zbadal [
pomi hdzy kom-r kami howat wgsaWNg mmi . W tym
charakterystyki modyfi kacj i zachodzNcych w Kk
wpgywem kom-rek czerni aka, oraz zmi an w
hodowanych w obecnoSci kom-r ek wgbvanoN\lwaany ch z
model e badawcze, jeden z nich stanowi ga hod

kondycjonowanN zebranN znad kom-rek czernia

kom-r ek pr akvd d-grokwayrsih rzowot wor owy mi Z zast osc
Tranvel | . Dokonano szeregu analiz, skupiajNc s
na progresjn czerniaka, takich jak proteol
sygnagowych, proliferacja.

W ramach projektu pracy doktorskiggobserwowano zmiany w akiyn o S c i

proteolityczne]j we wszystkich badahypdhkz Ntgpa
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pod wpd&ywe mek nowot wor owych. Gg-wnN roln
mi kroSrodowi ska czerniaka zdajN sin odgr

przypisywano racge f unkcjn hamowania rozwoju tego I

progresiji. Ponadto zar-wno aktywowane fibr
sifn zwinkszonN migracjN oraz inwazjN w por
uwagfi fakt, ndwothkemomwlkei mogN poruszal sin
towar zysgiNectyemk twzw. mi gracj i kol ektywnej,

tych pr okcoens--rvk a wh zwi Nzanych z nowot worem
indukcj N tyldm-fr kmlkcdj i czwkowe iwgkazano zrllamy @t

mor f ol ogi i adi pocyt-w pod wpgywem kokul tur
t guszchawakteryzkujN\gcleonyimin fzaot ypem or az v
l i pidskwut ek hodowl i z kom-r kami czerniak
pr zypominaj Nce ksztadgtem fibroblasty ze zneé
lipi dowych. Co wincej, kom-r ki @adla poacyd §y z
zwi fikszonN produkcj N biagek chaw akkane-rryksa cyhc
czern aka pod fwpgywdmst - w i keratynocyt - -w z
dochodzi doindukcjipr zej Sci ameepeintcehlyimall me g o, przyczy
powst awani a Nagomastmodowlh a i p o czykt oo mv r kczemiaka

prowadzi do akumulacji lipi - w w k onmowotwierawydh.

~

Podsumowuj Nc, wykazano, Ue =zar - -wno w f

keratynocytach pod wpgywem kom-rek czerni al

mogN przyczynial sinPdmoadptroogwe kjoim- chacloby
hodowanych w obecnoSci badanych el ement - -w ni
met abolicznych, i n d u-kezgnchynmalnegeoras, evipraypaekp i t e | i
kokul tury =z adipocytami, akumul acj i l i pi d-
kom-r kami n oo tawomiokwyo Sr odowi skiem czerni a
stanowi | podstawy do opracowani a terapi.i
nowot worowe j ak i te sprzyjajNce progresji



Abstract

Melanoma is one of the most malignant types of s&icer, characterized by a high
rate ofinvasion and metastasi€urrently, the treatment of this cancer mainly involves
immunotherapies and targeted therapies, aimed at inhibiting the activity of proteins
constituting elements of signaling pathways, thpdmgctivation of which in melanoma
results in increased cell proliferation, migration, invasion and inhibition of apoptosis.
Although more and more advanced forms of therapy are being used, drug resistance
characterizedy the lack of response to treatmewnthich we observe in most patients,
remains a significant problem that limits their effectiveness. One of the factors influencing
the development of drug resistance in melanoma patients is the tumor microenvironment.
The cancer niche consists not onlynadlignant cells, but also of accompanying cells that,
under the influence of melanoma, change from normal cells to esglated cells that
promote progressioelanoma microenvironmembnstitutesamong others: fibroblasts,
adipocytes and dratinocytesThese cellular elements at the tumor onset inhibitor
development, howeveover timethey undergo changes is the response to signals send by

tumor cells, which make them more supportive for cancer progression.

Taking into account the significant imgdhat the melanom@icroenvironment has
on cancer progression and the development of drug resistance in patients, it was decided to
investigate the interactions between cancer cells camterassociated cells. For this
purpose, the modificati@noccurrig in cancefassociatectells under the influence of
melanoma cells and the changes in the biology of cancer cells culturexipresence of
cancerassociatectells were characterized. Two research models were selected for the
study, one of them was thalture of normal cells with conditioned medium collected from
melanoma cell culturghe other was based on theadture of normal cells with cancer
cells using Transwell inserts. A number of analyzes were performed, mainly focusing on
the study of feates influencing melanoma progression, such as proteolysis, migration,

invasion, activation of signaling pathways, and proliferation.

We have established thiatall examined melanomassociated cells occur changes
in proteolytic activityunder influence o€ancer cellsThe main role in this process within
the melanoma microenvironment seems to be played by keratinocytes, which have so far
been assigned the function of inhibiting the development of this cancer rather than
supporting its progressiomloreover, both activated fibroblasts and keratinocytes were

characterized by increased migration and invasion compared to control cells. Taking into

8



account the fact that cancer cells can move together with accompanying cells as a result of
the soecalled ollective migration, it can be assumed that the intensification of these
processes in cancassociatedells probably results in the induction of these functions in
melanoma cellsAdditionally, changes in the morphology of adipocytes due foutiuire

with cancer cells were demonstrated. As a result of culture with melanoma cells, fat cells
from roundedyvith a high lipid content, became spindleaped, resembling fibroblasts in
shape with a much smaller number and surface area of lipid drops. MoreAves c€lls

were characterized by increased production of prosesific forfibroblasts. In turn, in
melanona cells, under the influence GAFs and CAKs, epitheliahesenchymal transition

is inducedwhich may contributeéo the formation of metastasesdditionally, culturing

adipocytes with melanoma cells leads to the accumulation of lipids in cancer cells.

To sum up, it has been shown that both fibroblasts, adipocytes and keratinocytes
undergo significant changes under the influence of melanoma cellg;hich may
contribute to the progression of the disease. Moreover, melanoma cells cultured in the
presence of the examined cellular elements of the tumor niche showed metabolic
changes, induction of epitheliaimesenchymal transition and, in the case of eaulture
with adipocytes, lipid accumulation. Understanding the interactions between cancer
cells and the melanoma microenvironment may in the future be the basis for
developing a therapy targeting both cancer cells and those promoting disease

progression.



1 Wstnp
1.1 Czerniak

Czerniak to nowotw-r zdgoSliwy piowstajNc
mel anacylecwuj e Ymi evrdtiveviprban@nvbdtivoe ws k - ry. Jednym
z czyrmemwiki-kve zrggykdhveyyscthNpi eni a tej choroby jest
na promeni owani e UV. W s kr-orbzoewon i enzemi aennoi coyntey]  oct
zkeratynocytami c o p r z y aclmoyDNAprzed uszkodzeniami indukowanymi
promi eni owaniem UV, gg-wni e [ swWwSors--db zznailaenU
genetycznyclndukowanych tynpromieniowanieno k 04§00 % st anowi N mut acj
inhibitora Kkinazy z atyelitddegepdst Githse dnpiitbricAy 2 A (
CDKN2A), k t ychr wynikiem jest powstania i epr awi dgowyc fFFofabr m bi ag
pleN““A Bi agka te sN waUnymi supresorami nowot wc
kom-rki z fazy cyklu kom-bikafim¥p Glz Ndsot efcazzkya
pl16 wi NUe sifi do kinazy CDK4 indukuj Nc tym :
natomi ast mutacja w genie kodujNcym pl6 zapoca
powstrzymuj Nc w ten s poaegolb]. Ponddtbobkiochei cy k| u
mut acj i wvygsetniapcuhj ek o d uj Nc y c kienbkinaz §keywowanych Nz ane 2
mitogenami (ang. mitogeactivated protein kinase, MAPK) takich jaknazahomologu
Bl onkogenu wir us owergfdangnviral snarikeasarcomas viral g o v
oncogene homolog B1 kina&RAF czy homolog onkogenu wirusowegeerwiaka RAS
(ang.neuroblastoma RAS viral oncogene hompNBAS [4]. Uok o Jo 50% pacj ent
cierpi Ncyc lwys & imptacvegenieBRAE(BRAFV600E) , kt -rej efek
jest powstanie konstytutywnie aktywnej forneykinazy[2,6].

1.1.1 Formy terapii stosowanew leczeniu czerniaka

Podstawowym sposobem leczenia czerniaka jesc hi r ur gi czne usuni
iot aczhjtNkcayrce k . U pacjent - w, u kt-rych wystnng
owrzodzenie, w celu wykrycia obecnoSci poter
wartowni czego [7lviVprgypadku ényfikatje@m- r e Kk nowot wor ow
dokonuje sifn usuninfncia wnzg-w chgonnych. W
takUe sN usuwane chirurgicznie, jednak w tak

pozostagycH]l.form terapi.
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Gg-wnym chemioterapeutykiem stosowanym
wyst Npi gy przerzuty czerniaka | est dakarhb
przeUywal noSi-11Srmide{8pribogychcs nie odkryto innego

chemi oterapeutyku, kt -ry wykazywadgby winks
Wraz z opracowaniem | ek-w celowanych oraz
znacznie rzadziej wykorzy4dtywanN formN | ec:

Wsp- gczerdpadkep ancj ent - w, u kt-rych wyst Np
stosuje sin terapie zahaowawaniuek i £7luaak-owa B
prolif e r iaperjzie Uywal noSi kom-rek nowotworowych.
rodzaj -w terapi.i cel owanej jesthi podwr §j wa k
wchodzNekghd wkaskady MAPK,bi sngRoweaj ciakt Kwo
mitogenem (ang. mitogenactivated proteinkinase MEK) (binimetinib, cobimetinib,
trametinib) i bi agka BRAF ( eNestetyuapanoikent dw
poddanych takiemu leczenic z n®tbser wowany | est torgpadek s

spowodowanytosunkowosgb k o poj awiogpjoN n@Fscii N | ek o

Kolejnym rodzajem terapi. stosowane|j w

czerniaka jest immunoterapi o m- rzkrhiakac bl 6k mf Ncyty T poprz

mechani zmy, wgNcznie ze zwifAkszonN produkc
1(PDL1). JeSli Iimfocyty T jednoczeSnie nadj
Smierci ko-in) r kKist agd PPk s poz yworpowe proveadziadnt y g e n
zahamowania ich reakcji immunologiczn§y sf unkcyj ne |Iw-mwWwozyg y

swoj N roln efektorowN przy Z418d¢% ontemkcja u z d o
pomi ndagkamiPBsSRPDL1 i ndukuje takUe apoptozn |

guz (ang. tumor ffiitrating lymphocytes, TILs) 8t ymul uj e r - Uni cowani

ChD4+ (ang. cluster of di fferentiati on 4)
hamowanie autoreaktyn e j odpowi edzi I mmunol ogi cznej
posi adaj N wykbraysymwani@ immuhasupresyjchwg a Sci woSci | i mf
Treg [13]. Co wincej, p @ Zang cytotdixic dAyinghacytéadsaciated

protein 4) prezentowanego na | imfocytach

choruj Ncych rkerczemnikok&.urMgre z obecnym na
receptorem CD28 o zwiNzanie do czNsteczesk
kom-rkach dendrdy twicNelhey cshi.i CdToL At ych receptor
powi nowactwem ni U Chh&aktywagg aefl é knff e yjt e st

11



to uwaUane jest za czNsteczkin zwi NzanN z s
nowotworu [14,15] Rol a czNs4 & PRE kv urikaniuAodpowiedzi

i mmunol ogi cznej przez czerniaka staga sin
wykorzystywane|j w |l eczeniu tego nowotwor u. L
PD1 i CTLA-4 nal e@Nupdyo inhibitor-w punkt-w K¢
immunologicznego tworzonej przemono k|l onal ne p rpdilmuwnebwc i a g a
nivolumab, @ mbr ol i zumab, Atezoli zumab), kt -re wi N

prowadzNcym do af3l6lgi i l' i mfocyt  -w T

1.2 Mi kr oSrodowi sko nowotworu

Jednym z wpyywajkNawych na skutecznoSi tera
jest mikroSrodowi sko nowotworu. TworzN je ni
innek o m- abdche w niszy nowotwoydakie jakf i br obl asty zwi Nzane z
(ang. canceassociated fibrobkts, CAFs), keratynocytgy wi Nzane z nowot wor e
cancerassociated keratinocytes, CAKaflipocytyz wi Nzane z nowotworem (
associated adipocytes, CAAs) kmxin- u k g a dogiczhegoRysunekl). Pozost age
el ementy, w tym czynni ki fizykochemiczne (st
pozakom-rkowejul @angnatextr,aceedM), takUe maj N
progresji [17,18] Mi kr o Sr odowi sko nowot wor u ma zr - Uni
czerniaka i wystNpienie | ekoopirfniozSyccz n NP,o kpti
ogranicza dostnp | ek- w19 o Ploomd-rruegk en o wWotmw o rko w
z kom-r kami czerni aka miozgd\b | sitoySnaiizl yojwnael  kwoznm - or se
nowotworowychor az wspi eral aBypgogehneadjnapdraézgnn

one szereg r - Wiynyceyhnikiovzrgstu,reytokig, ehemokiywp § y eea j N

zar-wno na najbliUsze ot ocz e[80] @©odjtkako, i odl e
wydzielajN one met al opr ot ei nazyasesndbiPspr z y (a
uczescewi cdzeNyr adacij i el ement - w ECM, tym samy
nowot worowym i nwal2l]. i Kwmg § Nb b knewotvagtowey ni szy

produkakj(he zwi Nzki wysokoesnangeilycFnedjhtene
k o mek czerniakd22]. Co jwi tkibenu k §adu i mnbuince bgii € nwe g o

zwal czaniu zmienionycw waomwwonlkwvaoahlh wbi ZKjoan: a gikc :
przyczynial sin do wyksztagcenia r-Unego r
unikania przez czerniakprzeciwnowotworowejodpowedzi immunologicznej. Jest to

moUl i we mindzy innymi popr zlkeadujoNcegyaihs zeni e

12



15:38001

hamwpblpowi edFiicmmlNnolwyg zi el anie czynnik-w

fenotypupren o wot wor owego w kom-r kac[Bl.ukgadu i mmu

e e

3

L) =

Legenda
“ komérka czerniaka @ adipocyt o*a komérki uktadu immunologicznego
W melanocyt E keratynocyt —==mimikra naczyniowa
~ @  fibroblast i ECMm -3 ::‘ egzosomy
@ CAF

RysuneklUpr oszczony schemat prezent uj NSckyr - st ky@ a dC Anfri, |
fi brobl ast, fibrobl ast zwi Nzany z nowot wor em;
zmodyfikowany na podstawie publikgd@g]].

Wy Uej opi suadnze aagsup eekliteyment - w mi kr oSr odo wi
czerniaka oraz w odpowisadzirupfcj dret -kwvo mn a k
znowot worem mogN st aarapeutycknkpleitesmn cj ayenc el e j
pracy poSwiecono opisowi poszczeg:-lnych el
wzglidu na to, Ue czerniak w poczNtkowych
natomi ast wrdaDorobyownigkeamw ggnbsvdaiSwalr st wy
t kankn pRysusek)[2586ff (W trakcie pskowadnmnongwhnba

nainterakcjik er at ynocyt - ovaza dii po skytlmave tk-awmi czer ni ak
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keratynocyty— — naskorek

fibroblasty ——» — skora whasciwa

adipocyty—% “ o a9 & ,\Cﬁ, ~ % tkanka podskdrna

RysunekkSchemat il ustruj Ncy umiejscowienie ogniska

1.2.1 Keratynocyty obecne w niszy nowotworowej

Proliferacjawv nmmealsakn orckyut - 8o o @dulewana jpeez t
oddzi a &imijkd&ratymocytyOs zacowano, Ue jeden melanocy
trzydziestoma szeScioma &keratynocytami, kt-

transformacj N nowot wppamakmRnejman. pprzexwydzielanig gnal i z
endotelinyl (End1) orazalfame | anok or tmelanpcytt st mgl atli on hor mon
MSH) (Rysunek3) [27,28]1 Obi e te czNsteczki wi NUON sin d
odpowiednio, do receptora endoteliny B oraz receptora melanokettyog indukuje
ekspreskadgieNewch czynni ki odpowi adaj Nce za
transkrypcyjny AF2, angactivating transcription factor) 229]. Dodatkowo, wykazano,

Ue bi apkilSBEndegul uj N przeUywalnoSi mel anocyt
kinazy3-fosfoinozytolu(ang. fhosphoinositl-3-kinase PI3KYk i nazy bi agkowej B
CzNsteecelzkiMSHEtymdi | uj N takUe proliferacjn mel anc
produwkmnjkaih t ranskrypcyfgneng & r gamd. hidroptithéligia

associated transcription factoMITF) [30]. PowyUsze dane ws kazuj
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wydzielanych przez keratynocyly,i aEpeélk -AMSHWwp r z e ¢ i w transfoanipgin i u

nowot wor owej [2%hel anocyt - w

Komorki czerniaka

-1‘
aMSH Melanocyty
4 g, &
e'e,;"‘o
"

Keratynocyty &
”o:\,

Inwazja i metastaza komérek czerniaka Lekoopornosé¢ komoérek czerniaka

Rysunek3Schemat przedstawiajNcy udzi aDok@aadnynopgiy
proces-w regul owanych pr zezS\kKre - ria, MadherwatEy znaj d
cad, Ekadheryna; Endl, endotelinal; CXCLJ ligand chemokiny 1 motywie (GX-C); TRIM16,

bi agko zawier aj Nc pysumsk znyodyfikowany jnadppdstawierpybliki].

Promieni owani e UV indukuje procesy zno
proliferacjN mel anocyt - w, co skut kuj e t
barwnkowych. Indukowana promieniowaniem UvMwi n k s z o n amiR2y wt e z a
keratynocytach, fibroblastach kom- r kach czer ni azk ae kksoprreelsujjN
gen-w zwipNzaaeaygewalznoSci N i proliferacj N (n
czynni k i nduk ealiea ang. hypdxipndukilslg factor110, HIF1-U) oraz
zdol noSci N do iotwarawygh inp. kkankowy ighibitommetaloproteinaz
macierzy, ang. tissue inhibitor of metalloproteina3esTIMP3) [31]. Dodatkowo,
ekspresja miRRO0a orazmiRL41 ul ega obni Ueniu w mysich
4A5) pod wpgygjwe mk e iny radIH, podczasggkly nadprodukcja tych
niekoduj Ncych RNA bezpoSnkaWTF§@E2wpGy wai hae jp
miR-1 4 1 , regk poziom wzrasta p o wp § y wevmkerdtyocytach koreluje
negatywni e genek&pudae§ jNPHENg(angphosphajakeoand tensin
homol og) z goawm gianthoiwbaincej 1 s[33]. Wk kia Pd BK/ AKWni el

kom-rki czerniaka wpgywywlnna pidckeradrynd
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w obecnoSci poUy wk 0 c tkoochzdNocg jo n b w dhzemipkan | | k om
wykazuj N obni Uony poziom ker at yinnyarkeda0 (ang.
specyficznego dla keratynocyyts-kw rklmecrkytch ew up
rogowaceniu i guszczeniu, a takUe zwifkszonN
CK14), charakterystycznej dla intensywnie pr

sin w ggnbokich[34jarstwach nask-rka

1211 Regul acja oddziagywaE pomindzy mel anocyt
Keratynocyty kontroluj N wzrost kom-rek L
czynnik-w wzropo®wegdhi otrdaezynyhiwatymekiadheayn,
uczestniczNcych w ad278%37]i Cytoplatndtycyna daomermak o we j
E-kadheryny, obecna w keratynocyt aaktynnor az mel
poprzez kompl ekkast 488,98l koleig Bowvp Nt r zkom- r kowa d¢
Eckadheryny oddziaguj e z podob powmrzchnik adhery
sNsi adupNe yRydunekd) . Obn ozbemnEkeadper yny i zwi fKks
produkcii Nk adheryny wugatwia mel anocytoymijezer wani €
keratynocytami Rysunek 4) . W efekcie olwem- zrakiz ymar Wniokddz i a

i nnymi kom-r kami , kt -re elksapdhreujyMina ps wdkjoan:
Sr-dbgonka o14@)z fi brobl ast ami

F-aktyna
Rysunek 4 Sc he mat obrazuj Ncy oddzi agywani a bezpoSr e
keratynocytami, w-kdditeymaych poSredniczy E
16



Zmiany w profilu ekpr esj i kg@dwmj Moywzit e kaghedypn s N
indukowane przez r e g u-inezénchymalnegor (ang. jefitheliah e p i
mesenchymal transition, EWMT3t malfNesepnhubowai
transfor macj fA35n oot weir iooveNj , czynni Kk WZTr os:
hepatocyte growth factor, HGF) ,nowatywodomi el any
takUe przyczyni @k spniesdkiodzgmpindonfey wemi eni o
kadheryry [41]. Wzrostpoziomu Nk adher yny ugatwia kom-rkom
umoUl i wia iefriindbgoakdjin =n acymel@jentamoprojesust ni
intrawazacji [42i 44]. N-kadherynaaktywuje szlakwi od Ncy pr zez ki naz
przyczynia sin cdb&ateninyg,raons dfelic inma&k z iyovaw | i czynn
indukuj Ncych apoptozn t2adsaociated agoaik of tell dedi) o B a
i zwifnkszeni anep ran e[BRBlaClvoieksvep r z y wr ekspesjii e
genuk o d uj N-kadhgrg@iw kom-r kach ¢z epomwre kworzenieno Ul i w
bezpoiSrhedmddzi agy wa @rapmoaoyiami d w konsakivendji haamuje
inwazjn i i ndu kkuingwetwoaopyrhpsslo zd kwandmi ono, Ue n
hodowane w monokulturze ec huj e bardzi ej spol aryzowan:
proliferaciaor az pozi om mar ker -w charakterystyczn
biagko MUC18 (ang. Mel anoma Czg pobedndstkh e si on
integrynyb3 [45,46]. Nat omi ast kbh&muwniukawkom:-z eki ezr -
keratynocyt ami bl okuj e zwi nkszonN ekspr es
czerniaka w melangtach[45,47]

Nadekpresja genk o d u j Bkaghgrgmw kom-r kach czerni aka
powstawanip o g Ncze @ pomi ndzy keratynocytami a ko
czerni aka fkadedghuik wjdNdmeacEzaj N sifi takUe ni Usz
tworzN mniejszKolkiut¢z i ak kloonniriek czerni aka
ekspresjn genkuadibhedyjnNc ezg osketkuja Zarnjikiem sytezg mi
specyfi cznych kdakich jak MULCt8roiaapkdednostka igtegryp8; Co
wincej, win \litra grzeprowadzdnycima modeluAs zt us K nkedgm- r ki
czerniakan adpr od uk a g Neleo kil i zowagy sifn w nask:-r
war st wach sk-ry wgaeSdiywekjom- rwykk azpywa Py yc zr
kontrolne kom-rKki czerniaka znajdowagy si
wg aSdblwe j

17



Kolejnym czynnikiemp o Sredni czNcym w komuni kacj.i p
czerniaka a keratynocytami jest wspompgiaw ¢ zn@jSpeptyd Enel . Kom:- r ki
nowot worowe zachowuj N zdolnoSi do produkcj i
wraOl i swteynmua acj i elzwNysdt zei cezl kaNh NE npdr z[48]d Cok er at y n ¢
ci ekawe, Endotelina 1 pomraesiaktdowadjni Ueas p
Eckadheryny w kom-rkach czerniaka, a tym s
inwazyjnyc h kom-r ek noRysunek 8)r [ yEadl (I ndukuj e t ak
wydzie | ani e zwi Nzanych z | pgaaenakimCXCtlz@g.zut owan
CXC motif chemokine 1) ora@XCL8 (CXC motif chemokine8)Ww o m- r kach czer ni &
Dodatkowo, badanign vivows kazuj N na istnienie pozytywn
poziomem peptydu Entl i zdolno Sci N czer ni[B0k58]. Wizowi iNrEvkauz | z
powyUstzgmapi a przeci wnowotwor owa oplrt a na
przeciwko receptorowi Eni j est rozwaUana jako potencjaln

leczeniu czerniakgp4,55]

1212 Wpgyw keratynocyt-w na | ekoopornoSi czer

Guzy nowotworowes N zwy k|l e wysoce heterogenny mi s
mi kroSrodowi sko nowotworu oraz duUe zr-U0Unico
nich obser wikjoan-gikii marznvarcae aj Nce si i Nszybki m
i nwa z W{wypsokSpoziomb i aMjlkTaF or az ni ski poziom AXL) |j
inwazyjneo ni skim tempie proliferacji (wysoki p C
MITF) [56]. Wykazano pozytnyiwnd\z y k owyesl tafcg oiwa p © e m
charakter ywysgkilcyolpnsem ekspresj.i genu koduj
opornoSci N hnaamuij Nitieb ietl iy Kt yu spzalcgkennt - w z mu
genachBRAF lub MEK [57].Co ci ek awe, wykazano, Ue wydzie
endoel ina 1 odgrywpr k¢esizowhNabypywaniwa | ekoopor
czynnika AXL. Z kolei inhibicjareceptora endoteliny B poprzez zastosowanie jego
antagoni sty w kom-rkaphowpdzinyeah dma i dhkczav
wr a Ul nastswane terapeutyRysunek3) [29,58]

1.2.1.3 Czynniki wydzielane przez keratynocyty

Keratynocyty wpgdgywaj N na mel anocyty or az
bezpoSrednich oddzi agywaE, - popreezwydaiddabie w spo
czynni k-w do mi kr oSr odowi s kija UV keratghocytyp § y we m
wydziel aj N bi a gripatite MBtiEchhiading (peoteig 16]59], kt - r e g o
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poziom w Kkom-rkach czerniaka j est ni Uszy
Dodat kowo, ni ski poziom tego biagka u pac]j
negatywnie z wystnpowaniem pr zer poddaniew do \
k o m- r zerkiakaad z i a grdibitoru w kinazy BRAF powod wa @aovi nkszeni e
produkcjib i aTRKVE6, podczas gdgahamowanis y nt ezy t e czNstecz
na model u mysim prowadnzeijg d idcoz bpycstyssriaaeo i zau t z- wy
grupy kontrolne[59,60] Badania e ws k aizlw jiydziglamego przekeratynocyty

TRIM16 w hamovaniu metastazy czerniakRysunek3) [59].

Kolenymbi agki em wydzielanym przez kéeratyno
czNsteczka adhezy]| nkawej nzawii Nezraznya pzdypaamk @ -0 ma
nowot wor -w sk-ry, mi 61,62 iWyrkyamian o z e rUrei akkei r
wyizolowane z mysiego guza czerniaka pozbawionego ekspresjiBiel80wy d zi el agy
zwi fkszonN ICX€El wytpomki-mypnani u do keratynooc
guz - w pochodzNcych od zwi er z Nt kontroln
chemoatraktant dl a mi el oi dal nyc h-derwedm:- r e k
suppressaor cell s, MDSC) . Ug wwo d ryicdin ok,o mUe e
ogni ska nowotworowego W mysim modelu badaw
skutkowado redukcj N masy guza oraz ogranic
dane wskazujN na przeci wnowotwor owNkraol 0,
BP180 w przypadku czerniakRysunek3) [61].

KeratynocyrnaproonanaOwaeri e UV mogN r-wnieU

czerniaka. W trakcie rozwoju tego nowotwor L
(ang. radial growth phase, RGP), w kt- -rej K
oraz wertykal oNthapbaseer VGPR| gharakteryz
proliferacj.i i f68lorxednae@ mz pree@mriziutdaowt ycz Nc
fazami wzrostu czerniaka zakgada oddziagyw
zr - Unicowaoagyi akieyr aktynre wykazuj N ekspresjr
br aku aktywacij.i szl aku Not ch C Z ya2ANA2XK MI TF
hamuj Nc jego ekspresjn. Nat omi ast wydziela

-

eceptor-w obecmygwht war kwync h kiacaakt ywuj N szl

zahamowaniem wi Nzania czNsteczki MITF do w:
wzrostem ekspresjego mikro RNA, aym samymstym | acj N i nw&Rysjgnek czer n
5) [64]. Dodat kowo, wykazano, -20Pew czemiakii brewadzini e p
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do aktywacji szlaku Pl aK/ka®p2kkt obei PJesitai pho
cykl u koni65 k oPoedgpcdbne zj awi sko ma miejsce W [
Sluzowe|j oka;22@ Istt ymyimume R p rkool m-fweerkapcqg sn- bi mi
z a | eod szjaku PI3K/AKT oraz metaloproteinamacierzy 9 (MMP9)[66]. Inne
czNsteczki wydzielane przez keratynocyty poc
martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosisfatitar TNFU) or az b)nt er | euk
[67. Bi agka t e ci md uwkviBENwerykainej wzaostezerniaka z a S
enzym ten jest uwaUany za marker tdllbfazy wzr
wydzielane przez keratynocyty mogN byl zaanc
VGP wzrostu czerniak®8].

A B

Receptor Notch \ Receptor Notch

//./’
7

= —

Ekspresja miR =inwazja

B g0 SR agacs

Promotor  Region kodujacy
miR222/221

l Zahamowanie ekspresji

b a1 SR a3azs

Promotor  Region kodujacy
miR222/221

Koméorka czerniaka Koméorka czerniaka

Rysunek5St ymul uj Ncy wpgyw ker at ySchernaydrzedstawiagprodesy wa z j i
hamowania ekspresji miR (A) w warunkach braku aktywacji receptora Noteho ek spr esj n mi
kt -rej towarzyszy aktywacja receptora Notch i
Dokgadny opis proces-w przedstawionych na rysun|
RNA; MITF, czynnik transikN.ypcyjny zwi Nzany z mik

122 Fi brobl asty zwi Nzane z nowotworem
Fibroblasty to ggdg-wny skgadnik mikroSrodoc
nawet do 80% masy guZ&9]. Prawi dgowe fibroblasty hamuj
poczNtkowych jego fazach. K o m- owktizymanie mo g N
progresji czerniaka poprzez wydzielanie interleukiny 6 (antgrleukin 6, IL6) oraz
interferonu  gamma (IFd) , kt -re odpsotwyimulagodNj i zaodp o wi
przeciwnowotworowek o m- r e k uk gadu (Rysumeké) {f0logCae zwiegoe | ,
fibroblastywp gy wa g Wnami ki skdadu ECM. Produkuj N o
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pozakomtrmakowej ak kol agen typu 1, 11, oraz

proteoglikany orametaloprota zy kat al i zuj Nce reakc[flp degr a
Kom- r ki czerniaka wykor zyst upolczaa kwbryemian o S i |
przerzut - w. Z kol ei, zahamowani e degradac]
prowadzil do redukcji z[@gRlnoSci i nwazyjnyc|
TGFB Nodal, Fibroblasty
Komorki czerniaka mlR155

miR211

Angiogeneza czerniaka

Proteoliza sktadnikow Proliferacja, inwazja czerniaka
ECM

Rysunek6 Wp gyw fi brobl ast-w na organizacjn ECM or a
| ekoopornoSOpicszepmziadksat awi onych zZj awi sk znaj di
interleukina 6; IFNb, interferon gamma; TGB, transf or murpshicbgta; miRy nni k
mikroRNA CTGF, czynnk wzr ost u t k a nligand clieMakinynoenjotywiedCC L

MMP, metaloproteinaza macierzy; FAP b i a § kj o  af ki t byr woas€IRR2s ang. secreteld f a
frizzled relatedprotein 2; TRAF6c zy nni k z wi Nz any NRGlrmeutegupna br e m T N
HGF,c nni k wzr ostu ,hempaacioecryzt - pmg z aEkCovm- r k o wa ; CAFs
z nowotworenfrysunek zmodyfikowany na podstawie publikAi] .

Kom:- r ki czerniaka mogN wpgywal na zmi an|
otoczeni u, sprawi aj Nc, Ue zaczynaj N one w
czerniak wywoguje zmiaayclw fmehradbll a ztmi v, s
przekierowania ich metabolizmu na szl ak gl
wysokoenergetycznych metabol it - w,ne zez re ma
kom-r ki nowagtmwamawd. tWch unyme sikroRNA y. mi nd .
miR-155, miR210) wydzielane przez czerniaka a poSregncbewemk - w
egzosomalnych22]. Ponadto wydzieine pr zez kom: fl¥iodgrgwae r ni a k
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t akZdeaczN¢N w aktywacji f nilbangidgdnegpoprzer or az v
stymupaogdkcij i czynnika wzrostu Sr-dbgdonka
endot hel i al growth factor a, VEGFa) , czynni
growth factor 2,FGF2) oraz proteazy MMP®R{sunek6) [73]. Dodakowo, aktywa c j n

prawi ddgfoiwhyrcchb|l ast - w w ki erunku CAFs w Zne
transformuj Ncp(amgzy mmisk owmi o g tT@Gb)omydziblanf act or F
takUe przez k &ysunekB) [74].cCAFRs rolmecna W aiszy nowotworowe;

cechuje wrzecionowaty ksztJ. Wykazuj N one midi@aoblastami ws p - | ne
obecnymi w obszarach zwi Nzanych z przewl ekg)
ran. Zar - who mi of i brobl asty jma kn. dzi @RFs m ¢
podwyUszonemu pozi omo Wdh (ang dpha sadoth muscle actin, i Sni g
USMA) , | e dwe avézydtkichtypaelCE AFs wystfipuje ta izoform
mogMNostdalle rozpoznaneideyaki madbkienmloSpak bi a:
aktywacji fibrobl ast - wpratéinfamha(FABh)g .c zfyi btreolb | baisat
specyficzne dl a f i br epedfia proteinrvl, ESP1)78i 8y . fibro
Kolejnym czynnikiem uczestniczNopamewWNakt ywa c
nadrodziny biagek TGF. Ekspresja t&8&MA0 mar ker
w czerniakuZ koleit r akt owani e prawi dgowych fibroblast
ich pr zeksCAFa Rsekb)d79lw Kuninty i wskaralig pr ac o wt
zwi Nzek pomieikdszpyr eNdg dNa | maa kUBMA, kolag€niécsptor( n p .

pgyt kopochodnego ,angyghat &«lae twkzeroisteud bg,r owt h f
PDGF)odtaz mRNA. Ud o wo d n i aahamevani® @rodukcji miR199a/214

w CAFs w przypadku nowotworu trzustko bni Ua w tych kom-rkach p
mar ker  -w indukowarmylh Wsgyomnikameen MGRNA, wgNc
155, sN takUe wydzielane przez kom-rki <czel

fibroblasty obecne w niszy tego nowotw@ai].

Czerniak mo U e oddziagywal ni e tyl ko na fibro
naj BymUOsot oczeniu, ale t akdkzen Sca atcé [8A. g@ame z wmi
Wykazanak yWacjwi fibroblast-w do CAFs poSredn
czerniaka rR-211, transportowany w egzosomach oraz pr odukuj Ncych mel
melanosomachRysunek 6) . To niekodujdllceprRNA fihamewmjue 1 ec
insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (ang. inslika growth factor 2 receptolGF2R)

[ tym samym prowadzi do zwinkszonej aktywac
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zwi nkprohiaferacja, migracja i t.plrlobd;6,Kelj a c z)
8, CXCL1, CXCL20razCOX2 (cyklooksygenaza 2, ang. cyclooxygenasgg3)).

Prekursor ami CAFs, opr - cz prawi dgowyct
pre-adipocyty, miofibroblastyk o m- r ki progenitormnowa Kom KKIi
mi ASni [Bgadki ch

1221 Wpgyw CAFs na proliferacjn, inwazjn i n
Fibroblasty zwi NzaneNszt ondwvbgutasjigraiiferacji od gr y
i i nwazj i czerniaka. Jednym z medi abor - w i
katenina, kt - ra mcbhbkKamnr kawejw iadhwiguwi uj e
r - Ungyecnh- w p o pr z Rysunakd) [713. KdowadrionolU e o gcrernmka a
skgadajkNocne: rseiki nzowot wor owych i b-kdtbemibidysrtos
szybciej i osiNgagdgy widakgme -svkgjzandi &rty rw cpho rw

fibroblasttyophb.ioalyknoijkNcet e pot wi errdozbaljaNs th anmt
na rozw-j pozerNtikokva cwn jego stpdippadkdi kad
prowadzonycmaguz ach pochodz Nc yaawansavdny gzermiakiennt - w  z
Avy § Ncogemiue ko -k p Neve g@OAFs skut kowa @rogregiia h a mo w
[84]. Pozbawieni ék aftiebnrionbyl apowwdowadgo obni Ue
stymul owane|j czNsteczkami wydzi el aGAFsmi pr z
pozbawioneb-k at eni ny odznaczagy sin zmni ej szonN
extracellula signatregulateckinas§/MAPK i PI3K/AKT. Ha mowa g ¢ r praces e U
EMTwkom-rkach czerni aBRAFFZ bmwtbd cajsN yw tagkel@oen o
zatrzymanieg k |l u kom-r kowegaom- flaadcke BGAWESt wor owy
obni Ueni e p(A2,omail,cylk1, nD3, E) nihi bwit @k s ave ki
zal eUnych od cyklish. (@d6wi pdé&j , piéeadilpd 79 FR
related protein 2, bndNce bkatehinybwydzielangnmprzez fibroblasty,

st ymul owa g o rek azesngakajhagtdowargeh wratymi pierwszymi w systemie
kokulturyp o St d8bn i e |

Akt ywowane fibroblasty wspiperrzagzN Kk camk-Urek
czerniakaCAFs wydzi et a|NBlt@6E(ang. monnective tissue growth
fact or )Ndo mdzihyd U M §@\k(CYR62, CTGF, NOV)[87,88] Bi agko t o
stymuluje adhezjn zal eUOnN od i ntegryn, re

kom-r kami obecnymi w niszy nowotworowej. C.
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cytokinami i modul owal o$rcdédnakctzyywnw Slakt pwaej
sygnagowych i ndukowd89d h Btryarki tcezgyn nbiikagnkia p
obni Ueni a tywaicg mu f §9hA2]oobar aabirzawroces tworzenia
przerzut - -w czRysunekoa[822h u myszy (

Kol ejnymchhiaa @kitemystycznym dla fibrobl as
czerniaka, jest czynnik zwi Nz a-aspciatedfasoc e pt or er
6, TRAF6). Obecnw czerniaklb i aGGRAF 6 wy k a z u ljgazy ubikwitynywes o S |
[93i195]. Wc hodzi ono w i nt er ak c jsterofzdiffegdntiatiom pr ot e i r
147)/ Basigin (BSG) bAdNcN induktorem aktywl
bgonowN | okal i zacj ndowzrdsty spntezyatyoly mz ypm-ow,a dwe Nicy m
MMP 9 . Zwi nkszony poziom tej me t a | eotparsottaezifn a z \
czerniakd95]. Cz Nst eczka TRAF6 jest ri vkninel yz aA&Krlg a
zwi Nzanegresj N t ©g®)] ndRAtFWorimdukuj e ubi kwi't
AKT promuj Nc jej bgonowN |l okalizacjn,e co jest
aktywacj i Rysungk®) . biDodllaa k(owo, c pNdukowanapkzez TRAF 6
fibroblasty ekspredj akujyNde mjevyrkiaa awjlN&yleh

poUywka kondycjonowana =zebrana znad fibrobl

stymuluje wzrost, neirgarcag cnj Nk o m-nriaungkd)z eir np a & la
Natomiastp o Uy wka pochodzNca z hodowl i fibrobl ast
koduj Ncego TRAF6 wywiera odwrotny tyghf ekt , p
proces- w. Podobne wyninkivo[98]t r zymano w warunka

Rysunek7 Wp gyw czNsteczki TRAFG6 n aSchemat przeglstawiak o m- r e k

indukcjn ekspresji proteazy MMP9 (A) oraz aktywse
TRAFG6. Ob a procesy skutkuj N nasilonN inwazj N |
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przedstawionych proces: - w zn,mjataioxprpteinaza'mﬁniqrmy&tekéci
BSG, ang. Basigin; TRAFG6, czynni k zwi Nzany 2z 1
grupa fosforanowa.

NastfApnN grupi czynnik-w wydzielanych p
czerniaka stanowi Ns mevtyalzo prd @t Ni nazer. e gCAWMM
MMP1, -2, -13,-1 4 , kt -re promuj N inwazjnin kom-rek
reakcjn degradacji skgadni k-w ECM, dzi nki
wykorzystana przez & migraci Wwig § Nlo w oRysarekep we d
[72,100104] Wr ear am@Mchier ze takUbnaldelMde bd@jk o
proteaz serynowych,jesthbdweg §s z tywowanwmfiaréblastach
(Rysunek6) [105,106)] Dodat kowo, Ubhaksiij @c zdkzad algAamRi e | i
przyczyniajNc sin do unikania p[loZ,208]Cczer ni
wi ncej, u d o w ofknai t oennoi , n yU ewkobkhgenke spldiierhpoziomu
fibronektyny i kol agenu w guzach nguagt wor o

dl atego zmiany w ich poziomie ¢s[8]. zwi Nzane

1.2.2.2 Rola CAFs w procesie angiogenezy

Fi broblasty zwi Nzane 2z nowotworem odgr
angiogenezy czerni aka, kl uczowej dl a I nt
zapotrzebowaniu natlerziwi Nz ki od Uy wc z e wydzlartaprkez @A&s CXCL 1
reaguje z CXCR4 (ang.-8-C mot i f chemokine receptor 4)
powierzchni kom- r ek ntapravade do indukgjicahgiogernenyt e r a k
dzifnki rekrut owan inazynkowego w ekklice QuzaRydurigkon k a
Oddzi agywanie pomindzy tymi bi agkami ugat w
do kom-rek Sraddy@nkawamvklbdodmkymet wor zeni em
czerni akK7210@012lp guc

WaUnym c z ypdniélakymepm zez CAF s, wpgywaj Ncyrn
angiogenezn c aanemd vayklhe | | beiRysineld).BadgGdn vio
dowodzN, U etegp ozgnbikawy iné ke fi brobl ast-w skut k
neowaskul aryzacj N, co bygdo zwi Nzane- z obn
czNsztked adhezSri- dppnkowe j 1 (ang. platelef
molecule PECAM-1,CD31) w obr nbi e azrkfolwwo ,guyas.zyDkd - r yc
pozbawione bygy czNsteczki CTGF p-B10 wst r z-
wykazywagdgy upoSledzonN mimikrfi naczyni owN.
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nowot worowych w struktury pr zny-proenki nSrj -Ndched onnake
[87].

1223 Wpgyw BAFbekoopornoSi czerniaka

Akt ywowane fibroblasty wpgywaj N na wykszt
wiele sposob-w, mindzy i nnymi fkcpjakH6FE wydzi e
| GF1 czy podstawowy czynnitknulwhaoypshod i ffiebraach Ine
kom-rek nowl[@2143r dBwyacdlkk o H Gifzez@AFdEr 2y amnyeni a sSi i
do wytworzeniao por no Skcom- r kach czerni akahpbiddanywh
kinazy BRAF Rysunek6) . Udowodni ono, Ue pacjenci chor
kom-rki zrfibu guza wydzielagy Nzgamowi ¢(IGF wy
terapi i inbitcyr BRAF o w por - wnaniu do pacjent - v
zaobserwowano obecnoSci tego czynni ka. Podgo
Efekt ten moUe byl spowodowany zwifnkszonym w
wpgywem tepUyer apimoclhel ksekku-tvk owali Aprzyci Ngani
produkuj Ncych H[BRB. w okolicin guza

Dodat kowo, czynni kami prowadzNcy mi do p o
BRAF sN biagka magkupkWtowegeptaynwi ka wzrost
growth factor recepto s , ERBB) . W przypadku czerniaka g
odgrywa ERBBS3, kt - rego poziom w[lb5pOBGAFnnych Kkon
wydzielajN |igaadr ¢ 0RGLIiLE6cIE'Dt Poai om tego bia
kom-rkach czerniaka jest bardzo ni ski l ub ni
fibroblastach i CAFs jest on relatywnie wyso . Co wincej, w kom-r k.
opornych na wemurafenib (inhibitor kinazy BRAF) dochodzi do aktywacji receptora
ERBB3podwp gywem poUywki pochodz M&aejfibrablastyod o wl i
pozbawioneekspresji genuNRG1 nie wy wi er aj N wm@m&y wsui | m&ag&om- r k
nowot worowe. Dane te wskazuj N na istotnN roc
fibroblasty w stymul acj i ryslzmaorhibitory BRAF - r e k o
(Rysuneks) [118]. Dodatkowo, badanién vivod o wo d z N, sKdjarzohagapartaai a
inhibitorach receptora ERBB3 oraz MEK prowadzi do bardziej efektywnej redukcji
wzrostu guza ni U monHi8d¥api a inhibitorami ME

Ponadto istnieje pozytywna kor elBMAcj a pomi
il iganda receptora programowane, Smi-Br ci k om
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PD-L1) w ludzkichn owot wor ach. Fakt ten mostey muwiug dc z
produkcjn eclzINswe&ohkiii r Pdch nowot worowych i
uni kani e odpowi edzi i mmun q11,020]i Hizme@t e zpr zter:

potwierdzono poprzez badanie CA F s wyi zol owanych z guz - w

wstrzykninto kom-rKki czerniaka B1l6. Akt yw
wyUszy poziom biidgek p@XClwmnaini BDdo prawi dg
Dodat kowo, pod wpgywem CAFs za OQx0lBwwy Us z on

kom-rkach czerni aka adkywdejosdaka RJ3$AKT iceksresji n ks z o
liganda PBL1 w spos-b zal eUnyb mdNccez Nsrt ecekti o r@x
(Rysunek8) [120].

Sy 4T
!

ekspresja PD-L1

Komorka czerniaka

Rysunek8 Wp gy w abiCXEk 5 wydzielanego przez -CWAFs na
kom-r kach Dozkegrandnayk acpi s przedstawi onego proces
CAF, fibroblast zwi NZigandychemokinymmotywiei€ 5§ @XCRL X CL 5,
receptor ligamla chemokiny o motywie-X-C 2 PI3K, kinaza 3fosfoinozytydu; AKT, kinaza

bi agkowld, B;gam@ receptora programowanej Smierci

123 Adi pocyty zwi Nzane z nowotworem

Kol ej nym el ement em mi kroSrodowi ska cz
nowot woru jest tkanka tguszczowa | okali zu
hipodermie[121]. Tkanka tgQguszczowa skgada sin gg-
kom-r ek Sr-dbgJonka, makrofag:- w, perycyt - - w
kom-rek maldd2623]z yarnt ydmi cowane adipocyty spec
l i pid-mwi,e gy -ppost aci triacyloglicerolu, kt-r
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wol nych kwas:-w tguszczowych ( FFA) do mi kr c
tguszczowe] przypisywano przede wszystkim ro
i U jest onmgarUowmineal wz amr 1@4)1R53 j ik t a @ ie p ookbienj mu
czynniki stanu apalnego, markery metaboliczne, czynniki angiogenne i hormony. Ich

zestaw e ni e z n dapetl Ligrae na sysunku 9126].

Tabelal Funkcje adipokin.

INEVALE Skr -t Funkcja

Interleukina 6 IL6 Czynniki stanu zapalnego
Interleukina 11 IL11

Czynni k ha LIF
bi agaczk
(ang. leukemia inhibitory
factor)
bi agko wi IGFBP Markery metaboliczne
insulinopodobny czynnik
wzrostu (ang. insulirtlike
growth factor-binding
protein)
Czynnik wzrostu FGF21
fibrobl ast
Endokan - Czynniki angiogenne
Czynnik wzrostu VEGF

Sr-dbgonka n

vascular endothelial
growth factor)
Czynnik wzrostu HGF
hepatocyt -
hepatocyte growth factor)
Insulinopodobny czynnik IGF-1
wzrostu 1 (ang. insulinlike

growth factor 1)

28

30:52261



31:11449

- Czynni ki wspierajN

- czerniaka

Kom-rki nowotworowe wytwalrksajolsir evoand temri
t abel i[127.i aWyelke j wymi eni one adipokiny aktywl
takich jak PI3BK/AKT, MAPK, JAK (ang. Janus kinase)/STAT (asiggal transducer and
activator of transcription), egoe f e k t e m | e prdliferacairmwdzjalhi@am- r e k

nowotworowychoraz ich zahamowarmd o | n apBptoy HL.28].

Adipocyty
Réznicowanie adipocytow .
eply
f.’a‘ re
FABP4, PPARYy, adiponektyna f aysly,,

Proliferacja komarek
czerniaka

Wysoki poziom
kwasoéw ttuszczowych
w komorkach

4
%, mmps]  nowotworowych
% Szlak Wnt

(@]

IL-6
Snail
MMP9
Twist
wimentyna

Kss1 |

°
o,
Komérki czerniaka /

Lekoopornosé
czerniaka

Angiogeneza

. Inwazja i metastaza
czerniaka

l czerniaka
Przejécie /

epitelialno-mezenchymalne
czerniaka

Rysunek 9 Wpgyw adi pocyt-w na proliferacjn, EMT,

| ekoopornoSi k6mcrekh - gpwpnispkawzhekdagj &.i aFko- t
wilNce kwasy tJusecepwer 4akPPARwany przez prol
gamma; miR214-3p, mikroRNA 218 p ; FASN, synt aza -¢ glikoproeteinat us zc
P; HGF,czynn Kk wzr ostu hepatocyt - w; VEGF, cz¥,nni k w:
interl eukina 6; MMP 9 , met al oproteinaza maci er
Rysunek zmodyfikowany na podstawie publifagp].

ObecnoSi adi pdoeytu w,t nsjzyoheogn-&lon e gi cznych
z gorszymrokowaniem mn i e j efektywnym | eczenli28.id i wi n
os-oktygych tkanka tQuszczowa rozrasta sin
spowodowanego zwi nkmzotnry:m) glmhagarydeo wa noirea

~

proliferacjN i r-Unicowani emi2pi30/gedti yt pa S oni
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towarzyszy wzmoUona adiog omysti - w r dzmaczoyfht z i ¢ ly @ h |
il oSci prozapal nych adikgoglcizm,egw My mo chy ta-gwk a
monocyte chemoattractant protein, MCP TNFU, -6 IL-8, PALL, leptyny, b a § e k

przebudowy macierzpoz&k om- r K owe j [ wol nych kwae - w t gus
znaczNco zmieniaj N mikroSrodowiywrkioalit ksaintki da

postnpu chor olplg2,18lp wot wor owe |

Ostatnie doniesienia u g e r uj N oizsytt ryiwenreij e k o roerdstaers j i pomi
t kanki tguszczowe|j [ ryzykiem wy3138pi eni a
Udowodni ono, Ue dieta bogata w tduszcze i w
stymuluje wzrost czeri a k a , a takUe powstawanie przerz

c hgonny cH34135nDpdatkoyo, wykazandje ot ygoSi wywogana di

progresjn czerniaka, co zwi Nkaaeolmy 1j (eng.t Z poc
caveolinl, Cavl ) [ syntazy kwas-w tguszczowych (an
CzNsteczka FASN jest enzymeda nowckzveasst -nw ¢ z Nc y

t guszcoadwy ylwaj Ncym vkproliferacjoiw Np rrzod (hy wa |l no Sc i k
nowot worowychkpmprokii ewdiUnamgadyhkwij Nicek wasy t gu
zapewni aj Nc sobie rdzerowiz eelrgiet pcagNo Cww
odpowadaj Nce za transdukcjni sygnagulestonatrzymar
stabilizowane poprzez pal mitoil acjn katal i
mechanimach pr owadz Nc vy chprzezao starokiocaypnikrr marBig iNc y
progr esj n(Rysunekd) [134436,0137]

1.2.3.1 Czynniki wydzielane przez adipocyty

N

KluczowN roln w stzemal a&kjai ppzegr eksgm- r K i
odgrywaj N czynni ki wydzielane przez nie do o
przezt kankn t JiuskszajwiM zdvol n o Siprolkeoanj; migeakji, c zer ni a
rozprzestrzeniani a [826l[nPoinadnhok aurdioavodpbphozy
wydzielanych czymponiOywkagpbstkondYoyomwowanych
hodowl i koas k ekne|j or az trzewnej t kanki t
t guszczowa charakteryzuje sinfn -5ooydlzzNi Pspdmk
pozi omem B NGFl, GFBP2, IGFBR3 i IGFBR6ni U sk-rna tkan
t gus z [(126p Wianmne] jednakoba typy tkanki tguszczowe|]j

o

wpgywprnag rceejrimi aka. PoUywka ko madyedpwdinowan a
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kom: rs&kk r nej t kanki tguszczowe] stymul uj e
czerniaka, podczas gdy sekretom trzewnaj rikk i tguszczowe] znaczni
kom-rek nowot wor[®6ych do podgoUa

Badania epidemiologiczne wykaa g vy , Ue wlgpsyoykvisuropiioyZiwio m
pacjent-w koreluje pozytywnie z rigzipki em w
wstrzyknincie tegerbiagkaemmyzs poawadiz iigcoh dma s
iwi el koS[t38,13¢Ju zhdowodni ono, Ue rwmzaystynaydwa | ept
hor mony wuwalniane przez adipocytyinvitemt ymul u
poprzez regulacjnin syntezy biagka NFA&N,szd& a
kinazy AKT (Rysunek9) [128,140]

Z kolei adiponektyna, odgrywa odenn n N mpraypatlkuoczerniaka Jej nisk
pozomest zwi Nzany z otygdoSceciNerd piodbhsyeaowomwang .
Adiponektyndh a muj e wzrost kom-rek i indukuje apop
gg-wnie na drodze aktywacji szlaku sygnago
AMP) [121,141].

1232 Adi pocyty jako Fr-dgdjo zwi Nzk-w energety
Powszechnie wiadomo, Ue dmaeorzwnjomowdtvwom | i pi
co jest zwi Nzane z zapotrzebowaniem kom-r e
budul cowe ni ezbndne atjp Pierwothiee rprzemadelewanie pr o | |
metabolizmu | i pi d - w por zmjamdms ygemetycznym | epigenetycznym
zachodzNcym w kom: r[k4,e48] Osd wo Nniver advoymiNMe si en |
jednak o tymwardlkachavivompogN tlyeawp oSredni o tr ans

do kom-r ek czerni aka. Zwi nkszona akumul a
spowodowana | est i ch wy c h wy t wanoaemi tempa z e S
lipogenezy de novo Kom:- r ki nowot wor owe i ndukuj N

adipocytachp r o wa daz Nvd i lejsilizyi uwalnianak was - w t usz czowy

nast ngokachekse pacj ent - w. Kacheksja to zjawis
zawansowanN chorobN nowotworowN, polegaj Nc
powodem | est zwinkszona | ipoliza oraz zab
triacyloglicerol u i uwal nianiu wolnych kwa

t g us z[t22,p4d]e

31



Kom:- r ki nowot worowe rosnNce w bliskim ot
metabolizm w cal maksymal nego wykorzystania metabol
kom-r ki t[1@11d43dc Adwe@ocyty sguUN kom-rkom czerr
o d Uy w cKilkpdnibwa kokulturak om- r ek czer ni aka | adi pocyt -
do zmni ejszeni a rozmiaru kom:-r ek tguszczow
potengal ni e | e s trandfevem N zpainde- w z adi pocyt [148) do kom-
Co wikhocre-jr,ki czerni aka hodovaaznyewardayz epno dzw yaldsizpo
poziom kwas-w tJuszczowych (w szczeg-lnoSci
proliferacjn kom-rek nroowolgyaad cawkd u, kwpng y W a jwl
zwi fkszonN aktywaclfl46. sPrakkaz®hB&/ AKPi d-w p
adi pocyt-w do kom-rek czerniaka zachodzi p O]
(ang. fatty aid transporer protein, FATP)/SLC27A (ang. solute carrier famidy).

Kom:- r k r nicazkea wykazuj N nadprodukaoaymi thchdgkbai
transportuj Ncego kwasy tguszczowe 1 (ang. f i
przyczynia sin do aénianzuwianckjsiz elniimi dprwola f et a
nowotworowych in  vivo. Ob ni pbeiomue FATP1, po zastosowaniu

drobnoczNsteczkowego inhibitora FATP1 (Lipof

zawartoSci lipid-w, a takOU¢42047t ostu i i nwazj
1233 Wpgyw adi pocyt-w na inwazjn i metastazhn

Na proces inwazj.i kom-rek czerniaka wpgyyv
wjNcznie z kom-r kami tguszczowymi. Co ci ek

kom-rek czerniaka odr-UnicowujN sin do kom-r
Zmi anom tym towarzyszy obni Uenie poziomu mar
t g u s zch takichygk adiponektyna, transporter glukozy typu 4 (ang. glucose transporter

type 4, GLUTA4) ohaagewi slohexzydaczhg8h dl a fi
innymi kolagenu, enzym-aktzy nryo dzz ifid5 SMMP sg Jaardekz

Ponadtok o m- r Kk i czerni aka hodowane wsp-Inie
zwi fkszone zdolnoSci migta&kwyj Watz i Ndake wana
wot y §[ddS]cUddwodnionor - wni eU, Ue zwifkszona prolife

czerniaka traktowanych poUywkN kondycjonowa
wzmo Uon N aktywmMM&Ri N purMPt9e awz k om- r k[a48lh nowot v
Wy mi eni one enzymy s N tak Ue wydziel ane pr z

Aot 4P o Stymul acja wgdgaSci woSci i nwaayenych
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wynirk-ani e0 z podwyUszenia poziomu ekspresi
w kom-rkach nowotworowych mindzy i nnymi C )
zwiaMzych z pr zeUywa-R Badx&, dMclHl (akgonmyelaided leykdial
1), surwiwinyilAR2 (bi agko inhibitorowe apoptozy, a
2)), oraz aktywacji szlakiinazy AKT/mTOR (ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian

target of mpamycin) Rysunekd) [148].

Dodat kowo, adipocyty sk-rne promuj N met
czerniaka n&GFb Rysunekl10). Kom- rki tguszczowaeernakad owane
wydzi ebi@aNFUi Inlduck mji Bnii fenotypu konabardejk nowo
inwazyjny poprzezzahamowanie ekspresji mRl1[150]. W pr ol i feruj Ncych
czerniakamiRr 11 hamuj e ekspPpaHe s jan croe czeap ttoyrm wi dzi e
aktywac|popriak gmgenmegod@bie ogr ani cza zaol noSl
t wor zeni a (Rysureld0Ay L6 i TMFUwy dzi el ane przez adinp
ekspregjlilf mirPRwadzNc do zwi fnkszdnemianypr oduk
fenotypu czerniaka z proliferacyjge na wysoce inwazyjnfRysunekl0B) [150].

Adipocyt

l Zahamowanie syntezy

Promotor  Region kodujacy
miR211

Promotor  Region kodujacy
TGFRB

Komorka czerniaka Komorka czerniaka

Rysunekl0 Wp gyw bi agek TNFU i |l L6 wydzielanych pr
czerniaka Schemat przedstawia proces hamowania ekspresji receptord WoF k o m- r kac h
czerniakaprzezmiR 21 ( A) oraz zniesienie Pib@wdzitlaneagani a
przez adipocyty (B). Szczeg- - Jdbwy tomins fomanud WNjce
wzrostu betaTGFb R r ecept or tcrzaynnsnfi okramuwzNcoesgtou bet a; TNF
nowot woru alfa; TNFUR, receptor czynnika martw
receptor interleukiny 6; mi211, mikroRNA211.
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KolejnemikroRNA-miR-21 poSredniczy we wzankiemnym o
tguszczowe|] i kom-rek nowotworowych. | stni e
regul acj i r-Unicowania tkanki tguszczowe]j [
ot ygfSlti Warto zauwasOyly, z@devi-24 sdyidlhoeeprzeni R
kom-rki macierzyste tkanki tguszczowej mogN
przyczyni al sifn do | ekoopo[l52b53]oM przypalkm- r ek n o
czerniaka stagy -24arymstkapbdbeiyomu jmigh wzmoUon
kom-rkach nowotworowych oraz przyswajania |
przez pncherzyki wy d zti U samme@aomwhd § ynw  rpa z@rz o ¢ rk

nowotworu[31].

Ponadtoa di pocyty zwi Nzane z-assooiated tadipocytesm ( an g .
CAAs) wywoguj N podwyUszenike dug MNawyctemekins pr e s j i
(ang. chemokine | igands, CCLs) wreospiozagach <ch
chemokiny 7 (CCR7) w Lkwdzkikeckhomzrekini 8kadby{
wihzgach chgapNybha®kdzCELKRIm- rpkoadccte acsz eyrdryi awvk a
jest specyficzny dla niego receptorC CR 7 poSwedmwioczNny u przer zlt
wiel u typachPodwy Uskspresjgenuk oduj Ncego wspomni any
stymulujetworzenieprzerzut w pr z e zc zkeorrmirakkia B1 6 F1 do wnz g -
myszy [135,154] Adi pocyty ws pimanejcd et mikdlea pdaerkol
Udowodniong Ue di eta bogata w tguszcze przyczyni :
obecnych w szpiku kostnyntzemu towarzyszy wzrost guza indukowany szlakiem IL6
JAK2-0 st eopontyna, a k u ostevklastopemez Biekiem tydh argianw
jestwi nkszap®zyadjya do powstawania przerzut - -w

~

JAK2 hamuje progresjn nowot Wars[Bssztey mul owan N

Kol ejnym waUnym el e mednitaelno gouwdS rpeodmmii ficdzzNyc yand i

ak om- r k ami czerniaka sN egzosomy. Pncherzyk
zaangaUowane w procesy oksydacj.i kwas-w tgu
FAO) , szczeg- |l nie w 5§ kKgaososnyg wyahwyymane @zez ni a k u
kom-r ki czer winikhkani snymumletjalol i czne, przyspi ¢
promuj Nc owotwevialz j ¢is -nb ot ygych adipocyty wydzi e
wypegnionych kwas ami tguszczowymakt yovm o Paio
mitochondrialnek om- r ek czer ni aka. Procesy te wywier :
mi g r a c jeknokobmarowychRysuneko) [1571 159].
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Sekretom adipocyt -w stymuluje i nwazjn

indukcjn ekspresji gen-w zwi Neznchyninegd. pr o c «
Wykazano, Ue wzmoeWehejmysnweanjiczkomi aka B1
poUywkN kondycjonowanN znad hodowli adipoc

genulL-6or az gen-w koduj Ncych bi daffithgak 3nail Nz ane
MMP9, Twist oraz wimentynaRysunek9) . Dodat kowo, Zzaobser wo
ekspresji genkavdhkerdyun MNciy chuKiRSEzsmmioeresgma jghecne
wgaSci wo S cczerniakg168,76%]j n e

Adi pocyty wspierajN proces angiogenezy
Ue poUywka kopomndyhojdaMNecwara ad Bkoaodvgchvzawiersk o m- r €
czynniki proangiogenne takie jak HGF i VBGprzezed ndukuj e w czerni al
naczyfl2é6pwModat kowo, w poUywk akcohm -zsdebkrr anreyj ¢ h
trzewnej t k aaokserwawgnwyg 2 okowppzi om endokanu, ¢
dla Sr-dbJgonk&€zymrizkni ewega.omuje inwazjf
ekspresja zwykle upa podwy Usz éricthh Wr wa on yRgsangkd®h gu z -
[126,162] Co wi ncej , guzy powstage w wyni ku in
otygych myszy charakteryzowady sifn wyUszym
ni U u myszy chudych, podczas gdy zmiana di
s k ut k owa grezmiare gliza brazj stiprjiegowaskularyzacj{138].

1234 Udzi ag adi poawtniw w ekytowmrr noSci czerni

ObecnoSi adipocyt: - wnowWe miokkgo $wadl o wioslkiu
wytworzenia |lekoopornoScidnwolkom: Jlkeaoh ygo&i
zdi ety wysokotgdguszczowej przycziyinidalkambaaoy
(ang. dacarbazine, DTIC) i obniUonej przeO
zwi Nzane bygdgo z utlCudoi ophgmeklogaunpemC®Twi i
odpowi edzi kom-rek nowotwor owyc hz wian kDsTZ oCn au
produkcj a syntazy k was 1w i Rgikopsorioyz (RPapy, ¢ h , k
zaangaUowane,] W wypompowywani e. Zdharowawie z Kk on

syntezy tych bdoapjoerkn yo dfwe ra&ysyded) HGBk- r e kK (

Dodat kowo, udowodni ono, Oe inkubacja k
hodowl i adi pocyt-w skutkowaga redukcj N apo
oraz inhibitorem deacetylazy histonu (ang. histoneelgées € i nhi bi t or, SAHA)
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zaktywacj N szlak-w PI[384)/ AWRTi poayt WEWp §RWaj N
odpowi mthdFnol ogizmwm Nwoglgiasdhée m koWykakama.er e al
adi pocyty cechuje wylsbkiktp-orza omp Ge Nmidkezcizk]y W
PD-1l obecnym na powierzchnsi iimibeytswod; bpda
odpowi edzi i mmunol ogi cznej przez kom-r ki now
ekspresji genu ko-dij Nw e gnoy s ibd lm g kaodi fPdDc yt ac h
przeciwnowotworodl odpowi ed¥ i[l®8hunol ogi cznN

Nasilona oksydacja kwas-w tguszczowych |
hamuj Ncych wywogdanN inhibitor achiczersigkh aku MAP
mut acj N BRAFgZjndwi sko to przyczynia sifi tym
| ekoop¢le6h o Slcaik wspomni ano wczeSniej, proces
bogate w kwasy tguszczowe egzl@Flpagmuwydzi el

towarzyszy wzrost produkcji CD36ieprezreptdwvarrego kwas - v

na powierzchni k ohni166].eZkhanowameo Slynienyr tegov ieaeptora
zakgd-ca indukowanN metabolicznie metastazn
[167].

1.235Rol a czerniaka w r-Unicowaniu adipocyt -w
Kom-rki czernipakadhewgwke enkg ORNA zwi Nzane
progr esj N, wtgnwmiR2l43p ys1]. Bierze ono wudziag w
adipocy - w poprzez regwkacijemi nsaz.l a kd o wendtn/i on o
podwyUszona eks gkroamw jr&k atceérg-endyimpi ®chwtp-rwe 3T3L1 sk
zwi fkszonN ekspresjN gen-wlkpouyjemayndh bbiiaagkkaa
wi NUNc e go #owead (sng. tfafyuasildirdding protein 4, FABP4),eceptoa
gamma aktywowaggop r zez pr ol i f er aang peixisgpme mprolifrsgey s o m- w
activated receptar PPARD) czy adiponektynyRysunekd) [168]. Podsumowuj Nc, wy
te sugerkwjmN,r k0l czerniaka mogN byl odpowiedzi

ugatwiaj Nc tym samym tworzenie niszy sprzyj a

124 Kom: r ki ukgadu i mmunol ogi cznego W niszy n
Jednym z el ement - w ni szy nowot wor owe |
immunologicznego. Zerz gl iduUmazdg&dni eni e to nie stanowv

nNiniejszej rozpreajweydy nzioes twa gsop oosn-ob oppoibsiaenUny .
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WSr - d kom-rek ukggaod uwyirmnbun cal acsgific 2rienf ocy
kom-r ki NK (ang. natur al killer cell s), k o
makrofagi typu M1 oraz M2 oraz mi aérieceddal ne
suppressor cells, MDSJ)0]. W poczNtkowych etapach rozwo
i mmunol ogi cznego s p e fumkijedTjabela2s. woWyek afziuz jNo | oongei
przeci wnowot wor owy p O pceng,eiadukotvanie aapaptozy ew Cc y t C
kom-rkach nowotworowych oraz wydzielanie ¢
kom-r kwydzlKaj Nc woyzesktimiyczN w rekrutacij. K
antygen (ang. antiggoresenting cellsAPCs). Zk o | e i makrofagi, neut |
dendrytyczne obecne w mi kr oSrodowi sku cCz
nowot worowe i Py ewe nt op Nimauwhdogiereee apartej na
aktywnoSci[lOHGm- rek T

l stniejN trzy gg§-wne typy | imfocyt -w T:
regul atorowe. Li mfocyty CD8+ T efektorowe
prezentowany przez kom-r ki i mmunol ogi czne
tkankowej ( an g . maj or hi stocompatibility compl e
cytotoksyczny wzgl ndem kom-r ek nowot wor o

cytotoksyczne CD8+ (Tc) dziagdgajN bezpoSred:
perforyny i grcanapyonput 0Bz fi,i nadrugkzu jpNo Sr edni o po
w tym interferonu gamma (IFY) oraz czynnika TNF, co w konsekwencji prowadzi do

wt - rnej prezentacij.i ant yPa28,140,17a]cirafacytyeTk s pan s
pomocnicze CD4+ (ang. T hel pekronepellekss, bTihag ke

MHC klasyl 1 [ dzi nki cytokinom obecnym w mikro
kil ku typ-w kom-rek ukgadu odpornoScioweg:
immunologicznej [172]. Akt ywac | a i ekspansj a tych Kor
dgugotr wa @migka.r emi sji cz

Tabela2 Odpowi ed¥ wukgadu i mmunol ogi cznego s ki
czerniaka.

Wi NON sifn do kom:
i uwal niajN czyn
przyczyniaj Nc sin
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nowot worowych. Uc
rekrutowaniu APCs poprzez wydzielanie
cytokin[10]

UczestniczN w pr

Makrofagi, neut martwych kom-rek

dendrytyczne prezentuj N ich ant
YL wt -rnN odpowi ed¥
[10,169]

Kom-rki te wi NUON
kompl eks biagkowy
wydzielajN cytokin
kom-rki wukgadu in
prowadzNce do Sm
nowotworowych172].

Limfocyty T pomocnicze (Th)

Rozpoznaj N ant

przez kom-rKki u k

poprzez MHC kIl a
cytotoksyczny
nowotworowych10,171]

Kom-rki te wydzi
Limfocyty T regulatorowe (Treg) chemokiny o wga:
immunosupresyjnycfil73,174]
SKkr-tyikoMmMP€Cki prezeMHCig Hcwmywmpl egsnzgodnoSci tkart

Limfocyty T efektorowe (Teff),
cytotoksyczne

Opi sane powyUej procesapurczdirsd o prsNeznilea
nowot wor owe, kt - re w ten spos-b unikajN kont
DuUa plastycznoSi kanl ruetkr waz earj nNikabknae esnpur§aavci yae
im unikanie odpowiedzi immunologiczngio)lm. i n. p o p pazienmusytbzyi Ueni e
ant ygewi-Wzanych z nowotworem oraz kompl eks: v
nowot worowe stajN sifn Aniewidzialneo dla ukyg

Podsumowanie immunosupresyjnych strategii wykorzystywanych przezn- r k i

czerniake o st ago pr rakedid t awi one w

-

Tabela3Rol a kom-rek wukgadu i mmunol ogicznego w i

Typ kom:-r ¢

: Rola w immunosupresji czerniaka
Immunologicznych

T Zwi nkszona ekspresja g
Limfocyty T CTLA-4 preA?ent owanego na
akt ywnoSlI l' i mfocyt  -w T

[10].
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Limfocyty B

Makrofagi z wi N

nowotworem (ang. tumor

associated macrophages,
TAMS)

Miel oi dal ne
supresorowe (ang.
myeloid-derived
suppressor cells, MDSCs)

f PodwyUszona syntlewa cz

czerniaka w
k o d uj wNimfeaytach PsRutkuje

zmniejszeniem pul i[lllakt

kom-r kach

genu

I nterakcja pomi rnldP¥L1c z
indukuje r-Unicowani e

l i mfocyty T regulatoro
cytokin i chemokin o charakterze
immunosupersyjnym (TGB , -10, and 11-3)
[11,12]
Kom-rki czernagka pGéed
stymul uj e
c z Ns t e € klkczowdj vGgFocesie

wyksztagcenia opornoSc

l i mfocyty B

w kom-rkach n[@7dot wor ow
WspierajN angiogenezhi

wydzielanie VEGF i I8 oraz adrenomedulliny

[1760 178].

WydzielajN stymuluj Nce
czNsteczkil,t alkNFd),j alkEN
angiotensyna, CORilL-1 b pr zez <co
wzrost kom-rek nowot wo
pr zer[279,180]w

Redukuj N wraUliwoSIi ko
i nhi bitory
zal eUny od dJz Ns tN8IfTFe k

MEK wywoguj

f Charakteryzuj N sifi wys

L1 i 1 DO (prowadzNcych
cytotoksycznych) oraz IO i TGRb, h a muj
transport [182,188Jocyt -w T
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f Stymuluj N aktywnoSIi 1
[182]

f Reguluj N odpowied¥ | im
w spos-b zal ¢18hy od ar

f Produkuj N -angiogenmei(nklli-8, p r o
MMP-8/9 oraz VEGF]185].

f SyntetsBzujwSpliler aj Nc ek
nowot worowych, Kkt-ra |
t worzeni af[l§/A&ler zut - w

Neutrofile o . .

T Promuj N angi ogene zpoprzez
wydziel anie proteaz za
skgadu maci erzy po z[E8]o

f Wydzielaj N cytooWFd)y (m

Kom-r ki NK ( indukuj Nce zmianfin feno

killer cells, NK cells)

inwazyjny[189].

Skr -CTA-40 cytotoksyczne bi agko zwi NIDamieadzZk ol i mf o
programowane|j S mi-L&& Icii g aknkdmp rirdkggirga np w ® e | Smierci k
FGF® czynni k wzr o s tIGF16f inshlinopdiidbaysczynnik wz2ostl, BRAFO

protoonkogen BRAF, kinaza serynowal/treoninowdMEKd ki naz a bi agkowa akty
mitogenem, VEGB czynni k wzrostu Sr .- &bijterlaukims, iLéE zyni owe g
interleukim 6, IL-18 interleukira 1, TNFUS czynnik mar t wi ¢y novwNodwor - w U
interferono, COX-20  cyklooksygenaz&, IL-1b0 interleukim 1 b, ECMd macierz
pozakomTGKbHS veaynnik wzrostu nowotwortMMP-99 metaloproteinaza maciergy

IDOG 2,3-dioksygenaza indoloaminy.

1.3 Podsumowanie

Wraz z postnpem wiedzy o progresj.i nowot w
nie tylko nak o m- r kowaworowch a | e tich Btoczermiu. W ostatnich latach
badacze koncentruj N sifn na mikroSrodowi sku n

i odpowiedz na leczenie W przypadku czerniaka doniesi eni

tematyki to wyrywkowe badania niekt- -rych kom
jestem czgonkiem od dawna interesuje sin b

znacznych zd | noSci ach inwazyjnych oraz potencjal.
Maj Nc na uwadze jak duUe znaczenie ma mikro

40



l eczeniu tej choroby, postanowiono przyjrz
i el e meomitowyehj ego ni szy. Zggnbianie tego tem
wzgl idu na zgoUonoSi interakcji w obrifibie -
Ze wzglndu na specyfikn tego nowotworu i |

si N na wlgnentahnszylczeraiaka.

2 Cel pracy

Gg:-wnym celem moj e]j pracy doktorskiej ]
pomi ndzy kom-r kami | i kno m- rckeamw ymia & a dego il = kmae
nowotworut a k i mi jak fibrobl asty,zan&k zmoadtwpreno c yt vy
(odpowiedni o CAFs, CAKs i CAAs). W ramach
ustalenia w jakim stopniwzajemnéd nt er akcj e pomi ndzy el ement a
oraz kom-rkami czerniaka wpgywaj dwNa tmrko ece
jak proliferacja, i nwazja czy proteoliza.

mechanj zmawkt-rych oparta jest ta relacja

W niej udzi ag.
3 Materiagy I met ody

31 Linie kom-rkowe

Badania przeprowadmnoo z uOyciem | inii kom-r kowyc
pochodzNcych 2z o WK1341B,a37p,ISKVE28t0razez graerzutw
do wnzg - wiWwNMgonhg2B4T. Linie kom-rkowe zak
Rockland Immunochemicals, Inc., oraz ATCC (Aman Type Culture Collection).
Prawi dgowe ludzkie fibroblasty skNHDRe (ang

zakupiono w firmie Lonza. Adi pocyty r-0ni
zakupionycrzbanku kom-Urike &mMiC&r.t el ni-dHa€aKerasyad
zakupione w firmie Cell e systamatyczBie poddawaea Lin
autentykacjor az testowano na obecnoSi mykopl azmy
3.2 Bufory

1 Bufor PBS (10 mM NaHPQy, 1,8 mM KHPOy, 2,7 mM KCI, 137 mM NacCl, pH

7,4),

Bufor TBS (25 mM TrisHCI, 137 mM NacCl, pH 7,6)
Bufor TBS-T (25 mM TrisHCI, 137 mM NacCl, 0,1% TweeR0, pH 7,6)
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Buf or do | (0245 noczmik, 50 enk TrisICl, 8,6% sacharoza, 5%

SDS, 1ImM DTT, pH 7,4)

Bufor do elektroforezy SDSPAGE (25 mM Tris 192 mM glicyna, 0,1 % SDS)

Bufor do transferu mokrego (25 mM Tris, 192 mM glicynag)

Buf or obci NUaj Ncy do p4+AGEd K mnxa s@dddllotnrygf o
mM Tris-HCI, 8% SDS, 40% glicerol, 5%b-mer kapt oet anol , 0, 014
bromofenolowy, pH 6,8)

Buf or obci NUaj Ncy do pr-bek do(@mMnmnogr afi i
TrissHCIl , 4% SDS, 0, 12% bgnkit b)fomofenol owy
Buf or do zymo g r5amV TrisHCE 208 m\y NaGlybenM Cagl

opcjonalnie 2,5% Triton X.00, pH 7,5)

Bufor do odmywania barwnika Coomassie Brilliant Blue (30% metanol, 10%

kwas octowy)

3.3 Odczynniki
3.3.1 Odczynniki wykorzystywane do e k s p er y mz reakresu biologii

molekularnej

Tabela4Spi s odczynni k-w oraz zestaw-w odczynni k
molekularnej.

UOywany r

Etap Odczynni k/ Zest av .
(stnUen

_ Universal RNA Purification Kit
Izolacja RNA =
(EURX)

Trawienie DNA DNaza | (EURX) 5 U/ Ol

High-Capacity cDNA Reverse

Reakcja odwrotnej

> Transcription Kit (ThermoFisher -
transkrypcji -
Scientific)

. Color Tag PCR Master Mix (2x)
Reakcja PCR -
(EURX)
. Power UpE SYBRE C
Reakcja qPCR _ _ - -
Mix (ThermoFisher Scientific)
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332 Odczynni ki uUOywane do analiz Western BI

Tabela5Spi s roztwor-w odczynni k-w uUywanych pc«

zymografii.
UOy wan r o
Odczynnik vy - .y
(stnUenielr
Protease Inhibitor Coctail (Sigma 1:100
k omj Phosphatase Inhibitor Coctalil
_ 1:100
(Sigma)
NaCl (Chempur) 0,9% w HO
Sl s e surowicza al bum
bi agka Bovine Serum AlbumiBSA 1 mg/ml w PBS
(Bioshop)
_ 0,5MpH 6,8
TRIS-HCI (Sigma)
1,5MpH 8,8
Bis-akrylamid (Bioshop) 30% w HO
Dodecylosiarczan sodang.
tel e Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) 10% w HO
poliakrylamidowe (Sigma)
Nadsiarczan amonu (APS) (Sigme 10% w HO

Tetrametyloetylenodiamina
(TEMED) (Sigma)

tel atyna (Si 1% w HO
Marker mas PageRuler
Elektroforeza i - -
(Thermdisher Scientific)
_ 0,1% w 5% w kwasie
Transfer mokry Ponceau S (Bioshop)
octowym

Blokowanie Ml eko odtguszcz 5% w TBST

oddzi agy

niespecyficznych i

BSA (Biosh 5% w TBST
inkubacja z (Bioshop) oW

przeci wci
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ClarityE Wester

(Biorad)
Wizualizacja Clarity Max Western ECL Substrat
wynik-w (Biorad) )
Coomassie Brilliant Blue 250 0,3% w buforze do
(Millipore) odbarwiania
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Tabela6Spi s
analizy Western Blotting.

Masa

[kDa]

:
-
-
:
:
15
w
:
zs

68/82

przeci wci adg

c z Ns t e« Pochodzenie

kr -1 i
monoklonalne

kozie

k o Es k

kr - |
monoklonalne
mysie,
monoklonalne
kr - |
monoklonalne
mysie,
monoklonalne
mysie,
monoklonalne
kr - |
poliklonalne
kKr - |
poliklonalne
mysie,
monoklonalne
mysie,
monoklonalne
kr - |
poliklonalne
mysie,

poliklonalne

Nr katalogowy

4691 (Cell
Signaling)
7074S (Cell
Signaling)
7076 (Cell
Signaling)
3267 (Cell
Signaling)
GTX628895
(GeneTex)

ab76318Abcam)

ab7800 (Abcam)

14472 (Cell
signaling)
9102 (Cell
Signaling)
2120 (Cell

signaling)

2191M1 (Sigma)

s¢48357 (Santa

Cruz)

s¢20157 (Santa

Cruz)

Ab6672 (Abcam)

pierwszorzndowych

UOy wa

rozt

1:1000

1:4000

1:4000

1:1000

1:1000

1:10000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:2000

1:200

1:500
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o
w
(0]

PAKT 1/2/3 (S473)

PLIN -2

PERK p44/42 MAPK
(T202/Y204)

p-p38

PSTAT3

RUNX2

SNAI1

STAT3

TGFERbBI I |

Twist

Wim

USMA

T t el

0,25% TEMED, pH 6,8)

T t el

78/89

38

60

52

42/44

43

90

43/55

29

90

110

25

54

42

kr - |
monoklonalne
kr - |
monoklonalne
kKr - |
poliklonalne
kKr - |
poliklonalne
kr -1
poliklonalne
kKr - |
monoklonalne
mysie,
monoklonalne
mysie,
monoklonalne
kr - |
poliklonalne
mysie,
monoklonalne
kKr - |
poliklonalne
mysie,
monoklonalne
kKr - |
poliklonalne
mysie,
monoklonalne

nadsiarczan amonu, 0,2% TEMED, pH 8,8)

T tel
Uel at yna,

0,

1%

SDS,

ab76003 (Abcam)

8690 (Cell
Signaling)
9271 (Cell
signaling)
455353 (Cell
Signaling)
9101 Cell
Signaling
4511 (Cell
Signaling)
sc¢8059 (Santa
Cruz)
390351 (Santa
Cruz)
GTX-125918
(GeneTex)
s¢8019 (Santa
Cruz)
2519 (Cell
Signaling)

s¢81417 (Santa

Cruz)
GTX100619
(GeneTex)

A5228 (Sigma)

APS,

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:200

1:200

1:500

1:200

1:1000

1:200

1:500

1:1000

z a g (6,226 M BRISNCI,y4% bisakrylamid, 0,1% SDS, 0,05% APS,
r oz d®38786 MaRISHCY 10% bisakrylamid, 0,1% SDS, 0,05%

zymogr af i c 4003y5 M TRIBIHCE 9% bisalryfamig, 0,1%

OH 818 % 0, 05%
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333 Odczynni ki uUOywane do przygotowywania p

Tabela7Spi s roztwor  -w odczynni k-w wykorzystyw:
mikroskopowych.

. UOywany r
Odczynnik - :
(stnUenielr

Szkiegka -ploikz yr

(Corning)
Przygot owani -
t el a-FEIyCnlavitrogen) 0,2%
do analizy degradacji
- Aldehyd glutarowy (Sigma) 0,5% w HO
Uel a-ElfCny
Borowodorek sodu (ACROS
) 5 mg/ml w PBS
Organics)

Formaldehyd (Sigma) 4% w PBS
Permeabilizacja Triton X-100 (Sigma) 0,1% w PBS

Blokowanie

niespecyficznych _
BSA (Bioshop) 1% w PBS

oddzi agy

przeci wc

Barwienie kropli ) ) ) )
- Biotium LipidSp:« 1:1000
lipidowych
Barwienie Al ex a F|I| Rhalloidin 5
_ 1:100
filamentarnej aktyny (Invitrogen)

Wi zual i zag _ -
Hoechst 33342 (Invitrogen) 5 Og/ ml
kom-r kow

_ Dako Fluroescence Mounting
Mocowani e ) -
Medium (Dako)

334 UUywane zestawy odczynnik-w

- Cell Proliferation Kit Il (XTT) (Roche)

-Sensoly tMMPL4 Bs3ay Kit (AnaSpec) oraz rekombinowana ludzka MMP14
(Millipore)

- Human Cytokine Array Kit (R&D systems)
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- Human Angiogenesis Array Kit (R&D systems)
- Human Proteases Array Kit (R&D systems)

- LactateGloTM Assay (Promega)

- BCA Protein Assay KitThermofisher Scientific)

335 Odczynni ki uUywane podczas hodowli kom-rk

Tabela8Li sta odczynnik-w wykorzystywanych podc:
ich zastosowaniem.

Zastosowanie Odczynnik

Trypsynizacjaf i br ob |

adi pocyt - w, 0,25% trypsynewersen [nstytut Immunologii i Terapii
czerniaka od dna naczynia DoSwi adczal nej, PWIDBRANA
hodowlanego
OdgNc kemiaeé ynoo 0,05% kwas wesenowy (EDTA) (Invitrogen)

dna naczynia hodowlanego 0,05% trypsyna (Gibco)

o] 0,4% bgnkit trypanu
Pokrywanie d

1 mg/ ml Matri Uel (BD Bi

hodowl anych ) o L
zawi eraj Ncym s ur oawmicnin,

migracji i inwazji
-2 Qadiglitazon (Merck)
- 0,5 mMIBMX (ang. 3Isobutyt1-methylxanthine)
(Merck)
-1 O gnisutiia (Sigma Aldrich)
-0, 2 5delBametazon (Sigma Aldrich)

R-Unicowanie f

adi pocyt -

336 PoUywki hodowl ane
Tabela9L i st a uUywanych poUywek hodowlanych i za

PoUy wk a Podstawa Suplementy
Do hodowl DMEM o 1% roztw-r antyb

czerniaka o b ni Uo r antymykotyku (100 J/ml penicylina,

48
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wngl an -
PAN)

Do hodowl i f
NHDF

FBM (Lonza)

DMEM (Gibco)

W

C

W

DMEM o
obni Uor
Do hodowlif i br ob |
zawart
3T3L1 i adi
wngl an -
PAN)

zawartcl100 Og/amycyna,t r ept

amfoterycyna B) (Gibco)

-10% pgodowa suro
(Gibco)

- 1% L-glutamina 200 mM (Gibco)

FGM™-2 SingleQuot8” (Lonza):

- insulina

-ludzki czynni k w
typu b

- gentamycyna/amfoterycyna
-pgodowa surowi ca
-1% roztw-r antyb
antymykotyku (100 J/ml penicylina,
100 Og/amycyna,t r ept
amfoterycyna B) (Gibco)

-10% pgodowa suro
(Gibco)

-1% roztw-r antyb
antymykotyku (100 J/ml penicylina,
100 Og/amycyna,t r ept
amfoterycyna B) (Gibco)

-10% pgodowa suro
(Sigma Aldrich)

- 2 mM L-glutamira (Gibco)

337 Pozostage odczynni ki :

- Tween20 (Sigma)

- Triton X-100 (Sigma)

- mocznik (AppliChem)

-DTT (Sigma)

- deoksycholan sodu (Sigma)

- glicerol (Sigma)

-bgnkit bromofenol owy
- b-merkaptoetanol (Sigma)

- Oil Red O (Sigma)

(Si gma)
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- izopropanolSigma)

~

34 Materiagy, sprznt | aboratoryjny or a:

-butel ki hodowl ane, pgyt ki, szal ki oraz | ed
(VWR, Eppendorf, Googlab)

-filtry typu Transwell o Srednicy 8 Om (BD F
-filtry typu TOoaas@ml (Cor Srednicy

-pgyt ki |l mageLock do przeprowadzania test: - w
-filtry wir - wkowdl0K grgz WitreASLiOK(Menck)U | t r a

- inkubatory (Thermo Scientific i New Brunswick)

- komory laminarne (Heraeus, Thermdestific)

-liczni k kom-rek Eve (NanoEnt ek)

- termocykler MJ Mini (BieRad) i StepOne Plus Re@ime PCR oraz oprogramowanie

StepOne Software (Applied Biosystems)
-aparat do el ektroforezy -BROAEAB BiocRad)do mokr ego
-wi r - wkchmark BlateFuge, Eppendorf, Sigma)

- czytni ki pgyt kowe: Gl o Ma x DiOsQuoawmne r oplaazt e
oprogramowanie Gen5 (Bibek)

- mikrospektrofotometrNanoPhotometer P360 Spectrometer (Implen GmbH)
-m kroskop odwr:-cony Leica DMI 3000 B (Leica)
- mikroskopy konfokalne Leica SP8 oraz Stellaris i program LasX (Leica)

- fluorescencyjny mikroskop konfokalny Olympus FV500 oraz oprogramowanie FluoView

(Olympus)

- system do dokumentagjiembraro r az Uel i Chemi Doc i ofprogr amo
Rad)

-cytometr przepgywowy NovoCyte i oprogramowan
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- mikroskop IncuCytE Live-Cell Imaging and Analysis oraz program IncuéyEOOM

(Essen BioScience)
- program graficzny ImageJ (Fabrice COrdeli, Insitute Curie, Orsay, France)
- program daanaliz statystycznych GraphPad Prism 7 (GraphPad Software)

-program do projektowania starter-w SnapG
aplikacj a i nternetowa do sprawdzan

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primdxast/

-cznSi rysunk-w przygot owa n opobranyche strong m g ot
https://smart.servier.cor/d o s t n pna podstayie licencji CC BY 4.0

3.5 Metody
351 Hodowl a kom-rek

Ko m- czé&miaksh odowano w poUywce DMEM zawieraj
g/l NaHCQ, z dodatkiem 2mM glutaminy, 1% mieszanki antybiotgniymykotyku oraz
10%p godeswepwicy bydlnhncej (ang. Fetal Bovine

Prawi dgowfei blruodbzl kaiset y sk-rne hodowano w |
Gr owt h Basal Medi um) supl ement owane| dedy
FGM™.-2 SingleQuot8".

Adi pocyty iz - Umyisciocvhanpr eadi pocyt -w 3T3L1
opisanym przez Zebiscfl90]. Dwa dni po osi Ngnifciu pr z
preadipocyty inkubowasz mi eszani nN rosiglitazonu, | BMX
przez 48 godzilan ast npni e przez kodjew noeb edc8n ogSocd z iinn's
Adi pocyty hodowano w tej samej poUywce co Kk
suplemen - w wy jzitht kurowicy krwi by d 1l ficej |, kt-ra W przy
t guszczowych zastNpiona EFO@SJ@ptlYma Isiuz aavji it Nm

hodowl i i r-Unicowania adipocyt -w przeprow

Kom-rki czerniaka,odytbhy opddaasizywtpgodaiz pr e a
z wykorzystaniem0,25% trypsyny, w celu podtrzymania hodow.as aU kom- r k o v
przeprowadzamp opr zez pr zemy wa nmn & <thidopnmvwanitworeg n

0,25% trypsynyp r z e z ok o gw tenferatmize3 TtARea k cj A trypsyni
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://smart.servier.com/

zatrzymywanopoprzetodani e pegdnej Nad®yiwpim- & &d owi aoejan
przy p r0oddkpozézs imiat.

Hodowl n keratynocyt -w prowadzono w poUyw
surowicy kr wi bydl| fcejuaonrtayzmylk% tmy keus.z afhaksi a (h nkt
przeprowadzano dwa razy w tygodniu w spos-Db
pozostagych |l inii, 2z wyjNtkiem reakcji tryp
kom-: rraztvoream0 , 05% EDTA przelz yp@ymiiz aw |37 AC owadz
uUyciu 0p@b®Wotuwuypsyny i 0, 025 %NEDTAp mpiregego 3
zatrzymaniu reakcji poprzez dodani e@rzpegne] p
prindko&giprzed ®Omiot. Opt ymal i zacj n medatoyryo cltyd d avw |

przeprowadzi ga dr Ewelina Dratkiewicz.
Wszystkie typy kom-rek hodowano w inkuba-
warunki hodowli (37AC, 5% CO2, 95% wilgotnosS

3.5.1.1 Warunki prowadzeniakokultury
3512 Przygotowanie poUywek kondycjonowanych

Konm-Ki czerniaka hodowane by7§ gnf) Wo but el k:z
osi Ngni8d®&i &«&oh®l uenciji. Nastfnipnie przemywahno
czym dodawano SwieUN poUywkn pozbawionN FBS,.
72 godz. , po upgywie kt-rych poUywki zbierar
15 min i mr o Ue2n0cACw Po Uy wk i zebrane z przynaj |
bi ol ogicznych rozmraUano na | odzie, gNczono

filtry o porach wielkoSci 0, tenperdumze2 OpAod cj owa
(Rysunekll).

Pozywka bez FBS

- . i -
Komorki czerniaka Komorki czerniaka Pozywka
kondycjonowana

RysunekllSc hemat przedstawiaj Ncy uzyskiwanie poUywe
kom-rek czerniaka
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3513 Hodowl a kpamwiedkowych 2z poUywkami kond

hodowl i kom-rek czerniaka
Fi brobl asty, keratynocyty oraz pr eadi p
dogkowe (VWR). NastiApnego dnianifamo opd@pwk

mi eszast msiuwk wkil: Ip ey @y odpowi edni ej dl a d
poUywki kondycjonowane|] (PK) znad hodowl i
opisano wpodrozdziale3.5.1.2 W pr zypadku preadipocyt - -w w
r-Unicowani e do dwo jsrpzoasy ybc ho pai dsBdprdoyc ywt o mvo zvdl Zi i ¢
kom-rek w obecnoSci P K wp rtowvwaakdczi oen ok tp rrzyeczh
jednokrotni e #(RysueehlR)a n oP opeoulbydvwgkavi ¢ z a s uoik om- r k
wykorzystywamd o d al s z y cpnzemywadog @Gifotemn BPBS i inkubowano w
poUywkach pozbazi Ghgodzhw FBS upranal i zy pozi
wydzielanych WKormztar &kaddnd-ywnk fek sper ymenkii e st a
prawi djowe hodowane w mieszaninie 1:1 poUy
kom-rek prawidgdowych oraz ipDMEM wdzhawiosyt a n o wi
surowicy Kkr wi bydl ncej

PK : pozywka petna

/

24 godz 7 dni
Komorki prawidtowe Komorki prawidtowe Komdrki zwigzane z nowotworem

Rysunekl2Hodowl a kom-rek prawidgowych z poUywkami
kom- rek czerniaka

3514 Hodowla poSrednia kom-rek prawidgowych

Kom:- r ki prawi dgowe hodowane bygy w obec
systemu opartego na insertachuyp Tr answel | . W zal eUnoSci od
pgyt-&dogk6 we | wWysi ewany byg j eden typ k om
nowot worowe), nastinpnie w kaUdym dogku umi
na kKt -ry Wy si ewano dr upgriawi dgowe mi uék npkwo
Kokultura poSrednia prwWwadkona hgpgdawlpir zpn!
jednokrotnie zmieniandysunekl3) . Bi pot uwagn to, Ue warunk

muszN byl odpowi-evdomer ald ,a lodkiulttyuor 1 pr owa
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mi eszaniny poUywek optymal nych dl a kom-r ek

zmieszanych w stosunku 1: 1, rdylneetngd guo sk ceamtorwa
kom-r ki hodowane w anal ogicznej mi eszaninie
A Wptyw komorek TME B Wplyw komodrek czerniaka
na komorki czerniaka na komorki TME
Insert Insert
Komorki prawidtowe . Komorki czerniaka
Ve ' o d
® .. ‘e, [ ]

Komorki czerniaka Komérki prawidtowe

Rysunek13 Sc h e ma't przedstawiaj Ncy system kokultury |
kom-rek czerniaka wykorzystywany daermakagA)i zy wpgy
oraz zmian w kom-rkach prawidggowych zachodzNcyc|

(B).
3.5.2 Test proliferacji

W celuo k r e Sdmgproliferacjik o m- zastdsowanaestawCell Proliferation
Kit I/XTT, wykorzystuiNczyd ol noSi aktywnych metabolicznie
soli tetrazolowej (2,8Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl}2H-Tetrazoliumb-
Carboxanilide)w f or maz an, kt -regkool iolrg®iet mjezmzioaa K
pochodzNce z kokupotQurwk almi b ktornadkytcg wanroeva ny mi
pgyt-dogebepSo 24 (T24), 48 (T48) lub 72 (T72)
Swi eUON z dodatkiem odczynnika XTT i i@ nkubowa
dokonywano pomi powwt ade&mwpbpapnodiugoSci fali
uUOyciem czytnika pgytek OQuant | oprogr amo
absoracj n tga (pr-ba Slepa oraz pomiar dla nie
czym obliczano tempo waotbBhRT48orpziTa2kpaen: r ek d z
T24 i ust al digkNocm-prreokl ikfiodari@desjlnny c h

3.5.3 Testy migracji i inwazji
3.5.3.1 Testy zarastania rysy 2D i 3D

Pgytki typu-doihkhgwee o pWaktdOrgiwthenloem w st nlUeni u
i inkubowano w temperaturze 3 7 A C pr zangnat w 3cBlu uzyskania jego

spoli meryzowane]j for my. Na przygotowane w t
pochodzNce z kokultury lub traktowa%e poUywl
tys. na dogek, nastnpni e i nk upboonwacnyo njaer zpirdze
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57:56334

WoundMaker we wszystkich dogkach r - -wnol egl
odmywano buforem PBS. W celu oceny inwazj.i
kom-r ki dodawano dodat kowN warstwin Matri Ue
inkubatorze kom-rkofwyNaspepeb&ra dgtoicon- r Kk i (
przypadku testu migracji 2D) lubap ok r ywaj Nc N j e warstwi bi ac
inwazji 3D) dodawa(®RgunpkbdUy ldij fifco o Wloann XN ek z
rysi wykonywano co 2 gmduUypiremzsyns ne mwml
Live-Cell Imagirg and Analysis. W ni ki bygy analizowane prz
Incuyt e E ZOOM wysltiocpz aej @ ssapog. Relative Waund Density),

odzwi erywzerdolsatj Nocokryci a powierzchni rysy pr

Test inwazji

Poiywka hodowlana Test migracji

Gorna warstwa

Matrizelu

Matrizelu

Rysunekl4Sc hematyczne przedstawienie warunk- -w test

3532 Test inwazj.i przy ulUyciu insert-w typu
Kom: r ki pochodzNce z kokul tury l ub
kondycjonowanymi inkubowano z poUywkN pozhb:

tyskom- r ek wypokrgeMa h o i fite tymufranswellz p or a mi o Sre
8 (Gmmieszczano jewWw o Jk ac h -dpajgyktckwe j24 Na dno kaUde:
dodawano poUywliodoawi esmuajoWwin bydl jakoN w st
chemoatraktanfRysunekl5). Po upgywie 24 godz. kom-rki ¢
wraz z Matr i, bhetloemm alsstuvkaonmo r ki, kt-re przemi
utrwal ano roztworem K&m-frokromeael dwyhlyaygiwi aJnNod r |
odczynnika Hoechst 33342zliczano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego

Ol ympus. Wyni ki przedstawiono jako relatyw
do kom-rek kontrolnych.

55



Insert

\ Pozywka bez FBS
Matrizel
Poiywka zawierajaca e e e
20% FBS

Rysunekl5Sc hemat przedstawiaj Ncy warunki testu i nwaz

354 Metody analizy biagek

3541 Pomiar stnUenia biagka

Do pomiar-w stfnlUenia biagka wykorzystywa
bicinchoninowego (ang. Bicinchoninic acid, BCA) zgodziezaleceniami producenta
stosowanego zestawu. Pr - b thoitrzykrainieireztwagmNc e bi a
NaClost iUeni u 0, 9%, po czym nakgJadamdkjoavew 0D ]
w dw:-ch powt- -rzeniach technimizensyzxpgoprzenNiast npn
rozci e (Estasenkuile 5& dw-ch skgadowych zestawu i
mieszaniny do kaUde|j pr - bki obecnej na pgytec
Po upgywie tego czasu pgytkn doprawpdzano
pr-bek przy dgJugoSci fal.i 550 nm mierzono
oprogramowania Gen5. Wyniki korygowaodsr edni N wamti 6 Sit gabs oSrtki Ue
biagka w pr-bach obliczano na podstawie wyko

35.4.2 Zymograf i a Uel at ynowa

Kom-rki traktowane poUywkami kondycj onowa
p 0 u p gdpiowiejénkubBacji, przemywano trzykrottfeBS i i nkubowano | e w
bez FBS przez 72 godN a s t fipponU yerbleramm, wirowaro przez 10 minprzy
p r Kia SI600 x g, po czym supernatant przechowywaniemperaturze2 0 A C . Pr - bki

rozmraUano na | odzieen fzidgfrs 2w ztaydolXKjemizc omU
(Millipore) poprzez wirowanie przy prnindkoSci
objritdBwki pso 50 OI . ZawartoSIi biagka w otr z
opi sanej wczeSniej met ody BCA. Na podstawi e

zawartoSci biagka, do kt-rych dodawano niede

Do eksperymentu wykorzystya n o Uéla&r ploami dowe 0 grubo.

zdodatkiem 0,1% Uelatyny. -1PrOgbklhi aod kza waorztdozS
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el ektroforetycznie przy nat finlenfou zpa kNod@Ec z200r
rozdzi al e Uel e pr zemy wa rz cdodatkienb Tritooour X0 d o z
(opcjonalnie dodawano zngl dwukr ot nie po 30 min w celu
inkubowanowbo uf or ze pozbawionym detergentu w tem
tym czasie biagka obecne w UBrilliantBugR@&r wi an o
temperaturze pokojowej przez 30 min a nastnpni e odpguki war
zwi Nzany barwnik buforem zawieraj Ncym kwa
eksperymentu otrzymywano niebi eski Oel , k't
d o Ue IbarvinikanGoomassie, b e z b ar wn y miobegnymN W knéejstach
trawienia przez Uel atynazy (MMP2 | MMP9) .
urzNdzenia Chemi Doc i progr amuN |prragepradwa d\:
za pomoc Nimaggeb gr a mu

3.5.4.3 Western Blotting

W celu analizy m®Nzdarmnzhkuk obnviyacge kk owre w Kk i p
zkokul tury |l ub hodowane w obecnoSci PK po
przemywanobuforem PBS, zbierano poprzez zmywanie w buforze mocznikowym
iekstrakty tengpnrr0alAla.noNaws t ii p diae ol inaatly drzd 2zmr a
przez 10 min PODy xprgndwk 4S5 i12supernatant
prob. wek. Poziom biagek pozakom-r kowych
przygotowanych analogicznie do patynolwej wy k or

opisanej w podrozdzial@5.4.2

Pr-by =zawieraj Nce takN poarzekdodahieiforu bi a § k
obci NUaj Ncego temperdt@zedaX AIC apjmie mak gadano na |
poliakrylamidowe (10%), rozdzielaqmmp r zez el ektwaob@éonkaeeh denatu
(SDSPAGE), po czym wykonywano transfer rozdzi e
ni trocelailnoR]z owdlk o Si pr zrangferw menidmo ma ds@wnie
bar wi enobecnyohha gm&mbr ani e odczynni ki em Poncec¢
miejsca niespecyficznego wi Nzania przeci wc
5% roztworze odt guszczon dogze TBBIT w teraperatwwze p us z ¢
pokojowej przez 1 godzn Kol ej nym krokiem byga nocna
pierwszorzndowy mi przeci wci agami specyficz
zastosowane tsii Ueni a mo U n aabeliz & aN aesTtin p we g o dni a r

pp erwszorzndowych przeci wci adg odmywano po
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buforem TBST po czym membrany inkubowano @r ugor zndowy mi przec:i
skoniugowanymi z per ok siymtempeératarrepakeiowe. Wi pr z e z
upgywi e t eg any ttzgkeotmieprzemgwamobuforem TBST i inkubowano z
mieszaninN odczynnik-w z zestawu ECL. Po d
przenoszono do wurzNdzenia Chemi Doc i za ©po
dokonywano wizualizacjiwawnmyoni ko wcadwWaowikti ejnoz
biagka obliczane]j na podstawi eNalpaistawieeni a z
odczytu przeprowadzano analizn densytometryc
Lab (ver. 6.0).

Nasz zesp- g badawc zw cytostkelecia aktynoveyh avz mi any
kom-rkach nowotworowych i dzSmiyki Swiaasdzoermu, dU
poziom aktyny nie jest wdgaSciwN kontrol N dl
nier-wne iloSci |ej i zof or m ( bhgl®3al96). Coga mma) W
wi icej, w przeszgoSci n oWestern blattingd @ | ibS nayg kway n i
GAPDH, jednakUe barid&my crz-n$rtioc eobve ejr evgpgovapo z i
r-Wny | iniami k o m- r el#niejen wigleo amyxh ditevatucotvych
Swi adczNcych GAPDKMjme s tUez wioftk sanionowotwarowyah,m- r Kk
a ekspresjgegogenu r - Uni sifn nawet Ncoyminday jpedb&kg
pacientd197. Ze wzgl Adu na f gidangjainidreo gwN eblyd bsit aogseokw,a
jako kontrola gadowani a, w kom-rkagh nowot w
poziomie, mnafdaokdmywmi @é¢ Nzesni emor mali zacja wy
pozi omuc agi kaogwkiat ego (na podstawi e bWatowi eni a o
r-wni eUO ,md&dmiaenyi kom-rki czerniaka, kt-re ul
k onekezotoczenia a poziom biagek st oanawanalgie h | ako
Western blottingwtynpr zypadku moUe ulec zmianie w kom:
wyni ku ich hodanilkir oSr kdmwi kK & i Zgodni e z |
wyni k- w adoc abgikaogwki t ego wybar wi onego odczynni
cziiSciej stosowana, a zal et y198189W jegneide|j Sci a
zpr ac p o $ejematgce badacgeor - wnalyji ugyghkany dl,a bar wi
GAPDH, Ponceau S i Coomassi e Br i hdbardziejt Bl ue
powt ar zal nN meawedidNodaynmken Bomceajioa].
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3544 Test ak proteanydGrR14

W celu weryfikaciipozi omu aktywnoSci met al oprot e
kom-r kach, wykorzystano zestaw SensolLyteE
przez producezemymbufKomemkiPBP i zbierano w

stanowi Ncym el ement z e $ritoaX100).(LiCatywpowanew t D z
temp. 4AC wprzzy @rOfdk o a@istZi pho@ xugernat an
do SwieUych prob-wek. StnUenie biagka w pr -
metody BCApoczympr zygot owywandNcer 30y Ogawii ag&kja r o:

buforem reakcyjnym. MMP14 aktywowano popr z
godany z dodatkiem 1 nM APMA (octan-d mi nof enyl ort nci ) . Nast
dodawano substratu i reakcj fAGCe npzryzneartpg3cOz mN n
czym zatrzymywano |j N poprzez dodanie rozt:

stanowi § rekombinowany enzym MMP14 w stnUe
wykorzystano bufor reakcyj ny. RBdrescamyjneny s ul
kt - re odczytywano przy dgugoSci fGloMax 490/ 5
Discover plate reader (Promega) Ot r zymane wyni ki pomniejszar

t ga i przedstawiano jako st osunmadkkordraii any al

3.5.4.5 Analiza sekretomu
W celu wustalenia skgadu sekretomu kom-

i nkubowanych z poUywk ami kondycjonowanymi
Cytokine, Angiogenesi s i Proteases oz r ay.
chemoki n, 55 biagek zwi Nzanych z angiogene

pr z e ci wic N adamgnsbhanach nitrocelulozowych. Zestawy zastosowano zgodnie

z zaleceniami producent&o Uy wk i hodowl arhedowangchk am-er ez n a d
z agazaajakwpr zypadku pr - iek adgnbyweggmafil tr - w
Ultra-4 1K . Nastnpnie pr - bki o identycznej Zawe
bi otynyl owanych przeciwciag detekcyjnych (¢
poczymp r - by n aamersbraoymitiocelulozone o JNczone do zest awl
krokiem bygo przemyci e me mbr an i i ch i n
skoniugowaneg per ok sy da Ryunekh6y. z aSryogwmNa §( chemi | umi n
mi erzono z wykorzystaniem sprzntu ChemiDo
korygowane o wartoSci t ga i nor mal i zowane

referencyjinycobecnych na kaUdej membr ani e.
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62:26916

M streprawidyna-HRP

zdeponowane
Biotynylowane n
przeciwciata detekcyjne t..‘ YY)
v > eeee eesee
e e 00
L ] - ]
N e
biafks = e proby referencyjne
Rysunekl6Sc hemat met ody analizy wydzielanych biagek.

3.5.5 Techniki biologii molekularnej
3.5.5.1 Izolacja RNA

|l zol acjn cagkowitego RNA przeprowadzano
Universal RNA PurifixatiorKit zgodnie z zaleceniamirpo ducent a. Kom:- r ki p o
zkokul tury lub inkubacji z potg@Hkbdbwkopgdgytkbn
upgywi e inprzemyvand e buforem PBBzbierano w4 00 Ol buf oru RL
dodatkiem 401 -mdrkaptoetanolu. Kojeny m kr oki em bygda homogeni
kol umi enkach, po kt - -rej przeprowadzano dena
Nastnpnie pr - bki umi es z c paeamgwanduforenh DNhi enk ac h
w celu wyeliminowania z pir -tbreakewDRMAN,a | pr(olwad z
U/ pr - bn) w temperaturme Pokopewbpcijpirzer A&k
kolumienki przemywanob u f or a mi Wash RB1 i RBWano zEl ucj n
uUOyciem wody wohnhpejgo odt mRNeANi e mierzono z

mikrospektrofotometru UWVIS.

3.5.5.2 Odwrotna transkrypcja

cDNA wuzyskiwano w reakcji odwr ot nej tran
cDNA Reverse Transcription Kit. KaUda pr-b
mieszaniny s kgad kttabelid podano w

Tabela 10 Sk gad mi eszaniny dl a pojedynczej pr - b
transkrypcji.

Skgadni k mieszani

Odwrotna transkryptaza

Mi eszanina dAdNTP o st

Bufor RT 10x
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Mi eszanina | osowych 1 Ol

0,5 Og RNA zawieszone w 7,1 Ol

Reakcjn odwrotnej transkrypcji prowadzono

stosuj Nc program skgadaj Ncy sifn z nastnpuj |

1) PrzygNczanliCG mitm,r tteempv.:. 25AC.
2) Odwrotna transkrypcja: 2 godz., temp. 37.

3) Ilnaktywacja transkryptazy: 5 min, temp.

Otrzymane w wyni ku r e&0kikrgtnewo ®NA wobr Bli ®@c zR
i przechowywano viemperaturze2 0 A C .

3.5.5.3 gPCR

W celu pomiaru poziomakspresjwybranychg@ n - w w kom-r kach poc
zkokul tury l ub traktowanych poUywk ami kon
il oSciowN PCR. Badania prRoeprdwBd3Y6BRE zGude
Master Mix iur z Ndzeni a StTeng GORKPd ludsa Rpera:-lbka zawi e
mi eszanisnkygadcktzarmrijabeli Yloz @azo 2w Ol cDNA powst a(

odwrotnej trankrypcji opisanej w podrozdzial@5.5.2

TabelallSkgad mieszaniny reakcyjnej uUOytej w a

Skgadni k mieszani

Power UpE SYBRE Green
Starter przedni

Starter wsteczny

Woda do biologii molekularnej

Otrzymane wyniki normalizowano do ekspresji genu referencyjmé&g@T1lub
EEF2na podstawie wzoru opartegsvs p - gczynni k CT (ang. thres
=2( CT badanego genu 1 )Skekwenuvjeecetué&yeygchj
przedstawiono wakeli 12

Tabelal2Spi s starter-w wykorzystanych do metod

Gen Starter przedni Starter wsteczny

s ozeies AATCTTGCCCAGTCATGCCG CCTTAGGACCAAGAAGACCTGC



GGAGCCTCATGTATTTGGTG CTGGTTTACAAAGACACAACGC
GACATCACCAAGGGTGTGCAG TCAGCACACTGGCATAGGC

GCTTGTCTCCAGTGAAAACTTCG CCAGTTTGAAGGAAATCTCGGTG

CGCCAAACGCGCTACTTTACTTG CATCCTGACCCGCGTAGTGG

CAGCAAGAAGCTGACGGGT CAGAAAAGATGGCCACTGAGAGG

ATGGGGACACAGAAGGTCAC CGGAAAATATGGCCACAGACA
GACCAGTCAACAGGGGACAT GCTTGCGACCTTGACCATCT

GAGACCCCTGTGTCGGTTC GGAATGAAGTCCAAGCCAGTGAC

GCTTTCATTTCCATCGGCTTC CAAGCAGCCACCAACAATC
GTAAACACCAACGTGCCCCG ATCTTGCCGATGCTGTGCAG

CTCATCGCCTCAGGAGTAG GGTGCTGATGACGAAGGTC
CTCCAGAGAGTTCTGCAGCTG  CAACTCATTGGCAGCTGTGAAC
CAAGACTTCAACTCCCTGTTTCC GGAAACCACGCTCACTTCCC

GTGTTGGCGTGTTCAGCTCTG  AGATGGCTTCGTGAACTATCAGGG
GCTTCTGGCATCCTGTTGTTG ACGCTGGTATAAGGTGGTCTG

GGTCAGTGAGAAGGAAGTGGAC GGGGGCCGTGTAGATAAACTC

GCCTTCTGCAACTCCGACATC CAGCTTAAGGCCACAGAGACTC

3.5.5.4 Analiza poziomu wydzielanego mleczanu

Poziom wydzielanego mleczanu-GoMewmtejano z u
metodzie mleczan obecny w poUywce zebranej
oksydacj i katali zowanej przez dehydrogenazn
redukcj N czZN®ot NADHk MWAROIl ej nym kloredkkaji s N z u U
prol ucyf eryny do |l ucyferyny wy k ozerray st ane|j
chemiluminescencji (Rysunek 17). Eksperyment byg przeprowa

zaleceniami producenta zestawu.
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Dehydrogenaza

mleczanu . .
mleczan | ———— | pirogronian

NAD* NADH NAD*

‘pro-lucyferyna ‘ —— | lucyferyna | — | luminol chemiluminescencja

Rysunek17 Sc h e ma't i lustruj Ncy podstawn metody uUyt
mleczanu.

Kom-rki pochodzNce z &bkwdd ubgz i RRSbowa:t
24g odz . TMzuehpon grzechowywano temperaturze2 0 AC. Kontrol i ne
stanowe ma PBawllywka bez FBS, natomiast pozy
ml eczanu. Wszyst ki ekrginiebbf/oremcPB8&cpaned200
eksperyment u. Pr - by pdbpghoswepno pdo cp§mt Kk
przygotowanN wcze Swie ¢gctatenDemnzReagenh (Luciferin n a
detection solution, Reductase, Reductase substrate, Lactate dehydrogenasg, NAD
mieszano i inkubowano przez 1 godmwi temperaturze pokojowej. Luminescencja
mi erzona byga z uUyex @raymecrzey twyi rkiak ip gyyt Geyk kGd r

-

wartoSci chemiluminescencji tga.

356 Degradacja Uelatyny skoniugowanej z flu
Szkiegka 0 p §lal si zzcyznoNh e p rpzoelnyy wa n o buforem
inkubowano je przez 15 min w temperaturze pokojowej w roztworz&o @ldehydu
glutarowegow cel u uni eczynnienia pozostagych gr
przemywano je buforem PBS i pokrywawo Uel at
10-minutowej inkubacji wc e | u Il naktywacj.i pozostagoSci
inkubowano z borowodorkiem sodas t i U% mg/mi przez 1 mia t ifdwukrotnie
przemywand uf or em PBS. Na przygotowane w ten s|
30tys. kom r /edk o § e Istawiangna akl@-16 godz w temperaturz8 7 A C . Po upgy:
tegoczasyp)r epar aty przemywano buforem PBS i ut r
w temperaturze pokojowej przez20min Kol ej nym et apem bygdga inl
falloidynN skoniugowanN ze zrnawiemperitiream Al e
pokojowe] w celuwizualizacji Fa k't yny. Nastnpni erzemywaqar at y
buforem PBS iumieszczajoe na s z ki e g k anaknopigngndosiczyanikierwy ¢ h  z
Dako. Miejscaw kt - rych Uelatynawydstaebanestprawepnpn
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proteazy, widoczne w posta czarnych plamobs er wowano kor zystaj Nc

konfokalnego Leica SP8.

W przypadku kom-r ek CAFs analizn il oSci ¢
programu Fiiwy kor zegges kjf WNpty napi sane w Jjnzyku F
automatyzacji procedury. Pojedyycz obr az poddawany analizie m
pojedynczej kom-r ki, kil ka cznSci kom-r ek,

powyUszycAnalitwacpbrazu podzielono na dwie
segmentacji badanego obiektu (tj. przynajnpi ¢ z i Sc i Kkom-r ki) oraz
obszar i Przympowia@oz cghondi, i akkaa noAnri kais t w drugi
przggr owadzono segmentacjn region- w, ichkt - re u
powierzchni. Akt ywno Si pr otfdmliiotwyacnzon N ij earkebe h nA piio w

trawi eni ao/kAopno-wikeiroz ¢ hinilio 0 %.

357 Techni ki analizy zawartoSci | ipid-w
3.5.7.1 Barwienie Oil Red O

W celu ustalerd zawartoSci | i wednWtrabokdadmnyk
wykorzystywano metodn barwienia Oil Red O.

innym typem kom-rek utrwal anpoprzz euzUyi pnz&eBob a4c% if o r
min w temgraturzepokojowej,a n a st rpremyvanoj e buf orem PBS i |
inkubowano w roztworze 60% izopropanolu przez 5 uhin barwiono roztworem

roboczym Oil Red O przez 02 minut. Roztw:-r roboczy przygoto
zmi eszanie 3 objAtoScizopr 6pamwdlou O | 2 Relj Ot «
destyl owanej. W kolejnym kroku kom-rKki przenmn

czym dalawano 100% izopropanol i absorbapnm | ORed O odczytywano pt

fali 490 nm z uUy0Qean omagmreoivanisend @ioTek).y t e k

35721 dentyfi kacja kropl:. | i pidowych w badany
Rozkgad subkom-rkowy kropli lipidowych i |

fluorescencji. Kom-r ki po 7 dniach Kkokul tur

uUyciem 4% formaldehydu przez 2ébilimowanow t e mp.
0,1% Tritonem X100 w PBS przez 5 miMla st mpgmeisegpecyfi czne miej sc
blokowano roavorem 1% BSA w PBS przez 1 gadzmitemperaturzepokojowej. W celu

wi zualizacj. kropl i l i pi dowych wykorzystyw

kom- rkowe wybarwiano roztworem Hoemwydiest 3334:
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preparat-w WwaotbceymPBS®i észczano je na szki
nakropionym odczynni ki em Dako. Preparaty o
SP8 lub Leica Stellaris.

3.5.8 Analizy statystyczne

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w
biologicznychor az tr zech powt-rzeniach techniczny
rzeczywistym, kt -ry przeprowadzanWynkv dw:- c|
prezentowane sN jako Srednia N odchylenie
oceniano w progmie GraphPad Prism Wynikibadmr®m wadzonych na ko
czerniafkawkt - rych por - wnywano danalizewap tespem|Tacj e K
StudentaWpr zypadku bada® dotyczNcycgh wk okm--rreykc h
por -wnywano Wwi iicekom iriykuzystamo ésp angvayl ANOVAe

oraz test wielokratnych por - -wna@® Tukey

4  Wyniki
41 Wpgykwo m- rcezker ni aka na funkcje biol

zwi Nzanych z nowotworem

Anal i zn wpgywu kom-r ek czerniaka na k-
wykorzystaniemc zt er e c h | ckemiakar -kUbnm -Nicaykc po ¢ h o ddlave rcihe m
wyizolowarych zg u z pievwotnych- WM1341D, A375 oradd w- ch pochodz Ncy
przerzut - avo cwiez i & KEMOGHs204TWWah t o p o dvynikie S1 i [ |
badadi yczNcychh vwwpgmardieoblastyp or - wnywano nie ty
wz gl fipdeecnhodzenia komleek ak@Wer poakavzgl ndem
zwi Nzanych z progresjN nowotwor u. Ze wzgl i
zdol noSi do tworzeni a isntwoapdioepdd dmi-gv aocrjaiz 1w
A375, WM9 i Hs294T w p[200) wwadabsdej WMABBATIL
kom-rek WM1341D okr eS| amatomjast knee AFYBWMR 1§ | nwe
Hs294T nazywano Aw30%loko inwazyjnymio

4.1.1 Identyfikacj a kom-rek CAFs

W p o c z Ntf ka@way dfibrobiastyaa@ywowane u Uy ci em tr zech
metod Jedna z nich poelragva@adowsgchr @akbowhhibal
TG, kt-ry zgodnie z danymi l iteratur owy mi
kom- r ¢7W]. Uzyskane przy udziale TGB k om- r ki y wa\ghkeazh y bl i Us z
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mi of i broblastom ni U kom-rkom CAFs. Ponadto z
wydzielaj N wiele r-Unych czynni k- w, kt -re
prawi dgowych fibroblast . - w dol[7%) daszerbadeniaCAFs (t
prowadzono z uUyci em odlw- chho dmavd o s tfaigbyrcohb | mes t
kondycjonowanN ( PK) zebranN znad hodowl i k
kom-r kami czerniaka obecnyRysunegkd?). Opsaner t ac h t
met ody pozwol i @y p onwi edzmgks@iAldIRK B CAFSINS. Jak

wspomni ano wczeSniej, kwnoelekk pare-rwn arkiaa pvwr )
pierwotnych ogni sk nmavok avimr ruk ii, ekgpeapentgegrozwet - w
przeprowadzono z uUyciem czterech r-Unych |

pochodzeniem i inwazyjnoSciN.

Aktywacjn fibroblast-w oceniano na podst a
kom-rek tyUsMAo@ARABY) (z uUyciem met oWk West ern
normali zowano do cagdgkowite,j zawartoSci bi a

odczynnikiem Ponceau@® o z szefizej dpisane w metodach)

Fibroblasty aktywowane przez czynnik Tlele har akt er yzowagy si i

pozi ome mMSMA (Ry§unekl8) , nat omi ast fibroblasty ho
poUywki znad kom-rek czerniaka oraz pochodz
Wy s oki pozi eRydunekld) k a KPAR r ki tbr anki teo wparnzee j TaGWH ¢
zmi an w aktywacj. bi agek zwi Nzanych z progr

regul owana sygnagem pozakedne-nreknotwysn | (aBkRIK)MA PskKt,
nadmi erna aktywacja moUe prowadzil do wzrost
ich opornoSZmiaayawopobetdryl acj.i bi agka ERK
przypadku Kk onRysureld8 RysgureR8AXK . ( Ze wzgl ndu na t o,
kom-r ek KkOAF g ka mi hodoveanymiina iksartaiforaz ich hodowla w
obecnoSci poUywek znad kom-rek czerniaka w w
in vivo, do kol ejnych eksperyment  -w w@AFSPKzystano
oraz CAFsINS.
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PK

KTGFB TGFB KPK WM1341D A375 WM9  Hs294T

ASMA| v my  w— e RS | A0kDa

Ponceau S 40kDa

T ettt
- - ———— —100 kDa

Ponceau S

100 kDa

PERK| g — T EE S S|,

Ponceau S 40kDa

ERK ' = “—-— ’ — — e = A40kDa

Ponceau S 40kDa

Rysunek 18 Por - wnani e pozi omu mar ker -w w | izatach

czynni kiem TGFb |l ub poUywkami kondycj onowany mi

czemiaka.Pr zedst awi ono reprezentatywne mwymizlkici avica lai
i

z

skierowanych ©przeciwko biagkom USMA, FAPU, P
traktowanych czynni kiem TGFb (K TGFb) stanow
rozpuszczalnika tego zwi Nzku (acetonihtPKyl u) .
kom- r ki kontrolne hodowano w mieszaninie poUyw
do pr-b badanych. Ryci n[@dl]lz modyfi kowana na pods

Transformacjn prawidgowych fibroblast - - w
poprzez identyfikacjn zwinkszonego pozi omu
hodowl anej . ibréblasty wakibwaeg komrfk a mi czerniaka ©po
zprzerzut -w wykazywagy -Umtsmwpopwzpomybiadflk:
jakiCAFs I NS) oraz |1 L6 (CAFs PhHdowanyclp o k omnakami c
czerniaka pochodzNc yRygsinek®). ogni sk pierwotnyc!|
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A FAP

PK INS
K__WM1341D A375 WMS9  Hs294T K WM1341D A375 WM9  Hs294T
L — — — FAP a -—-—-_——
— — e m— s 100 kDa
100 kDa
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[ d
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A e
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[ Kontrola

[ CAFs aktywowane komadrkami czerniaka pochodzacymi z guzéw pierwotnych
Il CAFs aktywowane komorkami czerniaka pochodzacymi z przerzutow

Rysunek191 dent yfi kacj a kom- weekwyniRifafatizy Wdsterp blatmge nt at y

poziomu biagka FAP (A) w |lizatach kom:-rkowych o
kom-r ek FCiAbFrso b | ast y aktywowano poprzez hodowl
kondycjonowanych (PK) zebr anykconm- 7z kkadni k @am-emr edk a & z
i nsertach typu Transwel | (I NS) . Sygnag nor mal
0Oszacowahe] na podstawie barwienia membran odcz)
fibroblasty hodowane w mi es staumkunlile W praypagkue k F B M
interleukiny 6, sygnag w kontroli byd na pozic
poszczeg-lnych pr - b przeliczano wzglndem ostat
Hs294T). Wyni ki przedszyawd jommi evj 3 rpmdvet -Srrza@ i keij o
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yczni e r- un
S Poziom i

Gwi azdki oanaczajN i stotne statyst
pomi ndzy r-Unymi typami kom-rek CAF
p O 0, 001 (Z(**))Rycina zmodyfikddvana afodstawiz01].

412 Wpgyw kom-rek ctéewniSak&aomareuclCAFs

W kolejnym etapie pracy dokonano charakteryskyki m- CAF¢«p od wz gl ndem
ich zdol noScNMi gdamcmigrkacejriunkowN kom-rek p:
matri Uemiemuj Ncym skgadem bgoni podstawnN,
pokonal w trakenieconmwazjlUyciem testu zaras
wyUszy poziom migracji w przypadkw dkjoomvyrcenk
fibrobRysusek20®) ,( przy czym r-Unice te bygdgy i
przypadku kom-rek CAFs hodowanych w obecno.

pomi idzy migracjN kom-rek CAFsPK i kom-r e
r-Unic. W celu oceny =zdolnoSci i nwazyjnyc
zarastania rysy w warunkach 3D, w kt-rych
war st wami matri Uel u. Stopie® zaroSninfncia
CAFsINS hodowanyclw obecnoSci inwazyjnych kom-rek
Hs294T) W por-wnaniu do kom-rek kontrol ny
kom-r kami czerniaka charakteryzuj Ncymi Si
(Rysunek20B) przy czym jedynie r-Unica pomiifdz
kom-rkami A375 i kontrol N byga istotna st

i stotnych zmian w i nwaSzxjiie kzoam-arsetka nG AaF sr Bk yw
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A Zarastanie rysy 2D

= = 200;
100
z 7
@ s
g &
= 60 S 100;
e 2
g 40 I
Nl 504
] 9
2 20 3
0 2
n o w0
B Zarastanie rysy 3D
= 150 = 200
> >
[ 2]
E 5150
‘c 100 ‘S
2 2
@ S 100
2 2
N 50 8
|5 § %
o Q.
Q o
-t -t
» o ” o
C Inwazja przez inserty typu Transwell
— 300 — 400
2 *% =
= L.z =
§ § 300
£ 200 £
- £
z ‘T 200
= =
> >
N 100 N
% S 100
o Q
7] 7]
= =
0 0
[ Kontrola

[ CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzacymi z guzéw pierwotnych
Il CAFs aktywowane komorkami czerniaka pochodzacymi z przerzutow

Rysunek20Anal i za zdol noSci do migracij. i i nwazji ko
poUywek kondycjonowanych ( PK) pochodzNcych znad
czerniaka obecnymi na insertach typu Transwell INSont r ol A ( K) stanowi gy
hodowanew mi eszaninie poUywek FBM: DMEM (w stosunku
kokulturze. W celu zbadania migracji i inwazji wykonano testy zarastania rysy 2D (A) oraz 3D (B).

Na wykresach przedstawiono stopie@ zkontoliSni nci a r
Przeprowadzono takUe test i nwazji kom-rek przez
kontrolnych, kt-re przemigrowagy przyjnto jako
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inwazji. Wszystkie eksperymenty wykonano w przynajmniej fpzectvt - r zeni ach bi ol o
kt-rych kaUde skgadago sin z trzech powt- -rzeE&
.N. SD. Gwi azdkami oznaczono istotne statystycz
kom-rkami CAFs. PotzyomamejstwdtnalSacrno snatpy. O. 0. 05

Nastnpnie przepr owa d zpzezoinsdrte typu Tranewelg z j i k
wkt-rym to kom-r ki i nwankwdghdnoapaktantuzobeonagpor i Ue
wpoUywce hodowl anej . Wy knroyStca  zi mawcazzN/Ggyn y wh r
CAFsPK i CAFsI NS w por - wnanRysuned26C). Waelu r ol ny
potwierdzeni a, Ue zaobepr waowainnewaznii a nkyo mw r
wyni kajN z ich zwifikszonego tempa podziag-

wykazaga r-Unic pomiawizd§ kwymmir kfaystnekeLrAIFas s ti a 1

g2s 825
c c
2 20 2
c 2 g 20
3 3
1.5 @15
5 &
2 £
H 1.0 H 1.0
[&] (&)
<05 05
E 0.0 E 0.0
A
AR &
N> ¥ ¥
& <
PK

[ Kontrola

[ CAFs aktywowane komérkami czerniaka pochodzacymi z guzow pierwotnych
Il CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzgcymi z przerzutow

Rysunek21Pr ol i f eracj a.Pkoimi feka€pARsoceniono z ulyc
CAFs wuzyskano z prawidgowych fibroblast- -w popr
znad hodowl i kom-rek czerniaka |l ub poprzez ko
insertach typu Transwel | (I NS) . Kontroln stan
FBM: DMEM (1:1). Wy ni ki przedstawi onowtw rfze@E&@ni e
bi ologicznych N SD.

413 Wpgyw kom-rek czerniaka na ak®ARwnoSi pr.
Enzymy proteolitycznevy d zi el ane pr z emo ckeosmu- rikniwanz jtir at

elementy maierzy pozakounc 7z kodtwreijczNeow WwWoremowapbe- Bci

kt -ra moUe byl wykor zysrtoawnea dpor zneizg rkaocnm-ir kw gn
wzglndu na fakt, Ue zaobserwowano r-Unice
prawi dgowy mi fibrobl ast ami [ kom-r kami CAF
aktywnd&®woilipyecznej tych kom-rek. W tym ce
Uel atyny znakowane,j znaczni kiem FITC. W me
fluoroforem Uel atynn, co prowadzi do poj a
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fluorescencji. Wykryto z mi any we wzor ze -ForTot epbimz yidzGel
prawi dgowymi kfoimb rr & almRysubek®RA). Wykazam ponadtoU e

kom-r ki CAFs -RirTaGviw wiefl kastzyynmi st o p Riysunekni U k om-
22B).
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[ CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzgcymi z guzéw pierwotnych
Il CAFs aktywowane komérkami czerniaka pochodzacymi z przerzutow

Rysunek22 Wp gy w  k ozne-rrneika ka na wgaSci woSciKomrokeol ity
CAFs r-Unicowano z prawidgowych fibroblast- -w poj

( PK) znad hodowl i kom-rek czerniaka |l ub z kom-r
Transwell (INS). bntrol i stanowi N kom-r ki hodowane w mie
(1:1). ( A) Re proebzsezna ra-tw kvimmda wigd miCah s wys-i anych n
FITC (kanhskgla-265 eODo(nB)) Analiza il oSciowa powierzch
wz gl mpdoevm er zc hrGiwi kn@md-kraevk . oznaczono istotne staty
kom:-r kami kontrol nymi a kom-r kami CAFs |l ub pom

Poziom istotnoSci statystycznej ustaOo®doOG@lp O
(***%). nCBO.

Zaobserwowanie zmianFIwCdewr kdmcjkache!| @A
por-wnaniu do kontroli skgonigo nas do dal sz
w badanych kom-rkach. Przeprowadzono zymogr
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pohodowl anych zebranycw komatdr ohlondyocwhl i i f k dm-
Wmet odzie tej w miejscu trawienia Uel atyny

proteazy widoczny jesasnyp r NUek na ci emnym ztilcem akytkyrwrn oS

proteazy MIP2wp o Uy wkach zebranych znad hodowl i k
kom-rek kontrolnych z wyjNtkiem kom-rek CA
oraz CAFsINS hodowanych w becno Sci kom- reokndABd@®andadont
kom-r ki czer nipmé&zat wow hwidizlNsz2ym st opniu i ndi

proteazy MMP2 w kom-rkach CAFs w por:-wnanit
z guz - -w piRysuneb23A) y c hDo(dat kowo przeprowadzon
proteazy MMP 1 4, kt -ry uj awni g, Ue fibrob
kondycjonowanych zebranych znad hodowlio - r e k czerni aka p o
zprzerzut-w chaylaskztNer gk tuy Wn os9aip 8lw -t vergaon i eun zdy
kontroli (Rysunek 23B) , przy c zym istotnd statystgcznié fedynjee s t

wprzypadku kom:-r ek CB &6 nohSocdid wekkoymzm a v WM
Wprzypadku kom-rek CAFsINS takUe wykryto t

istotne statystycznie.
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[ Kontrola

[ CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzacymi z guzow pierwotnych
Il CAFs aktywowane komorkami czerniaka pochodzgcymi z przerzutow

Rysunek23Akt~ywnoSI' met al opr ot ei naz (AjnReprezentagywne w ko m- |
zdj nci a Weylnaotgyrnaofw eij przeprowadzonej z uUyciem pol

i kontrolnych fibroblast-w oraz wykresy przedst s
bi ol ogicznych . N. SD. ( B) Test fluorymetryczny
przewm owadzono na |izatach kom-rek CAFs i kontrol
Sredni N aktywnoSi MMP14 z trzech niezaleUnych
eksperymentachokm- r Kk i CAFs r-Unicowano z prawidgowych f
powWkN kondycjonowanN (PK) znad hodowl i kom-r ek
obecnymi na insertach typu Transwell (1 NS) . Kont
poUywek FBM: DOMWMEM z@dkaim). oznaczono i st otyne staty
kom:- r kami kontrol nymi a kom-r kami CAFs | ub pomin
i stotnoSci statystycznej ustalono na p. O.0.05 (*
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W celu wyjaSnienia mechanizmu | eUNcego
proteaz MMPs w kom-rkach CAFs dokonano ana
aktywacj N m. in. st anow[R0cAnalita Wedteenrbletingy s z |
lizat w wykazaga wyUszy pozi oRysunahivo kypmac kiachki
CAFs w por - -wnaniu do prawidgowych fibrobl e

r-Unice te bygy istotne statystycznie.
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[ Kontrola

[ CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzacymi z guzéw pierwotnych
Il CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzgcymi z przerzutéw

Rysunek24Pozi om aktywac]j.i bReprézentatywne wysikz dnalizy Weshdrk P K .
blotingz uUyci em | i z apERKWERK@NPpr3BowypsB (B) . Sygnag no
do cagkowite] zawartoSci biagka oszacowanej na

Ponceau S. Wykresy przedstawiaj N Sregdami N. 8Dtr ze
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Kom- r ki CAFs r-Unicowano z prawi dgowych fibr

kondycjonowanN (PK) znad hodowl i kom-rek czern
insertach typu Transwel | (I NS) . K dawane avl n st a
mieszaninie poUywedwi BRBEMkBRMEM oghatyrono istotne
pomi ndzy kom-r kami kontrol nymi a kom-r kami CA

CAFs. Poziom istotnoSci statyst)yciznpgjO.uls.t0ad 0oln o
Rycina zmodyfikowana na podstaj#e1].

Kolejnym badanymba ki em bygo CD44 (-ktassbgonoeiy
receptor kwasu hialuronowego, kt-rego f unk
MMP s . Cincie proteolityczneifhedw:- bhagkgos!l
zewn-Nwewn Nt r zk ozm-krtk-orwecjh, t a ostatnia w nowo
do czynnika transkrypcyjnego RUNX2 (ang. rune | at ed transcri ption
jako czynnik ket r anskrypcyjny, pobudzaj Ncy ekspres|
pr zer zulMMP® [208,204] Z tego wzglndu przeprowad

bl otting poziomu biagek CD44 i RUNX2 w pr -b
poziom obu badanyct zy nni k- w w CAFs w por:-wnaniu do
(Rysunek25 , jednakUe r-Unice te bygy istotne

ni ektkorny-crhnek CAFsPK.
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1 Kontrola

I CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzacymi z guzdw pierwotnych
Il CAFs aktywowane komorkami czerniaka pochodzgcymi z przerzutéw

Rysunek25 Pozi om bi agek zwi Nzanyc hRemezeptatywmewlyniki N pr o't
analizy Western blottingRWNXu2Uy(cA)e norlaizz apto-Ony wkkoi m-pr
-Cb44 (B) zebr amCAlFsznaSd gham- rneokk mal i zowano w st
zawartoSci biagka oszacowanej na podstawi e bar
Wykresy przedstawiajN Sredni N z trzecxn: rrkiiezal el
CAFs r-Unprcawiah®owych fibroblast-w poprzez inkul
( PK) znad hodowl i kom-rek czerniaka |l ub z kom-r
Transwel | (I NS) . Konthbrwlbin ast gndhwiddywapeawi dfoevwe a
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FBM:DMEM (1:1). Gwi az d k a mi oznaczono istotne statysty
kontrol nymi a kom-r kami CAFs lTub pomindzy r - Un
statystycznej ustalono na p. O. 0.05 ([R01. p. O. O.

414 Charakterystyka <sCAkretomu kom-r ek

W niniejszejpracys k upi onceckeaéhnkom-rek CAFs zwi Nz
czerni aka, w tym r-wnie0 na angiogenezi
towarzyszNcemu czfisto procesowi nowot wor ze
obecne w niszy nowotwor owej n&kdodzae intedakeji N s i |
bezpoSrednich, al e[27], wokpoanhb @pamdkrzzynmype
czynni k-w angiogennych wydzielanych do poUO)
akt ywowane kom-rkami ¢z ewchliniekwadeoichwa z Wjc 1y enj
wyizolowanej z guza pierwotnego czerniaka (WM1341D) oraz linii rdaka
metastatycznego (WM9). Narysunku pr zedst awi ono bi agka, kKt -
pomzgpdkontrol N a kprzgpadkih ayokin, @AdR®zynajriie;
szeSciu z nich: czynnika stymuluj Ncego t wg
(GM-CSF) liganda 2 chemokiny omotywie C-C (CCL2), IL6, IL8, ICAM
(wewnNtrzkom-r kowe | 1)cligaNdatclemakikyi 1Q¢6CHI)) gesty | n e j

indukowany wk om- r kach CAFs traktowanych kom-rka

przerzutu (WM9), podczas gdy w kom-rkach C.
wyi zol owany mi Zz guza pierwotnego Rysunek wyKkr
26A,C) . Co wincej, poUywka kondycjpowadznddn a z n
redukcji wydzielania winkszoSci czynnik-w ¢
wykryto ewih&Sebn Z kolei poziom pozostagy

traktowanych kom:-r kami WM1341D begzgnikat agy |
wzrostu Sr-dbJoWNWEGAnaczyni owego A

79



82:16435

A Cytokiny B Czynniki angiogenne
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C Cytokiny D Czynniki angiogenne
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Rysunek26 Anal i za sekretormudekomfréehciCAFsytokin (A,
angiogennych (B, D) w poUywkach pohodowlanych ze

podstawie otrzymanego sygnagu ( A, B) wy konano
przedstawiono w formie graficznej, preyz y m kol orem ci emnoczerwonym O:
poziom biagka. Sygnadg dl a poszczeg- -l nych bi agc¢e
zdefini owane] przez producenta zestawuC, Skr - -ty:

| CAM1, wewnNt r z kkarmadhezijraw alL6ciatedasukina 6z CXCL1, ligand 1

chemokiny o motywie-&-C; TIMP-1, tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1; IGFEP, bi agko

wi NONce insulinopodob rlytronsbespamdynakl; uRA, rumkinazowy 2 ; TSP
aktywator plazminogenu, VEGFA czynni k wzrostu Sr-dbgonka naczy

Jednym z i st otmodyfikiiNgchy mriikk-osr odowi sko n
iwpgywaj Ncym na progresjn choroby jest pozak:¢
przez wydziel ani e ml e c z anu.iomZtega reegabolituwz gl n du
uwal ni anego przez fibroblasty pod wpgywem

ml eczanu w poUywkach pohodowlanych zebranych

jego zwi fkszonNakekwewd iy cw kom-r kami czernia
por wnaniu do kom-rek kontrolnych. Dodat kowo
wykaz a n o, Ue fibrobdmstlyanmiodosweammi azka o bar d.

-

fenotypie (A375, WM9, Hs294T) wydzielaj N wihn
obecnoSci miyicdj kaagr e ® WRysinbk278)4 o Biekawe, zmiany
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w metabolizmie kom-rek CAFs, skut kuj Nce z
kom-rki, wpnowgBabegei obni Uony ml@uyzcaveolind,Batk a we o | i
[205,206] Analiza Western bl otting wykazaga :
kom-rkach CAFs w por - -wnaniu z kontrol nymi
pomi ndzy wyni kami dotyczNcymi kom-rekk CAF

czerniaka okazagy RyguneRiBst ot ne statystyczni
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[ CAFs aktywowane komdrkami czerniaka pochodzacymi z guzéw pierwotnych
Il CAFs aktywowane komarkami czerniaka pochodzgcymi z przerzutow

Rysunek27 Wp gyw kom-rek czerniaka na wydzttldB)wni e ml
kom- rkachFi®@APDI asty akt ywowano poprzez i ch
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kondycjonowanej znad kom-rek czerniaka (PK) 1lub
typu Transwell (INS) przez 7 dnKontrol A stanowi gy prawidgowe f |
mi eszaninie poUywek FBM: DMEM (1:1). Poziom wydz
met odN chemiluminescencyjnNL(#&dal ppodwaars metyoph z
blotting, na rycinie przedstawiono reprezentatywne wyniki analizy (B) oraz wykresy

odzwierciedlajNce Sredni N z przynaGwardkaeij tr zech
oznaczono istotne statystycznie r - thndAEsdubpomi ndz)
pomi Adzy r-Unymi typami kom-rek CAFs. Poziom i st
p. O. 0. 021 (**) i p. O. 0. 0001 ( *[20%]* ) . Rycina zmodyf

Podsumowuj Nc, zastosowani ea malwv-ichi ajf NOpygh

i nterakc) efibrgbd mis i @& my zwi Nzany ma kkomn o Watmivo r €
czerniakau mo Ulu awisak ani e szerszego obrazu zmian | a
CAFs.Ponadto wpgyw kom-rek czerniaka na fibro
pochodzenirmwokwvorawychie Ki c h agr ecszyiwdncoi S cpir.e zZvé nt owa
eksperyment w kom- r Ki czer nNaka pzpeocowoodizy ¢ h guz-
nowot wor owy c ha kvopni yGRESGW mniejszym stopniuni U kom- r ki
wyi zol owane z przernuekw: rPobdapkewpadkach mr
kom- r ki Whit 84vdDzi gy oddopowd ®higzejfi brobl ast - - w
agresywnel i ni e kom- r k owe WNY; ldsRorT). Zdolasenyovand & k U e
wyUszN aktywnoSi pr atjed! iztwi dlkmy wio bS@z iNo mIMPis
a takUe podwy dsnigoagjiNinwaziklomo $d8Fsw por - wnani u z
prawi d gioroblastami, co moUe stymul owgDl]. Wynigigr esj i c
te zostagy p odhsi schematlanaysunku 2§ o
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mleczan f& _

Inwazja TGFB %
komérek

. Nodal
czerniaka

workl czerniaka j Fibroblasty

Ruchliwo$é
fibroblastéw

cc24 § excurt angiogenin

GM-csF4 Q) icam14
IGFBP-2 ¥

ILGf ILS* Angiogeneza
Proteoliza 4
Migracja 4 Stan zapalny
Legenda:
4 wzrost v spadek & migracja kolektywna
Rysunek28 Rel acj a pomindzy kom-r kami S&AFst yi Mo, 1
met al oproteaza maci er zy,; pERK, fosforyl owana

pozakom-r kowym; CD 4a%44; RUNX2 any. euntelated tthnscriptionfactor

2; CCL2,ligand 2 chemokiny o motywie-€ CXCL1,ligand chemokiny ;1GM-CSF, czynnik

stymul uj Ncy t worzeni e k ol p ICANII, vvgerv\mri\lulrozd<yotmwko
czNst eczk a lLadeneaking VEG&EA,clzynni k wzrostu Sr:dbgonk
PIGF,o Uy s k owy c;AGFBM2, ki amgkroo swiuNUNce insuli;nopodol
DPPIV, dipeptydylopeptydaza ]V T GFb, transf or muj Ncd kaweolina ni k w:z
1:CAFsf i brobl asty zwi Ryzirmzneodyfikowaocawma godsta\i@ed]m .
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42 Wpogw kom-rek czerniaka na fCAKskcj e bi
Kol ejnym badanym el ementlkan bniky o8eoadaodowins

z wi Nz sowaworem (ang. cancassociated keratinocytes, CAKE07]. W celu

weryfi kacij.i wpgywu kom-rek czerrponaii@a na t N

wykorzystano cztery r-Une linie kom-rkowe ¢

stopniem inwazji (WM1341D, A375, WM9, Hs294T). Eksperymenty przeprowadzono z

uUyciem dw-ch system-w analogicznych do tyc

prowadonych na fibroblastach. Keratynocyty hodc
kondycjonowanych zebranych znad hodowl i ko
czerniaka obecnymi na insertach typu Transwe

kom-r ki CAGAKIINS. or az

PoczNt kowo eksperymenty dotyczNce keratyn
kom-rkach pierwotnych HEKa oraz unieSmiertel

nieco |l epiej odzwiericvivedl aj Ndwvaacoan&j Npsainidj N
liczoN podzi ag- w, a i ch hodowl a nastrncza Wi
unieSmiertelnionych kom-rek HaCaT. Ponadto p
pacjent-w cechuje duUa heterogennoSi i mogN
wstinpnychnekwpprgwadzonych na | iniach HEKa i
zbieddne (nie zami elsizoarzMoopod Duwagfoznaczne tr
kom-r ek pierwotnych, kt-re uni emoUl i wi agy
postanowiono dalsze eksperymentywyk@ i z wykor zystaniem jedyni

421 Il dentyfi kacja kom-rek CAKs

Zgodni e z danymi l iteratur owy mi pod wpgyyv
produkuj N mniej cytokeratyny 10 (CK10) i wir
sin za marker dojrzagych keratynocyt - w, pod
intensywniepr ol i f er uBiNocryNech p o d uwagn ten fakt, z

keratynocyt -w do kom-rek CAKKwgeoafymozyach anal i z
hodowanychzk o m- r kzarmaka. Zaobserwowano zredukowgmyziom CK10 w

CAKs, z wJ@AKsPK hadowavy ch w obecnoSci poUywek z
kom-rek A375 i Hs294T, jednakUe r-Unice te n
duUe odchyl enRysunel®\h Nid wykrgtoonatemiaét zmian w poziomie

CK14 Rysunek29B).
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reprezentatywne bloty. Keratynocyty hodowano w
inserty typu Transwell (INS) lubzdoyy wk N kondycj onowanN (PK) z kom-r
stanowi gy prawi dgowe keratynocyty hodowane w

keratynocyt - w i kom-rek czerniaka (w stosunku 1:
bi agka okr esStl awmieg mar wi echi a me mbr an odczynni ki
przynaj mni ej trzech powt-rze@ biologicznych . KN.
Gwi azdkami oznaczoho i stotne statystycznie r - C

kom-r kami CiAKtsot Po@@c¢iomst atystycznej ustalono na
na podstawig207].

W warunkach fizjologicznych Kkeratynocyty

gg- wni e poprzez bezpoSrednie i mktaedrhaekrcyjneN, o p
zapobiegaj Nb wchenrape$or macj i do kom-rek r
procesu nowotworzenia kom-rki czlkaohakwanir ac

na rzecz zwifnkkaohejympy ondd &vwgvlimgiNKdidheryhyc j 1 E
woddzi agpwmhndezeywna&aeytami i mel anocytami, a p
nowot woru, dokonano oceny poziomu tego biagk
pozomEk adheryny w kom:- r k@PKh z@AK=anty ma k tzovaan ykc
WM9 i Hs294T oraz hodowami w kokulturzep o Sr e d n ikejnkami czerpiaka.

Jednak jedynie r-Unica pomindzy CAKs hodowan

keratynocyt ami by Rysunek®9€)ot na st atystycznie (

422 Anal i z awydeielangcegkr zez kom- r ki CAKs pod wpgy
czerniaka
Doniesienia literaturowe ws k az uj N, Ue kweprjaytwieorme y € k pod
czerniaka ulegaj N pewn[@dh zWni mawmioNz kfuunZk cfi pyma |
opisane wrozdziale 3.5.4.5 zestawy Human Cytokine i HumaRroteaes Array
postanowionor alpmgai N jakd w mikroSrodowi sku
Rozpoczanhal iozdy pwpygwhi kK 0 n c yrepjezemabywreejn li@ij z
k o m- rczeikiaka Hs294T na wydzielanie cytokin przez keratynocyty, wykryto
podwy Us zam yL18,pamtagonisty receptora interleukiny 1 (IL1ra), czynnika
hamuj Ncego migracjn makrofag-w (MIF) i serpi
do kontroli Rysunek30).
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A Y Legenda:
o 2 |1:| F?E:;rola pozytywna
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P 2
T |iaiter G4l
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X a8 LI
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PK Hs294T-

T T
IL18 IL1ra MIF Serpina E1

Rysunek30Wp gyw kom-rek czerniaka na wydzielanie <c
komercyjnego zestawkK er at ynocyty hodowano z poUywkN kond
hodowl i kom-rek (Hs)29d¢gfTanokwnjtyropmawi dgowe ker e
mi eszaninie poUywek odpowi ednich dla keratynoc
identyfikacji wydzielanych cytokin wykorambp o Uy wk i pohodowl ane zebr a
CAKs. Na podstawie otrzam ego sygnagu ( A) przeprowadzono

znormalizowano do kontroli pozytywnej i przeds
Swiadczy o wyUszej i ntensywnoSci sygnagu. Skr
receg ora interleukiny 1; MIF, cRygimmzmokyfikoveenang Ncy m
podstawig207].

Ponadt o dokonano analizy proteaz wy d z
traktowarychr epr ezent atywnN | ini N kom-rek czerni

Zzest awu, stisdwanie®pjsano wvaozdziak545 Wy kryto obecnoSi
r-Unych bi agek uwal ni anych do przestrzen
keratynocyty AKS @wundkdIm.. r WM p€zypadku kom:-re
zidentyfi kowano Zzwi nkszony poziom biagka
met al oproteazy 8 (ADAM 8), ADAMI9, bi agka
(ADAMTSL1), kalikreiny 5, katepsyny V, MMP2, MMP3, MMP9, MMP10 oraz MMP12

W por - wnamilmydcd kKemrtart ynaeayt -wn.o Hodma tr kka wa AK
i CAKsI NS wydzielagy wincej kali kreiny 6 o
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% 5 10{ 8 [ssss 8 o n 5 1d e e R - T 1
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K PK- Legenda:
10 [ kontrola pozytywna
PK A375+ 1-ADAMS 7 - MMP1
2- ADAM9 8- MMP2
KINS+ 0.5 3 - ADAMTS1 9 - MMP3
4 - Kallikreina 5 10 - MMP9
ety 5 - Kallikreina 6 11 - MMP10
> N N S 6 - KatepsynaV 12 - MMP12a
é’s v"‘yo\*“@ **"f@&b & FEEE *“QQ & :
v @ ¢
Rysunek31Wpgyw kom-rek <czerniaka na profil. wydziel
Wydzielane przez kom:- r ki CAKs proteazy zidenty:
wykorzystuj Nc poUywki zebrane znad keratynocyt -\
wd anych na inserty typu Transwel |l (1 NS) |l ub z
hodowl i kom:-r ek czerniaka. N a podst awi e otrzyr
il oSci owN. Wy ni ki znor mali zowano do kwanejtr ol po
przyj muj Nc, Ue ciemniejsza czerwieE& Swiadczy o

dezintegryna i metaloproteazaADAMTS1, dezintegryna i metaloproteaza motywem
trombospondyny;IMMP, metaloproteaza macierzy. Rycina zmodyfikowana na poidgz07].

423 Ocena aktywnoSci pr@AKe ol itycznej kom-r ek

MnogoSi i r-UnorodnoSdprwy caize |dkaoramzcrhe fxgjry ave z
czerniaka na ich poziom skgoni ggrmdgyndbac yanam
Wcelu oceny wpgywu komoBSék pcponeeni akgcnaN akeé
przeprowadzono test degradacij i Uel atyny S
Zaobserwowandstotniez wi fkszone tr-RwT@nive kOel akpohp CAFK
hodowanych w obecnoSci PK zebranychh znad k
CAKs | NS pochodz Ncwysho ze kiorkwd 2z wjrryymi kom- r kami
WM9, HS2¢ T) w p or - wn a Rysunek3Po Otrkymane rezidtyi podfane

zostagy jednak jedynie analizie jakoSciowe,]
kom-rek CAKs uniemoUliwig przeprowadzenie an
88



91:11396

Zelatyna-FITC F-aktyna natozenie Zelatyna-FITC F-aktyna natozenie

WM1341D
WM1341D

A375
A375

<
: 3

=
-
Q =
Rysunek32Wp gy w kom- r ek c zoeSrin iparkoat enoal i@AscAzviny winmns-ir e |
proteolitycznN kom-rek CAKs okreSlono w teSci e
reprezentatywne zdjncia kom-rek. Keratynocyty
wysianych na inserty typu TramoesweerdN ((RK)S)z dhburbe
hodowl i kom-rek czerniaka, p oy c u Yfiyorescdnsymie wo wa n ¢

wy z n ak owa n 8kpla- 10éxh, aCBOyRygna zmodyfikowana na podstayi2@7].

W kol ejnym etapie pracy uUywa| Nfikacjz y mogr
Uel atynaz odpowiedzialnych -EBTCwwikoaznom X a
CAKs. Zaobserwowano wyUszy poziom MMP9 w
poUywkN kondycjonowanN zebrkam rzknaacdh KCoAK srle
hodowanychw becny$Sccewi nwazyjnych kom-rek czern
w por - wnani uRysdnek33oWpralpadku kom-rek CAKsI
st at y suryskanp jedyniev przysmd k u ker at ynocykom- rhioadmiwa

A375 w por-wnaniu do kontroli. zCoN wiriicteg az
MMP2 w poUywkach pohodowlanych zebranych zr
biagka nie r-Uni g sin w spos-b istotny pc
kom-rkami CAKs. Celem potwierdzenia zwinks:

keratynocytach dokonano analizy Western blottimgp Uy we k pohodowl anych
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znad kom-rek CAKs. Anal ogicznie do danych pt¢
kom-rkach CAKsPK hodowanych z PK zebranN zna
CAKsI NS pochokueINcycyw =z kom-rkami A375, WM9

zwi nkszony poziom pozakom-rkowe]j proteazy M|
keratynocyt -w (ponowni e i stotnoSi statycznl
kom-r kami CAKs hodowanymiol 2Ryskn¢k33B). \Wyaiki i A375

analizy Western blotting sN sp-jne z tymi ot
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[T CAKs aktywowane komdrkami czerniaka

Rysunek331 dent yfi kacja Uel aty W
Zymografia Uel atynowa wykonana z uUyciem
Western blotting poziomu proteazy MMP9 w

(B).

Keratynocyty hodowano

naz

w

obecnych

0 b e ¢ nypSTeanswédl o
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(1 NS) lub z poUywkN kondycjonowanN (PK) znad

prawi dgowe keratynocyty hodowane w mieszaninie
oraz keratynocyt- -w (w st osunKk ingwynikinprmalizdwgno zy padk u
do S

cagkowitej zawartoSci biagka okreSlonej na
PonccauS§r edni a z przynajmniej trzech powt-rze@ bio
formie wykres:- w. Gwi aztijkamycoreinecrzolni dest pbmenc
kontrol nymi a kom-r kami CAKs l ub paomsunkd zy r - Un
przedstawiono reprezentatywne zdjncia zymografi
wi zualizacj. wyni k- w mnwmadgjRdaziacn diws tr ctommoS cio | otr a
ustalono na p. O. 0.05 (*), p. O. 0[20@]1 ( * * ) . Rycina

Bi or Nc pod uwagn fakt, Ue nie wszystkie |
przestrzeni pozakom-r kowej, doky NMMRL4S. oceny
Zaobserwowano wyUszy pozi om aktywnoSci MM

traktowanych poUywkNRysumekB4 , k @m-Sr epko zH &2 4Tk t (y w
proteazy w kom-rkach CAFsI NS pozostag niezmi

x*k
KKk k

51 — 1.5
<t = ok < =
B54 52
=c = c
=20 . =g 10
N3} ©Q
w E w E
[« ) [T}
S T 24 €T
2 o 2205
ol 29
Xx N 14 k" E
< s <

0 0.0
[ |Kontrola

[T1CAKs aktywowane komdrkami czerniaka

RysunekB34Anal i za poziomu bgonowej pr ot KeawyocyWyMP 14 w |
hodowano w obecnoSci kom-rek czerniakaz wysianyc
poUywkN kondycjonowanN (PK) znad kom-rek <czer
keratynocyty hodowane w mieszaninie poUywek od
keratynocyt- -w (w stosunku 1:1). §rednN.aSx przyn
zostaga przedstawiona w formie wykres:- - w. Gwi azd
pomi ndzy kom-r kami kontrol nymi a kom-r kami CAKs
CAKs. Poziom istotnoSci statys¢y)cznej ustal ono n

Ze wzglndu na to, Ue proces proteolizy
proteaz, ale takUe obecnoSi ich inhibitor- w
(TIMPs), dokonano analizy z uUyciem metody PCR
ekspresji gen-w kodujNcych inhibitory TI MPs
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obni Uony pozi onfMRkTEMPR eazTIMP3gwe k om- r kach CAKSs
(Rysunek 35) w por-wnaniu do keratynocyt -w koni

~
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[_IKontrola

] CAKs aktywowane komérkami czerniaka

Rysunek35Wp gyw kom-rek czerniaka n tkankokesimhibiterg j n gen
metaloproteaz (TIMPsy k o m- r k a ©bkon&héd Knalizy PCR w czasie rzeczywistym
ekspresiji gen-w TI MP1, TI MP2 oraz TIMP3 w kera
czerniaka w si anych na inserty typu Transwel | cron
kondycjonowane|] ( PK) znad kom-rek <czerniaka.
mi eszaninie poUywek odpowiednich dla kom-rek c
Wyniki or mal i zowano wzglndem genu referencyjnego
ch

powt -rze@® biologiczny «. N. SD zostagdga przedst a
istotne statystycznie r-Unice pomi ndzy kom-rKk
i stotnoSci statystycznej ustal ono n p. O. 0. 05
Rycina zmodyfikowana na podsta#e7].
424 Wpgyw kom-rek czerniaka na zdolnoSci m
CAKs
Akt ywnoSiI proteol i tyczn aychjwemsotesigimvdzpy m z
wzwi Nzku z czym kolejnym krokiem byga anal
kom-rek CAKs. Te pierwsze okreSlono z uUyc
te drugie z wykorzystaniem testu inwazji przez inserttypudnare | | . Wy kr yt o z wi
poziom migracj.i kom-rek CAFsI| NS. Ni e zaob:

kom-rek ECWKsRKkiem keratynocyt-w traktowar
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kom-rek czerniaka WM1341D, w przyRysukk u Kkt - ry

36A) . Test i nwazji ni e wy krydg nat omi ast i st
kom-r kami badanymi [ kontrol N.
A Migracja
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[IKontrola
[TICAKs aktywowane komdrkami czerniaka

Rysunek36 Wpgyw kom-rek czerniaka na migracjn (A)
Keratynocyty hodowano w obecnoSci kom-rek czerni
lub z poUywkN kondycjonowanN (PK) z komerek czer
w mieszaninie poUywek odpowiednich dla kom-rek c
[

Srednia z przynaj mni ej trzech powt-rze@& biolog
wy kres - w. Gwi azdkami oznaczony kemotkambstROWSEL gk
a kom-r kami CAKs. Poziom istotnoSci statystyczne

Aby potwi ewdzikiszonkygmi QeniejjestzwNz ana z
szybkoSci N podziag-w, przeprewadXoryd ot dJsaitd ny 1
istotnych zmianRysunek37).
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Rysunek 37 Pr ol i feracj a Kkeomat yerkoc§Aks.hodopwathyowk w ol

kondycjonowanej (PK) znad kom-rek czerniaka 1| u
typu Transwell (I NS). Kontroli stanowi gy kom-r
dl a kom-rek czerniaka or az fkeerraactjynn oocsyzta cwo wawn os tt
Srednia z przynaj mni ej trzech powt-rze® biolo

wy kres - w.
425 Il dentyfikacja czynnik-w pr zyakztyminaojSNdy
proteolitycznej kom-rek CAKs
W celu poznania przyczyn zaem poziomui akt ypwoteazrSvk o m- r kac h
CAKs, zweryfikowancstatusa k't y wa c j i szl ak-w MAPK i Pl 3K/
Western blotting Zaobserwowao z wi ifkszonN fosforylacjn kin
k o m- r ®AKSPK, jak i CAKSINS, jednak - U naib ¢ @tatna statystycznie tylko w
przypadkuk o m- €AKEINSpochodz Ncych 2z Kk oARI6IRysumey z ko
38A). Nie zaobserwowand st ot nyewh fosOor gl acj i kinazy A
CAKs (Rysunek38B).
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