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Streszczenie 

Czerniak jest jednym z najbardziej zğoŜliwych typ·w nowotwor·w sk·ry, 

odznaczajŃcym siň wysokim stopniem inwazji i tworzenia przerzut·w. Wsp·ğczeŜnie 

w leczeniu tego nowotworu stosuje siň gğ·wnie immunoterapie oraz terapie celowane, 

ukierunkowane na zahamowanie aktywnoŜci biağek stanowiŃcych elementy szlak·w 

sygnalnych, kt·rych hiperaktywacja w czerniaku skutkuje zwiňkszonŃ proliferacjŃ 

kom·rek, migracjŃ, inwazjŃ oraz inhibicjŃ apoptozy. Mimo, iŨ w uŨyciu jest coraz wiňcej 

zaawansowanych form terapii, nadal istotnym problemem, ograniczajŃcym ich 

efektywnoŜĺ, pozostaje zjawisko lekoopornoŜci objawiajŃce siň brakiem odpowiedzi na 

leczenie, kt·re obserwujemy u wiňkszoŜci pacjent·w. Jednym z czynnik·w wpğywajŃcych 

na wyksztağcenie lekoopornoŜci u pacjent·w cierpiŃcych na czerniaka jest 

mikroŜrodowisko nowotworu. Nisza nowotworowa skğada siň nie tylko z kom·rek 

zğoŜliwych, ale teŨ kom·rek towarzyszŃcych, kt·re pod wpğywem czerniaka z 

prawidğowych zmieniajŃ siň w zwiŃzane z nowotworem, sprzyjajŃc jego progresji. WŜr·d 

kom·rek tworzŃcych mikroŜrodowisko czerniaka moŨna wyr·Ũniĺ m. in. fibroblasty, 

adipocyty, keratynocyty. Kom·rki te w poczŃtkowych fazach hamujŃ rozw·j nowotworu, 

jednak ulegajŃ one szeregowi zmian zachodzŃcych w odpowiedzi na sygnağy wysyğane 

przez kom·rki nowotworowe, kt·re prowadzŃ do modyfikacji ich fenotypu na wspierajŃcy 

nowotworzenie. 

BiorŃc pod uwagň jak istotny wpğyw na progresjň nowotworu, a takŨe rozw·j 

lekoopornoŜci u pacjent·w na otoczenie czerniaka, postanowiono zbadaĺ interakcje 

pomiňdzy kom·rkami nowotworowymi i towarzyszŃcymi. W tym celu dokonano 

charakterystyki modyfikacji zachodzŃcych w kom·rkach zwiŃzanych z nowotworem pod 

wpğywem kom·rek czerniaka, oraz zmian w biologii kom·rek nowotworowych 

hodowanych w obecnoŜci kom·rek zwiŃzanych z nowotworem. Do badaŒ wybrano dwa 

modele badawcze, jeden z nich stanowiğa hodowla kom·rek prawidğowych z poŨywkŃ 

kondycjonowanŃ zebranŃ znad kom·rek czerniaka, drugi zaŜ opierağ siň na kokulturze 

kom·rek prawidğowych z kom·rkami nowotworowymi z zastosowaniem insert·w typu 

Transwell. Dokonano szeregu analiz, skupiajŃc siň gğ·wnie na badaniu cech wpğywajŃcych 

na progresjň czerniaka, takich jak proteoliza, migracja, inwazja, aktywacja szlak·w 

sygnağowych, proliferacja. 

W ramach projektu pracy doktorskiej zaobserwowano zmiany w aktywnoŜci 

proteolitycznej we wszystkich badanych typach kom·rek mikroŜrodowiska, zachodzŃce 
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pod wpğywem kom·rek nowotworowych. Gğ·wnŃ rolň w tym procesie w obrňbie 

mikroŜrodowiska czerniaka zdajŃ siň odgrywaĺ keratynocyty, kt·rym dotychczas 

przypisywano raczej funkcjň hamowania rozwoju tego nowotworu niŨ wspierania jego 

progresji. Ponadto zar·wno aktywowane fibroblasty jak i keratynocyty charakteryzowağy 

siň zwiňkszonŃ migracjŃ oraz inwazjŃ w por·wnaniu do kom·rek kontrolnych. BiorŃc pod 

uwagň fakt, Ũe kom·rki nowotworowe mogŃ poruszaĺ siň wraz z kom·rkami 

towarzyszŃcymi w skutek tzw. migracji kolektywnej, moŨna przypuszczaĺ, Ũe nasilenie 

tych proces·w w kom·rkach zwiŃzanych z nowotworem prawdopodobnie skutkuje 

indukcjŃ tych funkcji w kom·rkach czerniaka. Dodatkowo, wykazano zmiany w 

morfologii adipocyt·w pod wpğywem kokultury z kom·rkami nowotworowymi. Kom·rki 

tğuszczowe charakteryzujŃce siň zaokrŃglonym fenotypem oraz wysokŃ zawartoŜciŃ 

lipid·w wskutek hodowli z kom·rkami czerniaka stawağy siň wrzecionowate, 

przypominajŃce ksztağtem fibroblasty ze znacznie mniejszŃ iloŜciŃ i powierzchniŃ kropli 

lipidowych. Co wiňcej, kom·rki adipocyty zwiŃzane z nowotworem odznaczağy siň 

zwiňkszonŃ produkcjŃ biağek charakterystycznych dla fibroblast·w. Z kolei w kom·rkach 

czerniaka pod wpğywem fibroblast·w i keratynocyt·w zwiŃzanych z nowotworem 

dochodzi do indukcji przejŜcia epitelialno-mezenchymalnego, przyczyniajŃcego siň do 

powstawania przerzut·w. Natomiast hodowla adipocyt·w z kom·rkami czerniaka 

prowadzi do akumulacji lipid·w w kom·rkach nowotworowych. 

PodsumowujŃc, wykazano, Ũe zar·wno w fibroblastach, adipocytach jak i 

keratynocytach pod wpğywem kom·rek czerniaka dochodzi do istotnych zmian, kt·re 

mogŃ przyczyniaĺ siň do progresji choroby. Ponadto w kom·rkach czerniaka 

hodowanych w obecnoŜci badanych element·w niszy nowotworu dochodziğo do zmian 

metabolicznych, indukcji przejŜcia epitelialno-mezenchymalnego oraz, w przypadku 

kokultury z adipocytami, akumulacji lipid·w. Zrozumienie oddziağywaŒ pomiňdzy 

kom·rkami nowotworowymi a mikroŜrodowiskiem czerniaka moŨe w przyszğoŜci 

stanowiĺ podstawy do opracowania terapii celujŃcej zar·wno w kom·rki 

nowotworowe jak i te sprzyjajŃce progresji choroby. 
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Abstract 

Melanoma is one of the most malignant types of skin cancer, characterized by a high 

rate of invasion and metastasis. Currently, the treatment of this cancer mainly involves 

immunotherapies and targeted therapies, aimed at inhibiting the activity of proteins 

constituting elements of signaling pathways, the hyperactivation 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 

characterized by the lack of response to treatment, which 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 only of malignant cells, but also of accompanying cells that, 

under the influence of melanoma, change from normal cells to cancer-related cells that 

promote progression. Melanoma microenvironment constitutes among others: fibroblasts, 

adipocytes and keratinocytes. These cellular elements at the tumor onset inhibit tumor 

development, however, over time they undergo changes is the response to signals send by 

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

Taking into account the significant impact that the melanoma microenvironment has 

on cancer progression and the development of drug resistance in patients, it was decided to 

investigate the interactions between cancer cells and cancer-associated cells. For this 

purpose, the modifications occurring in cancer-associated cells under the influence of 

melanoma cells and the changes in the biology of cancer cells cultured in the presence of 

cancer-associated cells were characterized. Two research models were selected for the 

study, one of them was the culture of normal cells with conditioned medium collected from 

melanoma cell culture, the other was based on the co-culture of normal cells with cancer 

cells using Transwell inserts. A number of analyzes were performed, mainly focusing on 

the study of features influencing melanoma progression, such as proteolysis, migration, 

invasion, activation of signaling pathways, and proliferation. 

We have established that in all examined melanoma-associated cells occur changes 

in proteolytic activity under influence of cancer cells. The 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 progression. Moreover, both activated fibroblasts and keratinocytes were 

characterized by increased migration and invasion compared to control cells. Taking into 
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account the fact that cancer cells can move together with accompanying cells as a result of 

the so-called collective migration, it can be assumed that the intensification of these 

processes in cancer-associated cells probably results in the induction of these functions in 

melanoma cells. Additionally, changes in the morphology of adipocytes due to co-culture 

with cancer cells were demonstrated. As a result of culture with melanoma cells, fat cells 

from rounded, with a high lipid content, became spindle-shaped, resembling fibroblasts in 

shape with a much smaller number and surface area of lipid drops. Moreover, CAAs cells 

were characterized by increased production of proteins specific for fibroblasts. In turn, in 

melanoma cells, under the influence of CAFs and CAKs, epithelial-mesenchymal transition 

is induced, which may contribute to the formation of metastases. Additionally, 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 cells, which 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 epithelial-mesenchymal transition and, in the case of co-culture 

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. 
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1 Wstňp 

1.1 Czerniak 

Czerniak to nowotw·r zğoŜliwy powstajŃcy z kom·rek barwnikowych ï 

melanocyt·w. Cechuje go najwyŨsza ŜmiertelnoŜĺ w obrňbie nowotwor·w sk·ry. Jednym 

z czynnik·w zwiňkszajŃcych ryzyko wystŃpienia tej choroby jest dğugotrwağa ekspozycja 

na promieniowanie UV. W sk·rze niezmienionej chorobowo, melanocyty oddziağujŃ 

z keratynocytami, co przyczynia siň do ochrony DNA przed uszkodzeniami indukowanymi 

promieniowaniem UV, gğ·wnie w spos·b zaleŨny od melaniny [1]. WŜr·d zmian 

genetycznych indukowanych tym promieniowaniem okoğo 40 % stanowiŃ mutacje w genie 

inhibitora kinazy zaleŨnej od cykliny 2A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, 

CDKN2A), kt·rych wynikiem jest powstanie nieprawidğowych form biağek p14ARF oraz 

p16INK4A. Biağka te sŃ waŨnymi supresorami nowotworzenia, poniewaŨ regulujŃ przejŜcie 

kom·rki z fazy cyklu kom·rkowego G1 do fazy S i stabilizujŃ biağko p53 [2ï4]. CzŃsteczka 

p16 wiŃŨe siň do kinazy CDK4 indukujŃc tym samym zatrzymanie cyklu kom·rkowego, 

natomiast mutacja w genie kodujŃcym p16 zapobiega jego wiŃzaniu do czŃsteczki CDK4 

powstrzymujŃc w ten spos·b inhibicjň cyklu kom·rkowego [5]. Ponadto okoğo 70% 

mutacji wystňpuje w genach kodujŃcych biağka zwiŃzane ze szlakiem kinaz aktywowanych 

mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK) takich jak: kinaza homologu 

B1 onkogenu wirusowego miňsaka mysiego v-raf (ang. v-raf murine sarcoma viral 

oncogene homolog B1 kinase, BRAF) czy homolog onkogenu wirusowego nerwiaka RAS 

(ang. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog, NRAS) [4]. U okoğo 50% pacjent·w 

cierpiŃcych na czerniaka wystňpuje mutacja w genie BRAF (BRAF V600E), kt·rej efektem 

jest powstanie konstytutywnie aktywnej formy tej kinazy [2,6]. 

1.1.1 Formy terapii stosowane w leczeniu czerniaka 

Podstawowym sposobem leczenia czerniaka jest chirurgiczne usuniňcie guza 

i otaczajŃcych tkanek. U pacjent·w, u kt·rych wystňpuje zmiana wiňksza niŨ 0,8 mm, lub 

owrzodzenie, w celu wykrycia obecnoŜci potencjalnych przerzut·w wykonuje siň biopsjň 

wartowniczego wňzğa chğonnego [7]. W przypadku identyfikacji kom·rek nowotworowych 

dokonuje siň usuniňcia wňzğ·w chğonnych. W niekt·rych sytuacjach guzy metastatyczne 

takŨe sŃ usuwane chirurgicznie, jednak w takim przypadku dodatkowo stosuje siň jednŃ z 

pozostağych form terapii [4]. 
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Gğ·wnym chemioterapeutykiem stosowanym w leczeniu pacjent·w, u kt·rych 

wystŃpiğy przerzuty czerniaka jest dakarbazyna. Zastosowanie tego leku zwiňksza 

przeŨywalnoŜĺ Ŝrednio o 5-11 miesiňcy [2,7]. Dotychczas nie odkryto innego 

chemioterapeutyku, kt·ry wykazywağby wiňkszŃ skutecznoŜĺ lub mniejszŃ toksycznoŜĺ. 

Wraz z opracowaniem lek·w celowanych oraz immunoterapii chemioterapia stağa siň 

znacznie rzadziej wykorzystywanŃ formŃ leczenia czerniaka [4]. 

Wsp·ğczeŜnie w przypadku pacjent·w, u kt·rych wystŃpiğy przerzuty czerniaka 

stosuje siň terapie celowane ukierunkowane na zahamowanie szlak·w stymulujŃcych 

proliferacjň i przeŨywalnoŜĺ kom·rek nowotworowych. Jednym z najczňŜciej stosowanych 

rodzaj·w terapii celowanej jest podw·jna terapia oparta na uŨyciu inhibitor·w kinaz 

wchodzŃcych w skğad kaskady MAPK, mianowicie kinazy biağkowej aktywowanej 

mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinase, MEK) (binimetinib, cobimetinib, 

trametinib) i biağka BRAF (encorafenib, dabrafenib, wemurafenib). Niestety u pacjent·w 

poddanych takiemu leczeniu, czňsto obserwowany jest spadek skutecznoŜci terapii 

spowodowany stosunkowo szybko pojawiajŃcŃ siň lekoopornoŜciŃ [8,9]. 

Kolejnym rodzajem terapii stosowanej w leczeniu pacjent·w cierpiŃcych na 

czerniaka jest immunoterapia. Kom·rki czerniaka blokujŃ limfocyty T poprzez r·Ũne 

mechanizmy, wğŃcznie ze zwiňkszonŃ produkcjŃ liganda programowanej Ŝmierci kom·rki 

1 (PD-L1). JeŜli limfocyty T jednoczeŜnie nadprodukujŃ receptor liganda programowanej 

Ŝmierci kom·rki 1 (PD-1), stağa ekspozycja na antygeny nowotworowe prowadzi do 

zahamowania ich reakcji immunologicznej. Dysfunkcyjne limfocyty T tracŃ w·wczas 

swojŃ rolň efektorowŃ przy zachowaniu zdolnoŜci do proliferacji [10ï12]. Interakcja 

pomiňdzy czŃsteczkami PD-1 i PD-L1 indukuje takŨe apoptozň limfocyt·w naciekajŃcych 

guz (ang. tumor infiltrating lymphocytes, TILs) i stymuluje r·Ũnicowanie limfocyt·w 

CD4+ (ang. cluster of differentiation 4) w regulatorowe (Treg), kt·rych rolŃ jest 

hamowanie autoreaktywnej odpowiedzi immunologicznej. Kom·rki nowotworowe 

posiadajŃ zdolnoŜĺ do wykorzystywania immunosupresyjnych wğaŜciwoŜci limfocyt·w 

Treg [13]. Co wiňcej, poziom biağka CTLA-4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated 

protein 4) prezentowanego na limfocytach T jest czňsto podwyŨszony u pacjent·w 

chorujŃcych na czerniaka. Marker ten konkuruje z obecnym na powierzchni limfocyt·w T 

receptorem CD28 o zwiŃzanie do czŃsteczek CD80 lub CD86 prezentowanych na 

kom·rkach dendrytycznych. CTLA-4 wiŃŨe siň do tych receptor·w ze znacznie wiňkszym 

powinowactwem niŨ CD28, czego efektem jest inaktywacja limfocyt·w T, dlatego biağko 
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to uwaŨane jest za czŃsteczkň zwiŃzanŃ z supresyjnym fenotypem mikroŜrodowiska 

nowotworu [14,15]. Rola czŃsteczek CTLA-4 i PD-1 w unikaniu odpowiedzi 

immunologicznej przez czerniaka stağa siň podstawŃ do opracowania immunoterapii 

wykorzystywanej w leczeniu tego nowotworu. Leki skierowanie przeciwko czŃsteczkom 

PD-1 i CTLA-4 naleŨŃ do grupy inhibitor·w punkt·w kontrolnych ukğadu 

immunologicznego tworzonej przez monoklonalne przeciwciağa (np. ipilimumab, 

nivolumab,  pembrolizumab, Atezolizumab), kt·re wiŃŨŃ biağka biorŃce udziağ w szlaku 

prowadzŃcym do anergii limfocyt·w T [13,16]. 

1.2 MikroŜrodowisko nowotworu 

Jednym z czynnik·w wpğywajŃcych na skutecznoŜĺ terapii przeciwnowotworowej 

jest mikroŜrodowisko nowotworu. TworzŃ je nie tylko kom·rki nowotworowe, ale takŨe 

inne kom·rki obecne w niszy nowotworu, takie jak fibroblasty zwiŃzane z nowotworem 

(ang. cancer-associated fibroblasts, CAFs), keratynocyty zwiŃzane z nowotworem (ang. 

cancer-associated keratinocytes, CAKs), adipocyty zwiŃzane z nowotworem (ang. cancer-

associated adipocytes, CAAs) i kom·rki ukğadu immunologicznego (Rysunek 1). Pozostağe 

elementy, w tym czynniki fizykochemiczne (stan niedotlenienia) oraz skğadniki macierzy 

pozakom·rkowej (ang. extracellular matrix, ECM), takŨe majŃ istotne znaczenie dla 

progresji [17,18]. MikroŜrodowisko nowotworu ma zr·Ũnicowany wpğyw na rozw·j 

czerniaka i wystŃpienie lekoopornoŜci. Po pierwsze, moŨe stanowiĺ barierň fizycznŃ, kt·ra 

ogranicza dostňp lek·w do kom·rek nowotworowych [19]. Po drugie, kom·rki sŃsiadujŃce 

z kom·rkami czerniaka mogŃ stymulowaĺ wzrost guza i zdolnoŜci inwazyjne kom·rek 

nowotworowych oraz wspieraĺ angiogenezň na drodze sygnalizacji parakrynnej. ProdukujŃ 

one szereg r·Ũnych czynnik·w, w tym czynniki wzrostu, cytokiny, chemokiny wpğywajŃce 

zar·wno na najbliŨsze otoczenie jak i odlegğe rejony organizmu [20]. Dodatkowo, 

wydzielajŃ one metaloproteinazy macierzy (ang. matrix metaloproteinases, MMPs) 

uczestniczŃce w degradacji element·w ECM, tym samym umoŨliwiajŃc kom·rkom 

nowotworowym inwazjň w gğŃb tkanki [21]. Kom·rki obecne w niszy nowotworowej 

produkujŃ takŨe zwiŃzki wysokoenergetyczne, kt·re mogŃ stanowiĺ Ŧr·dğo energii dla 

kom·rek czerniaka [22]. Co wiňcej, kom·rki ukğadu immunologicznego biorŃce udziağ w 

zwalczaniu zmienionych nowotworowo kom·rek w warunkach fizjologicznych, mogŃ 

przyczyniaĺ siň do wyksztağcenia r·Ũnego rodzaju mechanizm·w prowadzŃcych do 

unikania przez czerniaka przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej. Jest to 

moŨliwe miňdzy innymi poprzez podwyŨszenie ekspresji gen·w kodujŃcych receptory 
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hamujŃce odpowiedŦ immunologicznŃ, wydzielanie czynnik·w prozapalnych lub indukcjň 

fenotypu pro-nowotworowego w kom·rkach ukğadu immunologicznego [23]. 

 

Rysunek 1 Uproszczony schemat prezentujŃcy skğad mikroŜrodowiska nowotworu. Skr·ty: CAF, 

fibroblast, fibroblast zwiŃzany z nowotworem; ECM, macierz pozakom·rkowa [rysunek 

zmodyfikowany na podstawie publikacji [24]]. 

 WyŨej opisane aspekty udziağu element·w mikroŜrodowiska nowotworu w rozwoju 

czerniaka oraz w odpowiedzi pacjent·w na leczenie, sugerujŃ, Ũe kom·rki zwiŃzane 

z nowotworem mogŃ stanowiĺ potencjalne cele terapeutyczne. Kolejne rozdziağy niniejszej 

pracy poŜwiecono opisowi poszczeg·lnych element·w mikroŜrodowiska czerniaka. Ze 

wzglňdu na to, Ũe czerniak w poczŃtkowych fazach rozwoju lokalizuje siň w nask·rku, 

natomiast wraz z postňpem choroby wnika w gğňbsze warstwy sk·ry tj. sk·rň wğaŜciwŃ i 

tkankň podsk·rnŃ (Rysunek 2) [25,26], w trakcie prowadzonych badaŒ skoncentrowano siň 

na interakcji keratynocyt·w, fibroblast·w oraz adipocyt·w z kom·rkami czerniaka. 
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Rysunek 2 Schemat ilustrujŃcy umiejscowienie ogniska pierwotnego czerniaka w sk·rze. 

1.2.1 Keratynocyty obecne w niszy nowotworowej 

Proliferacja melanocyt·w w nask·rku ludzkim jest ŜciŜle regulowana przez 

oddziağujŃce z nimi keratynocyty. Oszacowano, Ũe jeden melanocyt wiŃŨe siň z okoğo 

trzydziestoma szeŜcioma keratynocytami, kt·re chroniŃ kom·rki barwnikowe przed 

transformacjŃ nowotworowŃ na drodze sygnalizacji parakrynnej m.in. poprzez wydzielanie 

endoteliny-1 (End-1) oraz alfa-melanokortyny (ang. Ŭ-melanocyte stimulation hormon, Ŭ-

MSH) (Rysunek 3) [27,28]. Obie te czŃsteczki wiŃŨŃ siň do specyficznych receptor·w, 

odpowiednio, do receptora endoteliny B oraz receptora melanokortyny-1, co indukuje 

ekspresjň gen·w kodujŃcych czynniki odpowiadajŃce za naprawň DNA (np. p53, czynnik 

transkrypcyjny ATF2, ang. activating transcription factor 2) [29]. Dodatkowo, wykazano, 

Ũe biağka End-1 i Ŭ-MSH regulujŃ przeŨywalnoŜĺ melanocyt·w poprzez aktywacjň szlaku 

kinazy 3-fosfoinozytolu (ang. phosphoinositol-3-kinase, PI3K)/kinazy biağkowej B (AKT). 

CzŃsteczki End-1 i Ŭ-MSH stymulujŃ takŨe proliferacjň melanocyt·w poprzez zwiňkszonŃ 

produkcjň czynnika transkrypcyjnego zwiŃzanego z mikroftalmiŃ (ang. microphthalmia-

associated transcription factor, MITF) [30]. PowyŨsze dane wskazujŃ na rolň, 
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wydzielanych przez keratynocyty, biağek End-1 i Ŭ-MSH w przeciwdziağaniu transformacji 

nowotworowej melanocyt·w [29]. 

Rysunek 3 Schemat przedstawiajŃcy udziağ keratynocyt·w w progresji czerniaka. Dokğadny opis 

proces·w regulowanych przez keratynocyty znajduje siň w tekŜcie. Skr·ty: N-cad, N-kadheryna; E-

cad, E-kadheryna; End-1, endotelina-1; CXCL1, ligand chemokiny 1 o motywie (C-X-C); TRIM16, 

biağko zawierajŃce motyw tr·jdzielny 16 [rysunek zmodyfikowany na podstawie publikacji [24] ]. 

Promieniowanie UV indukuje procesy znoszŃce kontrolň keratynocyt·w nad 

proliferacjŃ melanocyt·w, co skutkuje transformacjŃ nowotworowŃ kom·rek 

barwnikowych. Indukowana promieniowaniem UV zwiňkszona synteza miR-21 w 

keratynocytach, fibroblastach i kom·rkach czerniaka koreluje pozytywnie z ekspresjŃ 

gen·w zwiŃzanych z przeŨywalnoŜciŃ i proliferacjŃ (np. PI3K, p53), angiogenezŃ (np. 

czynnik indukowany hipoksjŃ 1-alfa, ang. hypoxia-inducible factor 1-Ŭ, HIF1-Ŭ) oraz 

zdolnoŜciŃ do inwazji kom·rek nowotworowych (np. tkankowy inhibitor metaloproteinaz 

macierzy, ang. tissue inhibitor of metalloproteinases-3, TIMP3) [31]. Dodatkowo, 

ekspresja miR-200a oraz miR-141 ulega obniŨeniu w mysich melanocytach (linia B16-

4A5) pod wpğywem stymulacji kom·rek biağkiem ŬMSH, podczas gdy nadprodukcja tych 

niekodujŃcych RNA bezpoŜrednio wpğywa na poziom czynnika MITF [32]. Co wiňcej, 

miR-141, kt·rego poziom wzrasta po wpğywem UV, w keratynocytach koreluje 

negatywnie z ekspresjŃ genu kodujŃcego biağko PTEN (ang. phosphatase and tensin 

homolog) zaangaŨowanego w inhibicjň szlaku PI3K/AKT [33]. Wykazano r·wnieŨ, Ũe 

kom·rki czerniaka wpğywajŃ na proces odr·Ũnicowywania siň keratynocyt·w. Kom·rki te 

17:70950



16 

 

w obecnoŜci poŨywki kondycjonowanej pochodzŃcej z hodowli kom·rek czerniaka 

wykazujŃ obniŨony poziom keratyny 10 (ang. cytokeratin 10, CK10) ï markera 

specyficznego dla keratynocyt·w obecnych w pğytkich warstwach nask·rka, kt·re ulegajŃ 

rogowaceniu i ğuszczeniu, a takŨe zwiňkszonŃ produkcjň keratyny 14 (ang. cytokeratin 14, 

CK14), charakterystycznej dla intensywnie proliferujŃcych keratynocyt·w lokalizujŃcych 

siň w gğňbokich warstwach nask·rka [34]. 

1.2.1.1 Regulacja oddziağywaŒ pomiňdzy melanocytami i keratynocytami 

 Keratynocyty kontrolujŃ wzrost kom·rek barwnikowych poprzez wydzielanie 

czynnik·w wzrostowych oraz za poŜrednictwem biağek adhezyjnych, w tym kadheryn, 

uczestniczŃcych w adhezji miňdzykom·rkowej [27,35ï37]. Cytoplazmatyczna domena 

E-kadheryny, obecna w keratynocytach oraz melanocytach, jest przyğŃczona do F-aktyny 

poprzez kompleks zawierajŃcy ɓ-kateninň [38,39]. Z kolei zewnŃtrzkom·rkowa domena 

E-kadheryny oddziağuje z podobnymi kadherynami obecnymi na powierzchni 

sŃsiadujŃcych kom·rek (Rysunek 4). ObniŨenie poziomu E-kadheryny i zwiňkszenie 

produkcji N-kadheryny uğatwia melanocytom zerwanie poğŃczeŒ z kontrolujŃcymi je 

keratynocytami (Rysunek 4). W efekcie kom·rki barwnikowe zaczynajŃ oddziağywaĺ z 

innymi kom·rkami, kt·re eksponujŃ na swojej powierzchni N-kadherynň np. kom·rkami 

Ŝr·dbğonka oraz fibroblastami [40].  

 

Rysunek 4 Schemat obrazujŃcy oddziağywania bezpoŜrednie pomiňdzy melanocytami i 

keratynocytami, w kt·rych poŜredniczy E-kadheryna. 

18:10116



17 

 

 Zmiany w profilu ekspresji gen·w kodujŃcych poszczeg·lne kadheryny sŃ 

indukowane przez regulatory przejŜcia epitelialno-mezenchymalnego (ang. epithelial-

mesenchymal transition, EMT) takie jak biağka Snail, Slug, Twist, kt·re mogŃ stymulowaĺ 

transformacjň nowotworowŃ [35]. Co wiňcej, czynnik wzrostu hepatocyt·w (ang. 

hepatocyte growth factor, HGF), wydzielany przez kom·rki towarzyszŃce nowotworom, 

takŨe przyczynia siň do zmian w ekspresji gen·w kodujŃcych wyŨej wymienione 

kadheryny [41]. Wzrost poziomu N-kadheryny uğatwia kom·rkom czerniaka inwazjň i 

umoŨliwia im interakcjň ze Ŝr·dbğonkiem naczyŒ, co jest niezbňdnym elementem procesu 

intrawazacji  [42ï44]. N-kadheryna aktywuje szlak wiodŃcy przez kinazň AKT, co 

przyczynia siň do wzrostu poziomu ɓ-kateniny, a w efekcie inaktywacji czynnik·w 

indukujŃcych apoptozň takich jak biağko Bad (ang. Bcl-2-associated agonist of cell death) 

i zwiňkszenia przeŨywalnoŜci melanocyt·w [37,43]. Co ciekawe, przywr·cenie ekspresji 

genu kodujŃcego E-kadherynň w kom·rkach czerniaka umoŨliwia ponowne tworzenie 

bezpoŜrednich oddziağywaŒ pomiňdzy nimi a keratynocytami i w konsekwencji hamuje 

inwazjň i indukuje apoptozň kom·rek nowotworowych [45]. Udowodniono, Ũe melanocyty 

hodowane w monokulturze cechuje bardziej spolaryzowana morfologia, zwiňkszona 

proliferacja oraz poziom marker·w charakterystycznych dla czerniaka jak na przykğad 

biağko MUC18 (ang. Melanoma Cell Adhesion Molecule, MCAM) czy podjednostka 

integryny ɓ3 [45,46]. Natomiast kokultura kom·rek barwnikowych z niezr·Ũnicowanymi 

keratynocytami blokuje zwiňkszonŃ ekspresjň marker·w charakterystycznych dla 

czerniaka w melanocytach [45,47]. 

Nadekpresja genu kodujŃcego E-kadherynň w kom·rkach czerniaka prowadzi do  

powstawania poğŃczeŒ pomiňdzy keratynocytami a kom·rkami nowotworowymi. Kom·rki 

czerniaka produkujŃce E-kadherynň odznaczajŃ siň takŨe niŨszym tempem proliferacji oraz 

tworzŃ mniejszŃ liczbň kolonii. Kokultura kom·rek czerniaka wykazujŃcych podwyŨszonŃ 

ekspresjň genu kodujŃcego E-kadherynň z keratynocytami skutkuje zanikiem syntezy 

specyficznych dla czerniaka biağek takich jak MUC18 oraz podjednostka integryny ɓ3. Co 

wiňcej, w badaniach in vitro przeprowadzonych na modelu Ăsztucznejò sk·ry, kom·rki 

czerniaka nadprodukujŃce E-kadherynň lokalizowağy siň w nask·rku, lub w g·rnych 

warstwach sk·ry wğaŜciwej i wykazywağy cechy kom·rek apoptotycznych, podczas gdy 

kontrolne kom·rki czerniaka znajdowağy siň gğ·wnie w gğňbokich warstwach sk·ry 

wğaŜciwej [45]. 
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 Kolejnym czynnikiem poŜredniczŃcym w komunikacji pomiňdzy kom·rkami 

czerniaka a keratynocytami jest wspomniany wczeŜniej peptyd End-1. Kom·rki 

nowotworowe zachowujŃ zdolnoŜĺ do produkcji receptora endoteliny B, dziňki czemu sŃ 

wraŨliwe na stymulacjň czŃsteczkŃ End-1 wydzielanŃ przed keratynocyty [48]. Co 

ciekawe, Endotelina 1 poprzez aktywacjň kaspazy 8 przyczynia siň do obniŨenia poziomu 

E-kadheryny w kom·rkach czerniaka, a tym samym do podwyŨszenia zdolnoŜci 

inwazyjnych kom·rek nowotworowych (Rysunek 3) [49]. End-1 indukuje takŨe 

wydzielanie zwiŃzanych z procesem przerzutowania ligand·w chemokin CXCL1 (ang. 

CXC motif chemokine 1) oraz CXCL8 (CXC motif chemokine 8) w kom·rkach czerniaka. 

Dodatkowo, badania in vivo wskazujŃ na istnienie pozytywnej korelacji pomiňdzy 

poziomem peptydu End-1 i zdolnoŜciŃ czerniaka do inwazji [50ï53]. W zwiŃzku z 

powyŨszym, terapia przeciwnowotworowa oparta na przeciwciağach skierowanych 

przeciwko receptorowi End-1 jest rozwaŨana jako potencjalna strategia terapeutyczna w 

leczeniu czerniaka [54,55]. 

1.2.1.2 Wpğyw keratynocyt·w na lekoopornoŜĺ czerniaka 

 Guzy nowotworowe sŃ zwykle wysoce heterogennymi strukturami ze wzglňdu na 

mikroŜrodowisko nowotworu oraz duŨe zr·Ũnicowanie kom·rek nowotworowych. WŜr·d 

nich obserwuje siň zar·wno kom·rki odznaczajŃce siň szybkim tempem proliferacji i niskŃ 

inwazyjnoŜciŃ (wysoki poziom biağka MITF oraz niski poziom AXL) jak i kom·rki wysoce 

inwazyjne o niskim tempie proliferacji (wysoki poziom czŃsteczki AXL, niski poziom 

MITF) [56]. Wykazano pozytywnŃ korelacjň pomiňdzy wystňpowaniem kom·rek 

charakteryzujŃcych siň wysokim stopniem ekspresji genu kodujŃcego biağko AXL i 

opornoŜciŃ na inhibitory hamujŃce elementy szlaku MAPK u pacjent·w z mutacjŃ w 

genach BRAF lub MEK [57]. Co ciekawe, wykazano, Ũe wydzielana przez keratynocyty 

endotelina 1 odgrywa kluczowŃ rolň w procesie nabywania lekoopornoŜci zaleŨnym od 

czynnika AXL. Z kolei inhibicja receptora endoteliny B poprzez zastosowanie jego 

antagonisty w kom·rkach opornych na leczenie prowadziğo do ich zwiňkszonej 

wraŨliwoŜci na stosowane terapeutyki (Rysunek 3) [29,58]. 

1.2.1.3 Czynniki wydzielane przez keratynocyty 

 Keratynocyty wpğywajŃ na melanocyty oraz kom·rki czerniaka nie tylko na drodze 

bezpoŜrednich oddziağywaŒ, ale takŨe w spos·b parakrynny - poprzez wydzielanie 

czynnik·w do mikroŜrodowiska. Pod wpğywem promieniowania UV keratynocyty 

wydzielajŃ biağko TRIM16 (ang. Tripartite motif-containing protein 16) [59], kt·rego 
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poziom w kom·rkach czerniaka jest niŨszy niŨ w prawidğowych melanocytach. 

Dodatkowo, niski poziom tego biağka u pacjent·w cierpiŃcych na ten nowotw·r koreluje 

negatywnie z wystňpowaniem przerzut·w do wňzğ·w chğonnych. Co wiňcej, poddanie 

kom·rek czerniaka dziağaniu inhibitor·w kinazy BRAF powodowağo zwiňkszenie 

produkcji biağka TRIM16, podczas gdy zahamowanie syntezy tej czŃsteczki w badaniach 

na modelu mysim prowadziğo do powstania zwiňkszonej liczby przerzut·w w stosunku do 

grupy kontrolnej [59,60]. Badania te wskazujŃ  na udziağ wydzielanego przez keratynocyty 

TRIM16 w hamowaniu metastazy czerniaka (Rysunek 3) [59]. 

 Kolejnym biağkiem wydzielanym przez keratynocyty jest BP180/kolagen XVII ï  

czŃsteczka adhezyjna macierzy pozakom·rkowej, zwiŃzana z wieloma typami 

nowotwor·w sk·ry, miňdzy innymi czerniakiem [61,62]. Wykazano, Ũe keratynocyty 

wyizolowane z mysiego guza czerniaka pozbawionego ekspresji genu BP180 wydzielağy 

zwiňkszonŃ iloŜĺ cytokiny CXCL1 w por·wnaniu do keratynocyt·w wyizolowanych z 

guz·w pochodzŃcych od zwierzŃt kontrolnych. CzŃsteczka CXCL1 stanowi 

chemoatraktant dla mieloidalnych kom·rek supresorowych (ang. myeloid-derived 

suppressor cells, MDSC). Udowodniono, Ũe zahamowanie napğywu tych kom·rek do 

ogniska nowotworowego w mysim modelu badawczym pozbawionym czŃsteczki BP180 

skutkowağo redukcjŃ masy guza oraz ograniczeniem powstawania przerzut·w. PowyŨsze 

dane wskazujŃ na przeciwnowotworowŃ rolň, wydzielanego przez keratynocyty, biağka 

BP180 w przypadku czerniaka (Rysunek 3) [61]. 

  Keratynocyty naraŨone na promieniowanie UV mogŃ r·wnieŨ wspieraĺ progresjň 

czerniaka. W trakcie rozwoju tego nowotworu moŨna wyr·Ũniĺ dwie fazy wzrostu: radialnŃ 

(ang. radial growth phase, RGP), w kt·rej kom·rki czerniaka dzielŃ siň stosunkowo powoli, 

oraz wertykalnŃ (ang. vertical growth phase, VGP), charakteryzujŃca siň szybkim tempem 

proliferacji i tworzeniem przerzut·w [63]. Jedna z teorii dotyczŃcych przejŜcia pomiňdzy 

fazami wzrostu czerniaka zakğada oddziağywanie kom·rek nowotworowych z odlegğymi, 

zr·Ũnicowanymi keratynocytami, kt·re wykazujŃ ekspresjň ligand·w Notch. W warunkach 

braku aktywacji szlaku Notch czynnik MITF wiŃŨe siň do promotora miR-222/221 

hamujŃc jego ekspresjň. Natomiast wydzielane przez keratynocyty ligandy wiŃŨŃ siň do 

receptor·w obecnych na kom·rkach nowotworowych i aktywujŃ szlak Notch, co skutkuje 

zahamowaniem wiŃzania czŃsteczki MITF do wspomnianego promotora i w konsekwencji 

wzrostem ekspresji tego mikro RNA, a tym samym stymulacjŃ inwazji czerniaka (Rysunek 

5) [64]. Dodatkowo, wykazano, Ũe zwiňkszenie poziomu miR-222 w czerniaku prowadzi 
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do aktywacji szlaku PI3K/AKT i obniŨenia produkcji biağka p27Kip1, kt·re jest inhibitorem 

cyklu kom·rkowego [65]. Podobne zjawisko ma miejsce w przypadku czerniaka bğony 

Ŝluzowej oka, w kt·rym miR-222 stymuluje proliferacjň i migracjň kom·rek w spos·b 

zaleŨny od szlaku PI3K/AKT oraz metaloproteinazy macierzy 9 (MMP9) [66]. Inne 

czŃsteczki wydzielane przez keratynocyty pod wpğywem promieniowania UV to czynnik 

martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor Ŭ, TNFŬ) oraz interleukina 1ɓ (IL1b) 

[67]. Biağka te indukujŃ aktywacjň MMP9 w fazie wertykalnej wzrostu czerniaka, zaŜ 

enzym ten jest uwaŨany za marker tej fazy wzrostu. Postuluje siň, Ũe czynniki TNFŬ i IL1b 

wydzielane przez keratynocyty mogŃ byĺ zaangaŨowane w przejŜcie z fazy RGP do fazy 

VGP wzrostu czerniaka [68]. 

Rysunek 5 StymulujŃcy wpğyw keratynocyt·w na inwazjň czerniaka. Schemat przedstawia proces 

hamowania ekspresji miR (A) w warunkach braku aktywacji receptora Notch oraz ekspresjň miR, 

kt·rej towarzyszy aktywacja receptora Notch ligandem wydzielanym przez keratynocyty (B). 

Dokğadny opis proces·w przedstawionych na rysunku znajduje siň w tekŜcie. Skr·ty: miR, mikro 

RNA; MITF, czynnik transkrypcyjny zwiŃzany z mikroftalmiŃ. 

1.2.2 Fibroblasty zwiŃzane z nowotworem 

Fibroblasty to gğ·wny skğadnik mikroŜrodowiska czerniaka. MogŃ one stanowiĺ 

nawet do 80% masy guza [69]. Prawidğowe fibroblasty hamujŃ rozw·j nowotworu w 

poczŃtkowych jego fazach. Kom·rki te mogŃ poŜrednio wpğywaĺ na powstrzymanie 

progresji czerniaka poprzez wydzielanie interleukiny 6 (ang. interleukin 6, IL6) oraz 

interferonu gamma (IFNɔ), kt·re odpowiadajŃ za stymulacjň odpowiedzi 

przeciwnowotworowej kom·rek ukğadu immunologicznego (Rysunek 6) [70]. Co wiňcej, 

fibroblasty wpğywajŃ na dynamikň skğadu ECM. ProdukujŃ one elementy macierzy 
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pozakom·rkowej takie jak kolagen typu I, III oraz IV, fibronektynň, elastynň, tenascynň C, 

proteoglikany oraz metaloproteazy katalizujŃce reakcjň degradacji skğadnik·w ECM [71]. 

Kom·rki czerniaka wykorzystujŃ aktywnoŜĺ proteolitycznŃ MMPs podczas tworzenia 

przerzut·w. Z kolei, zahamowanie degradacji ECM przez prawidğowe fibroblasty moŨe 

prowadziĺ do redukcji zdolnoŜci inwazyjnych czerniaka [71,72]. 

 

Rysunek 6 Wpğyw fibroblast·w na organizacjň ECM oraz proliferacjň, inwazjň, angiogenezň i 

lekoopornoŜĺ czerniaka. Opis przedstawionych zjawisk znajduje siň w tekŜcie. Skr·ty: IL6, 

interleukina 6; IFNɔ, interferon gamma; TGFb, transformujŃcy czynnik wzrostu beta; miR, 

mikroRNA; CTGF, czynnik wzrostu tkanki ğŃcznej; CXCL, ligand chemokiny o motywie C-X-C; 

MMP, metaloproteinaza macierzy; FAPŬ, biağko aktywacji fibroblast·w alfa; sFRP2, ang. secreted 

frizzled related protein 2; TRAF6, czynnik zwiŃzany z receptorem TNF 6; NRG1, neuregulina 1; 

HGF, czynnik wzrostu hepatocyt·w; ECM, macierz pozakom·rkowa; CAFs, fibroblasty zwiŃzane 

z nowotworem [rysunek zmodyfikowany na podstawie publikacji [24]] . 

Kom·rki czerniaka mogŃ wpğywaĺ na zmianň fenotypu kom·rek obecnych w ich 

otoczeniu, sprawiajŃc, Ũe zaczynajŃ one wspieraĺ progresjň choroby. Wykazano, Ũe 

czerniak wywoğuje zmiany w metabolizmie sŃsiadujŃcych fibroblast·w, prowadzŃc do 

przekierowania ich metabolizmu na szlak glikolizy beztlenowej, co skutkuje produkcjŃ 

wysokoenergetycznych metabolit·w, kt·re mogŃ nastňpnie zostaĺ wykorzystane przez 

kom·rki nowotworowe. W zmianach tych uczestniczy miňdzy innymi mikroRNA (np. 

miR-155, miR-210) wydzielane przez czerniaka za poŜrednictwem pňcherzyk·w 

egzosomalnych [22]. Ponadto wydzielane przez kom·rki czerniaka miR-155 odgrywa 
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takŨe znaczŃcŃ rolň w aktywacji fibroblast·w oraz wspieraniu angiogenezy poprzez 

stymulacjň produkcji czynnika wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego a (ang. vascular 

endothelial growth factor a, VEGFa), czynnika wzrostu fibroblast·w 2 (ang. fibroblasts 

growth factor 2, FGF2) oraz proteazy MMP9 (Rysunek 6) [73]. Dodatkowo, aktywacjň 

prawidğowych fibroblast·w w kierunku CAFs w znacznym stopniu reguluje 

transformujŃcy czynnik wzrostu ɓ (ang. transforming growth factor ɓ, TGFb), wydzielany 

takŨe przez kom·rki czerniaka (Rysunek 6) [74]. CAFs obecne w niszy nowotworowej 

cechuje wrzecionowaty ksztağt. WykazujŃ one cechy wsp·lne z miofibroblastami, 

obecnymi w obszarach zwiŃzanych z przewlekğymi stanami zapalnymi oraz gojeniem siň 

ran. Zar·wno miofibroblasty jak i CAFs moŨna zidentyfikowaĺ m. in. dziňki 

podwyŨszonemu poziomowi alfa aktyny miňŜni gğadkich (ang. alpha smooth muscle actin, 

ŬSMA), jednakŨe nie we wszystkich typach CAFs wystňpuje ta izoforma aktyny. CAFs 

mogŃ zostaĺ takŨe rozpoznane dziňki obecnoŜci innych marker·w, takich jak biağko 

aktywacji fibroblast·w alfa (ang. fibroblasts activation protein alpha, FAPŬ) czy teŨ biağko 

specyficzne dla fibroblast·w 1 (ang. fibroblast-specific protein 1, FSP1) [75ï78]. 

Kolejnym czynnikiem uczestniczŃcym w aktywacji fibroblast·w jest Nodal, naleŨŃcy do 

nadrodziny biağek TGF. Ekspresja tego markera koreluje pozytywnie z poziomem ŬSMA 

w czerniaku. Z kolei traktowanie prawidğowych fibroblast·w biağkiem Nodal prowadzi do 

ich przeksztağcenia w CAFs (Rysunek 6) [79]. Kuninty i wsp·ğpracownicy wykazali 

zwiŃzek pomiňdzy Nodal a ekspresjŃ marker·w CAFs (np. ŬSMA, kolagen, receptor 

pğytkopochodnego czynnika wzrostu ɓ, ang. plateletderived growth factor receptor ɓ, 

PDGFɓR) oraz miRNA. Udowodniono, Ũe zahamowanie produkcji miR-199a/-214 

w CAFs w przypadku nowotworu trzustki, obniŨa w tych kom·rkach poziom ekspresji 

marker·w indukowanych czynnikiem TGFb [80]. Wspomniane miRNA, wğŃcznie z miR-

155, sŃ takŨe wydzielane przez kom·rki czerniaka i potencjalnie mogŃ wpğywaĺ na 

fibroblasty obecne w niszy tego nowotworu [81]. 

Czerniak moŨe oddziağywaĺ nie tylko na fibroblasty znajdujŃce siň w jego 

najbliŨszym otoczeniu, ale takŨe na te obecne w odlegğych czňŜciach organizmu [82]. 

Wykazano, Ũe w aktywacji fibroblast·w do CAFs poŜredniczy wydzielany przez kom·rki 

czerniaka miR-211, transportowany w egzosomach oraz w produkujŃcych melaninň 

melanosomach (Rysunek 6). To niekodujŃce RNA hamuje ekspresjň genu receptora 

insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (ang. insulin-like growth factor 2 receptor, IGF2R) 

i tym samym prowadzi do zwiňkszonej aktywacji kaskady MAPK, kt·rej skutkiem jest 
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zwiňkszona proliferacja, migracja i produkcja czynnik·w prozapalnych (tj. IL-1ɓ, Il-6, IL-

8, CXCL1, CXCL2 oraz COX2 (cyklooksygenaza 2, ang. cyclooxygenase 2)) [83]. 

  Prekursorami CAFs, opr·cz prawidğowych fibroblast·w, mogŃ byĺ takŨe  

pre-adipocyty, miofibroblasty, kom·rki progenitorowe szpiku kostnego oraz kom·rki 

miňŜni gğadkich [75].  

1.2.2.1 Wpğyw CAFs na proliferacjň, inwazjň i metastazň czerniaka 

 Fibroblasty zwiŃzane z nowotworem odgrywajŃ istotnŃ rolň w regulacji proliferacji 

i inwazji czerniaka. Jednym z mediator·w ich wpğywu na wzrost i progresjň guza jest ɓ-

katenina, kt·ra uczestniczy w adhezji miňdzykom·rkowej i reguluje ekspresjň wielu 

r·Ũnych gen·w poprzez szlak Wnt (Rysunek 6) [71]. Udowodniono, Ũe ogniska czerniaka 

skğadajŃce siň z kom·rek nowotworowych i fibroblast·w pozbawionych ɓ-kateniny rosğy 

szybciej i osiŃgağy wiňksze rozmiary w por·wnaniu do guz·w, w skğad kt·rych wchodziğy 

fibroblasty produkujŃce to biağko. Wyniki te potwierdzajŃ hamujŃcy wpğyw fibroblast·w 

na rozw·j czerniaka w poczŃtkowych jego stadiach. Niemniej jednak, w przypadku badaŒ 

prowadzonych na guzach pochodzŃcych od pacjent·w z zaawansowanym czerniakiem, 

ĂwyğŃczenieò genu kodujŃcego ɓ-kateninň w CAFs skutkowağo zahamowaniem progresji 

[84]. Pozbawienie fibroblast·w ɓ-kateniny powodowağo obniŨenie ich aktywacji 

stymulowanej czŃsteczkami wydzielanymi przez kom·rki czerniaka. Dodatkowo, CAFs 

pozbawione ɓ-kateniny odznaczağy siň zmniejszonŃ aktywacjŃ szlak·w ERK (ang. 

extracellular signal-regulated kinase)/MAPK i PI3K/AKT. Hamowağy one r·wnieŨ proces 

EMT w kom·rkach czerniaka z mutacjŃ w genie BRAF. Fibroblasty te powodowağy takŨe 

zatrzymanie cyklu kom·rkowego w fazie G1/S w kom·rkach nowotworowych poprzez 

obniŨenie poziomu cyklin (A2, B1, D1, D3, E) i zwiňkszenie produkcji inhibitor·w kinaz 

zaleŨnych od cyklin (p16, p18, p27, p57) [85]. Co wiňcej, biağko sFRP2 (ang. freezled-

related protein 2), bňdŃce inhibitorem ɓ-kateniny wydzielanym przez fibroblasty, 

stymulowağo inwazjň kom·rek czerniaka hodowanych wraz z tymi pierwszymi w systemie 

kokultury poŜredniej [86]. 

Aktywowane fibroblasty wspierajŃ takŨe tworzenie przerzut·w przez kom·rki 

czerniaka. CAFs wydzielajŃ bowiem czŃsteczkň CTGF (ang. connective tissue growth 

factor), naleŨŃcŃ do rodziny biağek CCN (CYR62, CTGF, NOV) [87,88]. Biağko to 

stymuluje adhezjň zaleŨnŃ od integryn, regulujŃc tym samym interakcje pomiňdzy 

kom·rkami obecnymi w niszy nowotworowej. CzŃsteczka CTGF moŨe takŨe wiŃzaĺ siň z 
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cytokinami i modulowaĺ ich aktywnoŜĺ, przez co poŜredniczy w aktywacji kaskad 

sygnağowych indukowanych tymi czynnikami [89,90]. Brak tego biağka prowadzi do 

obniŨenia poziomu aktywacji fibroblast·w [91,92] oraz zaburza proces tworzenia 

przerzut·w czerniaka u myszy (Rysunek 6) [92]. 

Kolejnym biağkiem charakterystycznym dla fibroblast·w, istotnym dla rozwoju 

czerniaka, jest czynnik zwiŃzany z receptorem TNF 6 (ang. TNF receptor-associated factor 

6, TRAF6). Obecne w czerniaku biağko TRAF6 wykazuje aktywnoŜĺ ligazy ubikwityny E3 

[93ï95]. Wchodzi ono w interakcje z glikoproteinŃ CD147 (ang. cluster of differentiation 

147)/Basigin (BSG) bňdŃcŃ induktorem aktywnoŜci proteaz MMPs, zmieniajŃc ich 

bğonowŃ lokalizacjň i tym samym prowadzŃc do wzrostu syntezy tych enzym·w, w tym 

MMP9. Zwiňkszony poziom tej metaloproteinazy stymuluje z kolei inwazjň i metastazň 

czerniaka [95]. CzŃsteczka TRAF6 jest r·wnieŨ zaangaŨowana w aktywacjň kinazy AKT, 

zwiŃzanej z progresjŃ tego nowotworu [96ï98]. TRAF6 indukuje ubikwitynacjň kinazy 

AKT promujŃc jej bğonowŃ lokalizacjň, co jest kluczowe dla fosforylacji i p·Ŧniejszej 

aktywacji tego biağka (Rysunek 7). Dodatkowo, czŃsteczka TRAF6 jest produkowana przez 

fibroblasty ekspresjonujŃce gen kodujŃcy Ŭ aktynň miňŜni gğadkich. Wykazano, Ũe 

poŨywka kondycjonowana zebrana znad fibroblast·w produkujŃcych czynnik TRAF6 

stymuluje wzrost, migracjň, inwazjň i proliferacjň kom·rek czerniaka (Rysunek 6). 

Natomiast poŨywka pochodzŃca z hodowli fibroblast·w pozbawionych ekspresji genu 

kodujŃcego TRAF6 wywiera odwrotny efekt, prowadzŃc do obniŨenia tempa tych 

proces·w. Podobne wyniki otrzymano w warunkach in vivo [99]. 

 

Rysunek 7 Wpğyw czŃsteczki TRAF6 na inwazjň kom·rek czerniaka. Schemat przedstawia 

indukcjň ekspresji proteazy MMP9 (A) oraz aktywacjň kinazy AKT (B) w czym poŜredniczy biağko 

TRAF6. Oba procesy skutkujŃ nasilonŃ inwazjŃ kom·rek nowotworowych. Dokğadny opis 
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przedstawionych proces·w znajduje siň w tekŜcie. Skr·ty: MMP9, metaloproteinaza macierzy 9; 

BSG, ang. Basigin; TRAF6, czynnik zwiŃzany z receptorem TNF 6; AKT, kinaza biağkowa B; P, 

grupa fosforanowa. 

  NastňpnŃ grupň czynnik·w wydzielanych przez CAFs, wpğywajŃcych na inwazjň 

czerniaka stanowiŃ metaloproteinazy. CAFs wydzielajŃ szereg MMPs takich jak  

MMP1, -2, -13, -14, kt·re promujŃ inwazjň kom·rek czerniaka. Proteazy te katalizujŃ 

reakcjň degradacji skğadnik·w ECM, dziňki czemu tworzy siň ŜcieŨka, kt·ra moŨe byĺ 

wykorzystana przez kom·rki nowotworowe do migracji w gğŃb tkanki (Rysunek 6) 

[72,100ï104]. W rearanŨacji ECM bierze takŨe udziağ biağko FAPŬ naleŨŃce do rodziny 

proteaz serynowych, kt·rego poziom jest podwyŨszony w aktywowanych fibroblastach 

(Rysunek 6) [105,106]. Dodatkowo, czŃsteczka FAPŬ hamuje dziağanie limfocyt·w T 

przyczyniajŃc siň do unikania przez czerniaka odpowiedzi immunologicznej [107,108]. Co 

wiňcej, udowodniono, Ũe brak ɓ-kateniny w kom·rkach koreluje ze spadkiem poziomu 

fibronektyny i kolagenu w guzach nowotworowych. Biağka te stanowiŃ rusztowanie guza, 

dlatego zmiany w ich poziomie sŃ zwiŃzane z redukcjŃ wzrostu nowotworu [85]. 

1.2.2.2 Rola CAFs w procesie angiogenezy 

 Fibroblasty zwiŃzane z nowotworem odgrywajŃ takŨe waŨnŃ rolň w procesie 

angiogenezy czerniaka, kluczowej dla intensywnie rosnŃcego guza o wysokim 

zapotrzebowaniu na tlen i zwiŃzki odŨywcze. Cytokina CXCL12, wydzielana przez CAFs, 

reaguje z CXCR4 (ang. C-X-C motif chemokine receptor 4), biağkiem obecnym na 

powierzchni kom·rek nowotworowych. Interakcja ta prowadzi do indukcji angiogenezy 

dziňki rekrutowaniu kom·rek Ŝr·dbğonka naczyniowego w okolice guza (Rysunek 6). 

Oddziağywanie pomiňdzy tymi biağkami uğatwia takŨe adhezjň kom·rek nowotworowych 

do kom·rek Ŝr·dbğonka mikronaczyŒ, co skutkuje wzmoŨonym tworzeniem przerzut·w 

czerniaka do pğuc [72,109ï112]. 

 WaŨnym czynnikiem wydzielanym przez CAFs, wpğywajŃcym r·wnieŨ na 

angiogenezň czerniaka, jest opisywane powyŨej biağko CTGF (Rysunek 6). Badania in vivo 

dowodzŃ, Ũe pozbawienie tego czynnika mysich fibroblast·w skutkowağo zredukowanŃ 

neowaskularyzacjŃ, co byğo zwiŃzane z obniŨonym poziomem markera Ŝr·dbğonka - 

czŃsteczki adhezji pğytkowo-Ŝr·dbğonkowej 1 (ang. platelet endothelial cell adhesion 

molecule, PECAM-1, CD31) w obrňbie zrňbu guza. Dodatkowo, myszy kt·rych fibroblasty 

pozbawione byğy czŃsteczki CTGF po wstrzykniňciu kom·rek czerniaka B16-F10 

wykazywağy upoŜledzonŃ mimikrň naczyniowŃ. Zjawisko to polega na aranŨacji kom·rek 
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nowotworowych w struktury przypominajŃce naczynia, typowe dla kom·rek Ŝr·dbğonka 

[87]. 

1.2.2.3 Wpğyw CAFs na lekoopornoŜĺ czerniaka 

 Aktywowane fibroblasty wpğywajŃ na wyksztağcenie lekoopornoŜci w czerniaku na 

wiele sposob·w, miňdzy innymi poprzez wydzielanie czynnik·w wzrostu, takich jak HGF, 

IGF1 czy podstawowy czynnik wzrostu fibroblast·w (bFGF), stymulujŃcych proliferacjň 

kom·rek nowotworowych [72,113]. Biağko HGF wydzielane przez CAFs przyczynia siň 

do wytworzenia opornoŜci w kom·rkach czerniaka poddanych dziağaniu inhibitor·w 

kinazy BRAF (Rysunek 6). Udowodniono, Ũe pacjenci chorujŃcy na czerniaka, kt·rych 

kom·rki zrňbu guza wydzielağy czynnik HGF wykazywali znacznie sğabszŃ odpowiedŦ na 

terapiň opartŃ o inhibitory BRAF w por·wnaniu do pacjent·w, u kt·rych nie 

zaobserwowano obecnoŜci tego czynnika. PodğoŨe tego zjawiska nie jest do koŒca znane. 

Efekt ten moŨe byĺ spowodowany zwiňkszonym wydzielaniem HGF przez fibroblasty pod 

wpğywem tej terapii, lub uŨycie tych lek·w moŨe skutkowaĺ ĂprzyciŃganiemò fibroblast·w 

produkujŃcych HGF w okolicň guza [114]. 

 Dodatkowo, czynnikami prowadzŃcymi do powstania opornoŜci na inhibitory 

BRAF sŃ biağka z grupy receptor·w nask·rkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal 

growth factor receptors, ERBB). W przypadku czerniaka gğ·wnŃ rolň w tym zjawisku 

odgrywa ERBB3, kt·rego poziom w opornych kom·rkach jest podwyŨszony [115]. CAFs 

wydzielajŃ ligand tego receptora - neuregulinň 1 (NRG1) [116,117]. Poziom tego biağka w 

kom·rkach czerniaka jest bardzo niski lub niewykrywalny, podczas gdy w prawidğowych 

fibroblastach i CAFs jest on relatywnie wysoki. Co wiňcej, w kom·rkach czerniaka 

opornych na wemurafenib (inhibitor kinazy BRAF) dochodzi do aktywacji receptora 

ERBB3 pod wpğywem poŨywki pochodzŃcej z hodowli fibroblast·w. Z kolei fibroblasty 

pozbawione ekspresji genu NRG1 nie wywierajŃ tak silnego wpğywu na kom·rki 

nowotworowe. Dane te wskazujŃ na istotnŃ rolň czynnika NRG1 wydzielanego przez 

fibroblasty w stymulacji wzrostu kom·rek czerniaka opornych na inhibitory BRAF 

(Rysunek 6) [118]. Dodatkowo, badania in vivo dowodzŃ, Ũe terapia skojarzona, oparta na 

inhibitorach receptora ERBB3 oraz MEK prowadzi do bardziej efektywnej redukcji 

wzrostu guza niŨ monoterapia inhibitorami MEK [118,119]. 

 Ponadto istnieje pozytywna korelacja pomiňdzy ekspresjŃ genu kodujŃcego ŬSMA 

i liganda receptora programowanej Ŝmierci kom·rki (ang. programmed cel death ligand-1, 
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PD-L1) w ludzkich nowotworach. Fakt ten moŨe Ŝwiadczyĺ o tym, Ũe CAFs stymulujŃ 

produkcjň czŃsteczki PD-L1 w kom·rkach nowotworowych i tym samym uğatwiajŃ 

unikanie odpowiedzi immunologicznej przez te kom·rki [11,120]. Hipotezň tň 

potwierdzono poprzez badanie CAFs wyizolowanych z guz·w myszy, kt·rym 

wstrzykniňto kom·rki czerniaka B16. Aktywowane fibroblasty wykazywağy znacznie 

wyŨszy poziom biağek CXCL5 i PD-L1 w por·wnaniu do prawidğowych fibroblast·w. 

Dodatkowo, pod wpğywem CAFs z podwyŨszonŃ ekspresjŃ czynnika CXCL5 w 

kom·rkach czerniaka dochodziğo do zwiňkszonej aktywacji szlaku PI3K/AKT i ekspresji 

liganda PD-L1 w spos·b zaleŨny od czŃsteczki CXCR2, bňdŃcej receptorem CXCL5 

(Rysunek 8) [120]. 

Rysunek 8 Wpğyw biağka CXCL5 wydzielanego przez CAFs na ekspresjň genu dla PDL-1 w 

kom·rkach czerniaka. Dokğadny opis przedstawionego procesu znajduje siň w tekŜcie. Skr·ty: 

CAF, fibroblast zwiŃzany z nowotworem; CXCL5, ligand chemokiny o motywie C-X-C 5; CXCR2, 

receptor liganda chemokiny o motywie C-X-C 2; PI3K, kinaza 3-fosfoinozytydu; AKT, kinaza 

biağkowa B; PD-L1, ligand receptora programowanej Ŝmierci kom·rki 1. 

1.2.3 Adipocyty zwiŃzane z nowotworem 

Kolejnym elementem mikroŜrodowiska czerniaka wspierajŃcym progresjň 

nowotworu jest tkanka tğuszczowa lokalizujŃca siň w najgğňbszej warstwie sk·ry, 

hipodermie [121]. Tkanka tğuszczowa skğada siň gğ·wnie z adipocyt·w, ale takŨe z 

kom·rek Ŝr·dbğonka, makrofag·w, perycyt·w, monocyt·w oraz pluripotencjalnych 

kom·rek macierzystych [122,123]. Zr·Ũnicowane adipocyty specjalizujŃ siň w akumulacji 

lipid·w, gğ·wnie w postaci triacyloglicerolu, kt·ry moŨe byĺ p·Ŧniej uwalniany w postaci 
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wolnych kwas·w tğuszczowych (FFA) do mikroŜrodowiska. Do niedawna tkance 

tğuszczowej przypisywano przede wszystkim rolň magazynu lipid·w. Aktualnie wiadomo, 

iŨ jest ona r·wnieŨ zaangaŨowana w produkcjň adipokin [124,125], kt·re obejmujŃ 

czynniki stanu zapalnego, markery metaboliczne, czynniki angiogenne i hormony. Ich 

zestawienie znajduje siň w tabeli 1. oraz na rysunku 9. [126]. 

Tabela 1 Funkcje adipokin. 

Nazwa Skr·t Funkcja 

Interleukina 6 IL6 Czynniki stanu zapalnego 

Interleukina 11 IL11 

Czynnik hamujŃcy 

biağaczkň 

(ang. leukemia inhibitory 

factor) 

LIF 

biağko wiŃŨŃce 

insulinopodobny czynnik 

wzrostu (ang. insulin-like 

growth factor-binding 

protein) 

IGFBP Markery metaboliczne 

Czynnik wzrostu 

fibroblast·w 21 

FGF-21 

Endokan - Czynniki angiogenne 

Czynnik wzrostu 

Ŝr·dbğonka naczyŒ (ang. 

vascular endothelial 

growth factor) 

VEGF 

Czynnik wzrostu 

hepatocyt·w (ang. 

hepatocyte growth factor) 

HGF 

Insulinopodobny czynnik 

wzrostu 1 (ang. insulin-like 

growth factor 1)  

IGF-1 
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Leptyna - Czynniki wspierajŃce proliferacjň kom·rek 

czerniaka Rezystyna - 

 

Kom·rki nowotworowe wytwarzajŃ receptory wiŃŨŃce wiňkszoŜĺ wymienionych w 

tabeli biağek [127]. WyŨej wymienione adipokiny aktywujŃ wiele szlak·w sygnağowych 

takich jak PI3K/AKT, MAPK, JAK (ang. Janus kinase)/STAT (ang. singal transducer and 

activator of transcription), czego efektem jest wzmoŨona proliferacja i inwazja kom·rek 

nowotworowych oraz ich zahamowana zdolnoŜĺ do apoptozy [128]. 

 

Rysunek 9 Wpğyw adipocyt·w na proliferacjň, EMT, inwazjň, metastazň, angiogenezň i 

lekoopornoŜĺ kom·rek czerniaka. Szczeg·ğowy opis znajduje siň w tekŜcie. Skr·ty: FABP4, biağko 

wiŃŨŃce kwasy tğuszczowe 4; PPARɔ, receptor aktywowany przez proliferatory peroksysom·w-

gamma; miR-214-3p, mikroRNA 214-3p; FASN, syntaza kwas·w tğuszczowych; P-g, glikoproteina 

P; HGF, czynnik wzrostu hepatocyt·w; VEGF, czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego; IL-6, 

interleukina 6; MMP9, metaloproteinaza macierzy 9; FAO, utlenianie kwas·w tğuszczowych. 

Rysunek zmodyfikowany na podstawie publikacji [129]. 

 ObecnoŜĺ adipocyt·w, szczeg·lnie u otyğych pacjent·w onkologicznych wiŃŨe siň 

z gorszym rokowaniem, mniej efektywnym leczeniem i wiňkszŃ liczbŃ zgon·w [126]. U 

os·b otyğych tkanka tğuszczowa rozrasta siň w wyniku wzrostu objňtoŜci adipocyt·w 

spowodowanego  zwiňkszonym magazynowaniem tr·jgliceryd·w oraz wzmoŨonŃ 

proliferacjŃ i r·Ũnicowaniem progenitor·w kom·rek tğuszczowych [121,130]. OtyğoŜci 
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towarzyszy wzmoŨona zdolnoŜĺ przeroŜniňtych adipocyt·w do wydzielania znacznych 

iloŜci prozapalnych adipokin, w tym biağka chemotaktycznego monocyt·w 1 (ang. 

monocyte chemoattractant protein, MCP-1), TNF-Ŭ, IL-6, IL-8, PAI-1, leptyny, biağek 

przebudowy macierzy pozakom·rkowej i wolnych kwas·w tğuszczowych. Czynniki te 

znaczŃco zmieniajŃ mikroŜrodowisko tkanki tğuszczowej i mogŃ przyczyniaĺ siň do 

postňpu choroby nowotworowej [122,131]. 

 Ostatnie doniesienia sugerujŃ istnienie pozytywnej korelacji pomiňdzy rozrostem 

tkanki tğuszczowej i ryzykiem wystŃpienia czerniaka sk·ry u pacjent·w [132,133]. 

Udowodniono, Ũe dieta bogata w tğuszcze i w efekcie skutkujŃca wystŃpieniem otyğoŜci 

stymuluje wzrost czerniaka, a takŨe powstawanie przerzut·w w pğucach i wňzğach 

chğonnych u myszy [134,135]. Dodatkowo, wykazano, Ũe otyğoŜĺ wywoğana dietŃ zwiňksza 

progresjň czerniaka, co zwiŃzane jest z podwyŨszonym poziomem kaweoliny 1 (ang. 

caveolin-1, Cav-1) i syntazy kwas·w tğuszczowych (ang. fatty acid synthase, FASN). 

CzŃsteczka FASN jest enzymem uczestniczŃcym w syntezie de novo kwas·w 

tğuszczowych, odgrywajŃcym kluczowŃ rolň w proliferacji i przeŨywalnoŜci kom·rek 

nowotworowych, poniewaŨ kom·rki jŃ produkujŃce magazynujŃ kwasy tğuszczowe 

zapewniajŃc sobie rezerwň energetycznŃ. Cav-1 to z kolei biağko zwiŃzane z bğonŃ, 

odpowiadajŃce za transdukcjň sygnağu i utrzymanie ksztağtu bğony kom·rkowej. Jest ono 

stabilizowane poprzez palmitoilacjň katalizowanŃ przez FASN, bierze udziağ w 

mechanizmach prowadzŃcych do lekoopornoŜci, przez co stanowi czynnik promujŃcy 

progresjň nowotworu (Rysunek 9) [134,136,137]. 

1.2.3.1 Czynniki wydzielane przez adipocyty 

KluczowŃ rolň w stymulacji progresji czerniaka przez kom·rki tğuszczowe 

odgrywajŃ czynniki wydzielane przez nie do otoczenia. Wykazano, Ũe skğadniki uwolnione 

przez tkankň tğuszczowŃ zwiňkszajŃ zdolnoŜĺ kom·rek czerniaka do proliferacji, migracji, 

rozprzestrzeniania siň i unikania apoptozy [126]. Ponadto udowodniono, Ũe skğad 

wydzielanych czynnik·w jest r·Ũny w poŨywkach kondycjonowanych pobranych znad 

hodowli kom·rek podsk·rnej oraz trzewnej tkanki tğuszczowej. Trzewna tkanka 

tğuszczowa charakteryzuje siň wyŨszŃ produkcjŃ biağek FGF21 i IGFBP-5 oraz niŨszym 

poziomem czynnik·w HGF, IGF-I, IGFBP-2, IGFBP-3 i IGFBP-6 niŨ sk·rna tkanka 

tğuszczowa [126]. Niemniej jednak, oba typy tkanki tğuszczowej wywierajŃ wyraŦny 

wpğyw na progresjň czerniaka. PoŨywka kondycjonowana pochodzŃca znad hodowli 
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kom·rek sk·rnej tkanki tğuszczowej stymuluje ruchliwoŜĺ i proliferacjň kom·rek 

czerniaka, podczas gdy sekretom trzewnej tkanki tğuszczowej znacznie poprawia adhezjň 

kom·rek nowotworowych do podğoŨa [126]. 

Badania epidemiologiczne wykazağy, Ũe wysoki poziom leptyny w surowicy krwi 

pacjent·w koreluje pozytywnie z ryzykiem wystŃpienia czerniaka, podczas gdy in vivo 

wstrzykniňcie tego biağka myszom z czerniakiem prowadziğo do wzrostu ich masy ciağa 

i wielkoŜci guza [138,139]. Udowodniono, Ũe zar·wno leptyna, jak i rezystyna, dwa 

hormony uwalniane przez adipocyty, stymulujŃ proliferacjň kom·rek czerniaka in vitro 

poprzez regulacjň syntezy biağka FASN, a takŨe transdukcjň sygnağu opartŃ na szlaku 

kinazy AKT (Rysunek 9) [128,140]. 

Z kolei adiponektyna, odgrywa odmiennŃ rolň w przypadku czerniaka. Jej niski 

poziom jest zwiŃzany z otyğoŜciŃ i obserwowany u pacjent·w cierpiŃcych na czerniaka. 

Adiponektyna hamuje wzrost kom·rek i indukuje apoptozň w kom·rkach nowotworowych, 

gğ·wnie na drodze aktywacji szlaku sygnağowego AMPK (kinazy biağkowej aktywowanej 

AMP) [121,141]. 

1.2.3.2 Adipocyty jako Ŧr·dğo zwiŃzk·w energetycznych 

 Powszechnie wiadomo, Ũe metabolizm lipid·w jest istotny dla rozwoju nowotworu, 

co jest zwiŃzane z zapotrzebowaniem kom·rek nowotworowych na energiň i elementy 

budulcowe niezbňdne do intensywnej proliferacji. Pierwotnie przemodelowanie 

metabolizmu lipid·w przypisywano zmianom genetycznym i epigenetycznym 

zachodzŃcym w kom·rkach nowotworowych [142,143]. Ostatnie doniesienia ŜwiadczŃ 

jednak o tym, Ũe adipocyty w warunkach in vivo mogŃ bezpoŜrednio transportowaĺ lipidy 

do kom·rek czerniaka. Zwiňkszona akumulacja lipid·w w kom·rkach czerniaka 

spowodowana jest ich wychwytywaniem ze Ŝrodowiska, nie zaŜ wzrostem tempa 

lipogenezy de novo. Kom·rki nowotworowe indukujŃ zmiany metaboliczne w 

adipocytach, prowadzŃce do zwiňkszonej lipolizy i uwalniania kwas·w tğuszczowych, a w 

nastňpstwie do kacheksji u pacjent·w. Kacheksja to zjawisko czňsto wystňpujŃce u os·b z 

zaawansowanŃ chorobŃ nowotworowŃ, polegajŃce na zaniku tkanki tğuszczowej, kt·rego 

powodem jest zwiňkszona lipoliza oraz zaburzenia w prawidğowym magazynowaniu 

triacyloglicerolu i uwalnianiu wolnych kwas·w tğuszczowych i glicerolu przez kom·rki 

tğuszczowe [122,144]. 
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 Kom·rki nowotworowe rosnŃce w bliskim otoczeniu adipocyt·w modyfikujŃ ich 

metabolizm w celu maksymalnego wykorzystania metabolit·w produkowanych przez 

kom·rki tğuszczowe [122,143]. Adipocyty sğuŨŃ kom·rkom czerniaka za Ŧr·dğo zwiŃzk·w 

odŨywczych. Kilkudniowa kokultura kom·rek czerniaka i adipocyt·w 3T3L1, prowadziğa 

do zmniejszenia rozmiaru kom·rek tğuszczowych i iloŜci kropli lipidowych, co 

potencjalnie jest zwiŃzane z transferem lipid·w z adipocyt·w do kom·rek czerniaka [145]. 

Co wiňcej, kom·rki czerniaka hodowane razem z adipocytami wykazywağy podwyŨszony 

poziom kwas·w tğuszczowych (w szczeg·lnoŜci kwasu palmitynowego), kt·re stymulujŃ 

proliferacjň kom·rek nowotworowych, wpğywajŃ na rozkğad faz cyklu kom·rkowego i 

zwiňkszonŃ aktywacjň szlak·w PI3K/AKT [146]. Przekazanie lipid·w pochodzŃcych z 

adipocyt·w do kom·rek czerniaka zachodzi poprzez transportery kwas·w tğuszczowych 

(ang. fatty acid transporter protein, FATP)/SLC27A (ang. solute carrier family 27). 

Kom·rki czerniaka wykazujŃ nadprodukcjň tych biağek, miňdzy innymi biağka 

transportujŃcego kwasy tğuszczowe 1 (ang. fatty acid transport protein 1, FATP1), kt·re 

przyczynia siň do akumulacji lipid·w z otoczenia i zwiňkszenia proliferacji kom·rek 

nowotworowych in vivo. ObniŨenie poziomu FATP1, po zastosowaniu 

drobnoczŃsteczkowego inhibitora FATP1 (Lipofermata), powodowağo znaczŃce obniŨenie 

zawartoŜci lipid·w, a takŨe wzrostu i inwazji kom·rek czerniaka [142,147]. 

1.2.3.3 Wpğyw adipocyt·w na inwazjň i metastazň czerniaka 

 Na proces inwazji kom·rek czerniaka wpğywajŃ kom·rki z otoczenia nowotworu, 

wğŃcznie z kom·rkami tğuszczowymi.  Co ciekawe, adipocyty hodowane w obecnoŜci 

kom·rek czerniaka odr·ŨnicowujŃ siň do kom·rek o fenotypie zbliŨonym do fibroblast·w. 

Zmianom tym towarzyszy obniŨenie poziomu marker·w charakterystycznych dla kom·rek 

tğuszczowych takich jak adiponektyna, transporter glukozy typu 4 (ang. glucose transporter 

type 4, GLUT4) oraz zwiňkszona iloŜĺ biağek specyficznych dla fibroblast·w, miňdzy 

innymi kolagenu, enzym·w z rodziny MMPs oraz Ŭ aktyny z miňŜni gğadkich [145]. 

 Ponadto kom·rki czerniaka hodowane wsp·lnie z adipocytami wykazywağy 

zwiňkszone zdolnoŜci migracyjne zwiŃzane z aktywacjŃ szlaku Wnt (indukowanego takŨe 

w otyğoŜci) [145]. Udowodniono r·wnieŨ, Ũe zwiňkszona proliferacja i inwazja kom·rek 

czerniaka traktowanych poŨywkŃ kondycjonowanŃ z adipocyt·w zwiŃzana byğa ze 

wzmoŨonŃ aktywnoŜciŃ proteaz MMP2 i MMP9 w kom·rkach nowotworowych [148]. 

Wymienione enzymy sŃ takŨe wydzielane przez adipocyty, w szczeg·lnoŜci te 

Ăotyğeò[149]. Stymulacja wğaŜciwoŜci inwazyjnych czerniaka przez adipocyty moŨe 
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wynikaĺ r·wnieŨ z podwyŨszenia poziomu ekspresji gen·w licznych biağek onkogennych 

w kom·rkach nowotworowych miňdzy innymi cyklooksygenazy 2, cykliny D1, biağek 

zwiŃzanych z przeŨywalnoŜciŃ kom·rek (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 (ang. myeloid cell leukemia 

1), surwiwiny i IAP-2 (biağko inhibitorowe apoptozy, ang. inhibitor of apoptosis protein-

2)), oraz aktywacji szlaku kinazy AKT/mTOR (ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian 

target of rapamycin) (Rysunek 9) [148].  

 Dodatkowo, adipocyty sk·rne promujŃ metastazň poprzez uwraŨliwienie kom·rek 

czerniaka na TGFɓ (Rysunek 10). Kom·rki tğuszczowe hodowane w obecnoŜci czerniaka 

wydzielajŃ IL-6 i TNF-Ŭ, indukujŃc zmianň fenotypu kom·rek nowotworowych na bardziej 

inwazyjny poprzez zahamowanie ekspresji miR-211 [150]. W proliferujŃcych kom·rkach 

czerniaka miR-211 hamuje ekspresjň receptor·w TGFɓ, a co za tym idzie uniemoŨliwia 

aktywacjň szlak·w poprzez dziağanie egzogennego TGFɓ i ogranicza zdolnoŜĺ kom·rek do 

tworzenia przerzut·w (Rysunek 10A). IL-6 i TNF-Ŭ wydzielane przez adipocyty blokujŃ 

ekspresjň miR-211 prowadzŃc do zwiňkszonej produkcji receptor·w TGFɓ i zmiany 

fenotypu czerniaka z proliferacyjnego na wysoce inwazyjny (Rysunek 10B) [150].  

 

Rysunek 10 Wpğyw biağek TNFŬ i IL6 wydzielanych przez adipocyty na inwazjň kom·rek 

czerniaka. Schemat przedstawia proces hamowania ekspresji receptora TGFɓ w kom·rkach 

czerniaka przez miR-221 (A) oraz zniesienie jego dziağania przez czŃsteczki TNFŬ i IL6 wydzielane 

przez adipocyty (B). Szczeg·ğowy opis znajduje siň w tekŜcie. Skr·ty: TGFɓ, transformujŃcy czynnik 

wzrostu beta; TGFɓR, receptor transformujŃcego czynnika wzrostu beta; TNFŬ, czynnik martwicy 

nowotworu alfa; TNFŬR, receptor czynnika martwicy nowotworu alfa; IL6, interleukina 6; IL6R, 

receptor interleukiny 6; miR-211, mikroRNA-211. 
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 Kolejne mikroRNA - miR-21 poŜredniczy we wzajemnym oddziağywaniu tkanki 

tğuszczowej i kom·rek nowotworowych. IstniejŃ doniesienia o roli tej czŃsteczki w 

regulacji r·Ũnicowania tkanki tğuszczowej i wywoğywaniu insulinoopornoŜci zwiŃzanej z 

otyğoŜciŃ [151]. Warto zauwaŨyĺ, Ũe egzosomy zawierajŃce miR-21 wydzielane przez 

kom·rki macierzyste tkanki tğuszczowej mogŃ potencjalnie promowaĺ waskularyzacjň oraz 

przyczyniaĺ siň do lekoopornoŜci kom·rek nowotworu jajnika [152,153]. W przypadku 

czerniaka stağy wzrost poziomu miR-21, wynikajŃcy z jego wzmoŨonej ekspresji w 

kom·rkach nowotworowych oraz przyswajania jego egzogennej postaci przenoszonej 

przez pňcherzyki wydzielane m. in. przez tkankň tğuszczowŃ, ma wpğyw na progresjň 

nowotworu [31]. 

 Ponadto adipocyty zwiŃzane z nowotworem (ang. cancer-associated adipocytes, 

CAAs) wywoğujŃ podwyŨszenie poziomu ekspresji gen·w kodujŃcych ligandy chemokin  

(ang. chemokine ligands, CCLs) w wňzğach chğonnych oraz wzrost produkcji receptora 

chemokiny 7 (CCR7) w kom·rkach czerniaka. Ludzkie kom·rki Ŝr·dbğonka obecne w 

wňzğach chğonnych wydzielajŃ biağko CCL21, podczas gdy w kom·rkach czerniaka obecny 

jest specyficzny dla niego receptor ï CCR7, poŜredniczŃcy w tworzeniu przerzut·w w 

wielu typach nowotwor·w. PodwyŨszona ekspresja genu kodujŃcego wspomniany receptor 

stymuluje tworzenie przerzut·w przez kom·rki czerniaka B16F1 do wňzğ·w chğonnych u 

myszy [135,154]. Adipocyty wspierajŃ takŨe przerzutowanie czerniaka do koŜci. 

Udowodniono, Ũe dieta bogata w tğuszcze przyczynia siň do zwiňkszonej liczby adipocyt·w 

obecnych w szpiku kostnym, czemu towarzyszy wzrost guza indukowany szlakiem IL6-

JAK2-osteopontyna, akumulacja makrofag·w i osteoklastogeneza. Efektem tych zmian 

jest wiňksza predyspozycja do powstawania przerzut·w w koŜciach. Inhibicja IL6 lub 

JAK2 hamuje progresjň nowotworu stymulowanŃ dietŃ bogatŃ w tğuszcze [155]. 

 Kolejnym waŨnym elementem poŜredniczŃcym w Ădialoguò pomiňdzy adipocytami 

a kom·rkami czerniaka sŃ egzosomy. Pňcherzyki te czňsto sŃ wzbogacone o biağka 

zaangaŨowane w procesy oksydacji kwas·w tğuszczowych (ang. fatty acid oxidation, 

FAO), szczeg·lnie w zaawansowanym czerniaku [156]. Egzosomy wychwytywane przez 

kom·rki czerniaka stymulujŃ w nich zmiany metaboliczne, przyspieszajŃc proces FAO i 

promujŃc inwazjň nowotworu. U os·b otyğych adipocyty wydzielajŃ wiňcej egzosom·w 

wypeğnionych kwasami tğuszczowymi, co prowadzi do zwiňkszonej aktywnoŜci 

mitochondrialnej kom·rek czerniaka. Procesy te wywierajŃ silny, stymulujŃcy wpğyw na 

migracjň kom·rek nowotworowych (Rysunek 9) [157ï159].  
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 Sekretom adipocyt·w stymuluje inwazjň czerniaka miňdzy innymi poprzez 

indukcjň ekspresji gen·w zwiŃzanych z procesem przejŜcia epitelialno-mezenchymalnego. 

Wykazano, Ũe wzmoŨonej inwazji kom·rek mysiego czerniaka B16BL6 traktowanych 

poŨywkŃ kondycjonowanŃ znad hodowli adipocyt·w towarzyszyğa zwiňkszona ekspresja 

genu IL-6 oraz gen·w kodujŃcych biağka zwiŃzane z procesem EMT takich jak Snai1, 

MMP9, Twist oraz wimentyna (Rysunek 9). Dodatkowo, zaobserwowano obniŨenie 

ekspresji gen·w kodujŃcych E-kadherynň i supresorowego genu KISS1, zmniejszajŃcego 

wğaŜciwoŜci inwazyjne czerniaka [160,161]. 

 Adipocyty wspierajŃ proces angiogenezy w guzach nowotworowych. Wykazano, 

Ũe poŨywka kondycjonowana pochodzŃca znad hodowli kom·rek tğuszczowych zawiera 

czynniki pro-angiogenne takie jak HGF i VEGF, przez co indukuje w czerniaku mimikrň 

naczyniowŃ [126]. Dodatkowo, w poŨywkach zebranych znad hodowli kom·rek sk·rnej i 

trzewnej tkanki tğuszczowej zaobserwowano wysoki poziom endokanu, czŃsteczki swoistej 

dla Ŝr·dbğonka naczyniowego. Czynnik ten promuje inwazjň i angiogenezň, a jego 

ekspresja zwykle ulega podwyŨszeniu w naczyniach krwionoŜnych guz·w (Rysunek 9) 

[126,162]. Co wiňcej, guzy powstağe w wyniku inokulacji kom·rek czerniaka B16F10 do 

otyğych myszy charakteryzowağy siň wyŨszym poziomem czynnika VEGF i unaczynienia 

niŨ u myszy chudych, podczas gdy zmiana diety z wysoko tğuszczowej na prawidğowŃ 

skutkowağa redukcjŃ rozmiaru guza oraz stopnia jego waskularyzacji [138]. 

1.2.3.4 Udziağ adipocyt·w w wytworzeniu lekoopornoŜci czerniaka 

 ObecnoŜĺ adipocyt·w w mikroŜrodowisku moŨe odgrywaĺ rolň w procesie 

wytworzenia lekoopornoŜci w kom·rkach czerniaka. Udowodniono, Ũe otyğoŜĺ wynikajŃca 

z diety wysokotğuszczowej przyczynia siň do zmniejszonej wydajnoŜci terapii dakarbazynŃ 

(ang. dacarbazine, DTIC) i obniŨonej przeŨywalnoŜci myszy cierpiŃcych na czerniaka, co 

zwiŃzane byğo z utrudnionym dostňpem DTIC do tkanek guza. Co wiňcej, nieprawidğowej 

odpowiedzi kom·rek nowotworowych na DTIC u otyğych myszy towarzyszyğa zwiňkszona 

produkcja syntazy kwas·w tğuszczowych, kaweoliny-1, i P-glikoproteiny (P-gp), 

zaangaŨowanej w wypompowywanie lek·w z kom·rek nowotworowych. Zahamowanie 

syntezy tych biağek odwracağo lekooporny fenotyp kom·rek (Rysunek 9) [163]. 

 Dodatkowo, udowodniono, Ũe inkubacja kom·rek czerniaka z poŨywkŃ znad 

hodowli adipocyt·w skutkowağa redukcjŃ apoptozy wywoğanej cisplatynŃ, docetakselem 

oraz inhibitorem deacetylazy histonu (ang. histone deacetylase inhibitor, SAHA), zwiŃzanŃ 
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z aktywacjŃ szlak·w PI3K/AKT oraz MEK/ERK [164]. Adipocyty wpğywajŃ takŨe na 

odpowiedŦ immunologicznŃ organizmu wzglňdem kom·rek czerniaka. Wykazano, Ũe 

adipocyty cechuje wysoki poziom czŃsteczki PD-L1, kt·ra moŨe oddziağywaĺ z receptorem 

PD-1 obecnym na powierzchni limfocyt·w T, przyczyniajŃc siň w ten spos·b do unikania 

odpowiedzi immunologicznej przez kom·rki nowotworowe. Wykazano, Ũe zahamowanie 

ekspresji genu kodujŃcego biağko PD-L1 w mysich adipocytach zwiňksza 

przeciwnowotworowŃ odpowiedŦ immunologicznŃ [165]. 

  Nasilona oksydacja kwas·w tğuszczowych jest jednym z kluczowych czynnik·w 

hamujŃcych wywoğanŃ inhibitorami szlaku MAPK apoptozň w kom·rkach czerniaka z 

mutacjŃ w genie BRAF. Zjawisko to przyczynia siň tym samym do powstania 

lekoopornoŜci [166]. Jak wspomniano wczeŜniej, proces FAO jest indukowany przez 

bogate w kwasy tğuszczowe egzosomy wydzielane przez adipocyty [157], czemu 

towarzyszy wzrost produkcji receptora kwas·w tğuszczowych ï CD36 ï prezentowanego 

na powierzchni kom·rek nowotworowych [166]. Zahamowanie syntezy tego receptora 

zakğ·ca indukowanŃ metabolicznie metastazň czerniaka w mysim modelu badawczym 

[167]. 

1.2.3.5 Rola czerniaka w r·Ũnicowaniu adipocyt·w 

 Kom·rki czerniaka wydzielajŃ pňcherzyki zawierajŃce mikroRNA zwiŃzane z 

progresjŃ nowotworu, w tym miR-214-3p [81]. Bierze ono udziağ w r·Ũnicowaniu 

adipocyt·w poprzez regulacjň szlaku Wnt/ɓ-katenina. Udowodniono takŨe, Ũe 

podwyŨszona ekspresja tego miR w kom·rkach mysich pre-adipocyt·w 3T3L1 skutkuje 

zwiňkszonŃ ekspresjŃ gen·w kodujŃcych biağka zaangaŨowane w lipogenezň -  m.in. biağka 

wiŃŨŃcego kwasy tğuszczowe 4 (ang. fatty acid-binding protein 4, FABP4), receptora 

gamma aktywowanego przez proliferatory peroksysom·w (ang. perixisome prolifrator-

activated receptor ɔ, PPARɔ) czy adiponektyny (Rysunek 9) [168]. PodsumowujŃc, wyniki 

te sugerujŃ, Ũe kom·rki czerniaka mogŃ byĺ odpowiedzialne za r·Ũnicowanie adipocyt·w, 

uğatwiajŃc tym samym tworzenie niszy sprzyjajŃcej progresji nowotworu. 

1.2.4 Kom·rki ukğadu immunologicznego w niszy nowotworowej 

Jednym z element·w niszy nowotworowej czerniaka sŃ kom·rki ukğadu 

immunologicznego. Ze wzglňdu na fakt, Ũe zagadnienie to nie stanowiğo przedmiotu badaŒ 

niniejszej rozprawy, zostağo ono opisane jedynie w spos·b pobieŨny. 
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WŜr·d kom·rek ukğadu immunologicznego wyr·Ũnia siň limfocyty T, limfocyty B, 

kom·rki NK (ang. natural killer cells), kom·rki dendrytyczne (ang. dendritic cells, DC), 

makrofagi typu M1 oraz M2 oraz mieloidalne kom·rki supresorowe (ang. myeloid-derived 

suppressor cells, MDSC) [10]. W poczŃtkowych etapach rozwoju guza, kom·rki ukğadu 

immunologicznego speğniajŃ swoje fizjologiczne funkcje (Tabela 2). WykazujŃ one efekt 

przeciwnowotworowy poprzez dziağanie cytotoksyczne, indukowanie apoptozy w 

kom·rkach nowotworowych oraz wydzielanie cytokin przeciwnowotworowych. Aktywne 

kom·rki NK wydzielajŃc cytokiny uczestniczŃ w rekrutacji kom·rek prezentujŃcych 

antygen (ang. antigen-presenting cells, APCs). Z kolei makrofagi, neutrofile i kom·rki 

dendrytyczne obecne w mikroŜrodowisku czerniaka fagocytujŃ martwe kom·rki 

nowotworowe i prezentujŃ antygeny wt·rnej odpowiedzi immunologicznej opartej na 

aktywnoŜci kom·rek T [10,169]. 

IstniejŃ trzy gğ·wne typy limfocyt·w T: efektorowe (cytotoksyczne), pomocnicze i 

regulatorowe. Limfocyty CD8+ T efektorowe (ang. T effector, Teff) rozpoznajŃ antygen 

prezentowany przez kom·rki immunologiczne poprzez gğ·wny kompleks zgodnoŜci 

tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC) klasy I i indukujŃ efekt 

cytotoksyczny wzglňdem kom·rek nowotworowych. Aktywowane kom·rki T 

cytotoksyczne CD8+ (Tc) dziağajŃ bezpoŜrednio na kom·rki czerniaka poprzez uwalnianie 

perforyny i granzymu B, indukujŃc apoptozň, oraz poŜrednio poprzez wydzielanie cytokin, 

w tym interferonu gamma (IFN-ɔ) oraz czynnika TNF, co w konsekwencji prowadzi do 

wt·rnej prezentacji antygen·w oraz ekspansji kom·rek T [10,123,170,171]. Limfocyty T 

pomocnicze CD4+ (ang. T helper cells, Th) wiŃŨŃ siň do APCs poprzez kompleks biağkowy 

MHC klasy II i dziňki cytokinom obecnym w mikroŜrodowisku mogŃ r·Ũnicowaĺ siň do 

kilku typ·w kom·rek ukğadu odpornoŜciowego o r·Ũnej funkcji podczas odpowiedzi 

immunologicznej [172]. Aktywacja i ekspansja tych kom·rek jest niezbňdna do 

dğugotrwağej remisji czerniaka. 

Tabela 2 OdpowiedŦ ukğadu immunologicznego skierowana przeciwko kom·rkom 

czerniaka. 

Typ kom·rek immunologicznych 

Rola w odpowiedzi 

przeciwnowotworowej 

 

Kom·rki NK 

WiŃŨŃ siň do kom·rek nowotworowych 

i uwalniajŃ czynniki cytolityczne 

przyczyniajŃc siň do Ŝmierci kom·rek 
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nowotworowych. UczestniczŃ takŨe w 

rekrutowaniu APCs poprzez wydzielanie 

cytokin [10] 

Makrofagi, neutrofile, kom·rki 

dendrytyczne 

UczestniczŃ w procesie fagocytozy 

martwych kom·rek nowotworowych i 

prezentujŃ ich antygeny, kt·re aktywujŃ 

wt·rnŃ odpowiedŦ immunologicznŃ 

[10,169]. 

Limfocyty T pomocnicze (Th) 

Kom·rki te wiŃŨŃ siň do APCs poprzez 

kompleks biağkowy MHC klasy II oraz 

wydzielajŃ cytokiny, kt·re aktywujŃ inne 

kom·rki ukğadu immunologicznego 

prowadzŃce do Ŝmierci kom·rek 

nowotworowych [172]. 

Limfocyty T efektorowe (Teff), 

cytotoksyczne 

RozpoznajŃ antygeny prezentowane 

przez kom·rki ukğadu immunologicznego 

poprzez MHC klasy I i indukujŃ efekt 

cytotoksyczny w kom·rkach 

nowotworowych [10,171]. 

Limfocyty T regulatorowe (Treg) 

Kom·rki te wydzielajŃ cytokiny i 

chemokiny o wğaŜciwoŜciach 

immunosupresyjnych [173,174]. 
Skr·ty: APC ï kom·rki prezentujŃce antygen; MHC ï gğ·wny kompleks zgodnoŜci tkankowej. 

Opisane powyŨej procesy czňsto sŃ niestety zaburzane przez kom·rki 

nowotworowe, kt·re w ten spos·b unikajŃ kontroli ze strony ukğadu immunologicznego. 

DuŨa plastycznoŜĺ kom·rek czerniaka sprawia, iŨ utrwalajŃ one mutacje, kt·re uğatwiajŃ 

im unikanie odpowiedzi immunologicznej [10] m. in. poprzez obniŨenie poziomu syntezy 

antygen·w zwiŃzanych z nowotworem oraz kompleks·w MHC. W ten spos·b kom·rki 

nowotworowe stajŃ siň Ăniewidzialneò dla ukğadu immunologicznego.  

Podsumowanie immunosupresyjnych strategii wykorzystywanych przez kom·rki 

czerniaka zostağo przedstawione w tabeli 3. 

Tabela 3 Rola kom·rek ukğadu immunologicznego w immunosupresji czerniaka. 

Typ kom·rek 

Immunologicznych 
Rola w immunosupresji czerniaka 

Limfocyty T  

¶ Zwiňkszona ekspresja genu kodujŃcego biağko 

CTLA-4 prezentowanego na kom·rkach T hamuje 

aktywnoŜĺ limfocyt·w T prowadzŃc do ich anergii 

[10]. 
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¶ PodwyŨszona synteza czŃsteczki PDL-1 w 

kom·rkach czerniaka w poğŃczeniu z nadekspresjŃ 

genu kodujŃcego PD-1 w limfocytach T skutkuje 

zmniejszeniem puli aktywnych kom·rek T [11]. 

¶ Interakcja pomiňdzy czŃsteczkami PD-1 I PD-L1 

indukuje r·Ũnicowanie limfocyt·w CD4+ w 

limfocyty T regulatorowe, kt·re wydzielajŃ szereg 

cytokin i chemokin o charakterze 

immunosupersyjnym (TGF-ɓ, IL-10, and IL-3) 

[11,12]. 

Limfocyty B  

¶ Kom·rki czerniaka produkujŃ biağko FGF2, kt·re 

stymuluje limfocyty B infiltrujŃce guz do produkcji 

czŃsteczki IGF-1 kluczowej w procesie 

wyksztağcenia opornoŜci na inhibitory BRAF i MEK 

w kom·rkach nowotworowych [175]. 

Makrofagi zwiŃzane z 

nowotworem (ang. tumor-

associated macrophages, 

TAMs)  

¶ WspierajŃ angiogenezň w nowotworze poprzez 

wydzielanie VEGF i IL-8 oraz adrenomedulliny 

[176ï178]. 

¶ WydzielajŃ stymulujŃce progresjň nowotworu 

czŃsteczki takie jak: IL-1, TNFŬ, IFN-ɔ, 

angiotensyna, COX-2 i IL-1ɓ przez co przyspieszajŃ 

wzrost kom·rek nowotworowych i tworzenie 

przerzut·w [179,180]. 

¶ RedukujŃ wraŨliwoŜĺ kom·rek czerniaka na 

inhibitory MEK wywoğujŃce apoptozň w spos·b 

zaleŨny od czŃsteczek TNF-Ŭ i MITF [181]. 

Mieloidalne kom·rki 

supresorowe (ang. 

myeloid-derived 

suppressor cells, MDSCs) 

¶ CharakteryzujŃ siň wysokim poziomem biağek PD-

L1 i IDO (prowadzŃcych do anergii limfocyt·w T 

cytotoksycznych) oraz IL-10 i TGF-ɓ, hamujŃcych 

transport limfocyt·w T [182,183]. 
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¶ StymulujŃ aktywnoŜĺ limfocyt·w T regulatorowych 

[182]. 

¶ RegulujŃ odpowiedŦ limfocyt·w T cytotoksycznych 

w spos·b zaleŨny od argininy [184]. 

¶ ProdukujŃ czynniki pro-angiogenne (np. IL-8, 

MMP-8/9 oraz VEGF) [185]. 

Neutrofile 

¶ SyntetyzujŃ IL-8, wspierajŃc ekstrawazacjň kom·rek 

nowotworowych, kt·ra jest etapem procesu 

tworzenia przerzut·w [186,187]. 

¶ PromujŃ angiogenezň i inwazjň nowotworu poprzez 

wydzielanie proteaz zaangaŨowanych w rearanŨacjň 

skğadu macierzy pozakom·rkowej np. MMP9 [188]. 

Kom·rki NK (ang. Natural 

killer cells, NK cells) 

¶ WydzielajŃ cytokiny (m. in. IFN-ɔ i TNF-Ŭ) 

indukujŃce zmianň fenotypu czerniaka na bardziej 

inwazyjny [189]. 

Skr·ty: CTLA-4ð cytotoksyczne biağko zwiŃzane z limfocytami T 4, PD-1ð biağko 

programowanej Ŝmierci kom·rki 1, PD-L1ðligand biağka programowanej Ŝmierci kom·rki 1, 

FGF2ð czynnik wzrostu fibroblast·w 2, IGF1ð insulinopodobny czynnik wzrostu 1, BRAFð 

protoonkogen B-RAF, kinaza serynowa/treoninowa, MEKð kinaza biağkowa aktywowana 

mitogenem, VEGFð czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego, IL-8ðinterleukina 8, IL-6ð

interleukina 6, IL-1ðinterleukina 1, TNF-Ŭð czynnik martwicy nowotwor·w Ŭ, IFN-ɔð

interferon-ɔ, COX-2ð cyklooksygenaza-2, IL-1ɓðinterleukina 1 ɓ, ECMðmacierz 

pozakom·rkowa, TGF- ɓð czynnik wzrostu nowotworu, MMP-9ð metaloproteinaza macierzy 9, 

IDOð2,3-dioksygenaza indoloaminy. 

1.3 Podsumowanie 

Wraz z postňpem wiedzy o progresji nowotwor·w coraz wiňkszŃ uwagň skupia siň 

nie tylko na kom·rkach nowotworowych ale teŨ na ich otoczeniu. W ostatnich latach 

badacze koncentrujŃ siň na mikroŜrodowisku nowotworu i jego wpğywie na postňp choroby 

i odpowiedzi na leczenie. W przypadku czerniaka doniesienia literaturowe dotyczŃce tej 

tematyki to wyrywkowe badania niekt·rych komponent·w jego otoczenia. Zesp·ğ, kt·rego 

jestem czğonkiem od dawna interesuje siň biologiŃ czerniaka, skupiajŃc siň na jego 

znacznych zdolnoŜciach inwazyjnych oraz potencjalnych strategiach terapeutycznych. 

MajŃc na uwadze jak duŨe znaczenie ma mikroŜrodowisko nowotworu w diagnostyce i 
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leczeniu tej choroby, postanowiono przyjrzeĺ siň wzajemnej interakcji kom·rek czerniaka 

i element·w kom·rkowych jego niszy. Zgğňbianie tego tematu stanowi duŨe wyzwanie ze 

wzglňdu na zğoŨonoŜĺ interakcji w obrňbie TME oraz brak idealnego modelu badawczego. 

Ze wzglňdu na specyfikň tego nowotworu i jego lokalizacjň w niniejszej pracy skupiono 

siň na wybranych elementach niszy czerniaka. 

2 Cel pracy 

Gğ·wnym celem mojej pracy doktorskiej jest analiza wzajemnych oddziağywaŒ 

pomiňdzy kom·rkami linii czerniaka i elementami kom·rkowymi mikroŜrodowiska tego 

nowotworu takimi jak fibroblasty, keratynocyty i adipocyty  zwiŃzane z nowotworem 

(odpowiednio CAFs, CAKs i CAAs). W ramach niniejszej pracy podjňğam ponadto pr·bň 

ustalenia w jakim stopniu wzajemne interakcje pomiňdzy elementami kom·rkowymi TME 

oraz kom·rkami czerniaka wpğywajŃ na procesy zwiŃzane z progresjŃ nowotworowŃ takie 

jak proliferacja, inwazja czy proteoliza. Badania te miağy takŨe na celu zaproponowanie 

mechanizm·w, na kt·rych oparta jest ta relacja oraz wytypowanie czŃsteczek, kt·re biorŃ 

w niej udziağ. 

3 Materiağy i metody 

3.1 Linie kom·rkowe 

Badania przeprowadzono z uŨyciem linii kom·rkowych ludzkiego czerniaka 

pochodzŃcych z ogniska pierwotnego ï WM1341D, A375, SK-MEL-28 oraz z przerzut·w 

do wňzğ·w chğonnych ï WM9, Hs294T. Linie kom·rkowe zakupiono w banku kom·rek 

Rockland Immunochemicals, Inc., oraz ATCC (American Type Culture Collection). 

Prawidğowe ludzkie fibroblasty sk·rne (ang. normal human dermal fibroblaasts, NHDF) 

zakupiono w firmie Lonza. Adipocyty r·Ũnicowano z mysich preadipocyt·w 3T3L1 

zakupionych z banku kom·rek ATCC. UnieŜmiertelnione keratynocyty - HaCaT zostağy 

zakupione w firmie Cell Line Service. Linie kom·rkowe systematycznie poddawano 

autentykacji oraz testowano na obecnoŜĺ mykoplazmy. 

3.2 Bufory

¶ Bufor PBS (10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl, pH 

7,4), 

¶ Bufor TBS (25 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, pH 7,6),

¶ Bufor TBS-T (25 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,6),
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¶ Bufor do lizy kom·rek (0,45% mocznik, 50 mM Tris-HCl, 8,6% sacharoza, 5% 

SDS, 1 mM DTT, pH 7,4), 

¶ Bufor do elektroforezy SDS-PAGE (25 mM Tris 192 mM glicyna, 0,1 % SDS), 

¶ Bufor do transferu mokrego (25 mM Tris, 192 mM glicyna), 

¶ Bufor obciŃŨajŃcy do pr·bek na elektroforezň SDS-PAGE (4 x stňŨony) (240 

mM Tris-HCl, 8% SDS, 40% glicerol, 5% ɓ-merkaptoetanol, 0,04% bğňkit 

bromofenolowy, pH 6,8) , 

¶ Bufor obciŃŨajŃcy do pr·bek do zymografii Ũelatynowej (4 x stňŨony) (40 mM 

Tris-HCl, 4% SDS, 0,12% bğňkit bromofenolowy, 40% glicerol, pH 6,8), 

¶ Bufor do zymografii Ũelatynowej (50 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 

opcjonalnie 2,5% Triton X-100, pH 7,5),

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

kwas octowy);

3.3 Odczynniki 

3.3.1 Odczynniki wykorzystywane do eksperyment·w z zakresu biologii 

molekularnej 

Tabela 4 Spis odczynnik·w oraz zestaw·w odczynnik·w uŨywanych w metodach biologii 

molekularnej. 

Etap Odczynnik/Zestaw odczynnik·w 
UŨywany roztw·r 

(stňŨenie) 

Izolacja RNA 
Universal RNA Purification Kit 

(EURx) 
- 

Trawienie DNA DNaza I (EURx) 5 U/Õl 

Reakcja odwrotnej 

transkrypcji  

High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (ThermoFisher 

Scientific) 

- 

Reakcja PCR 
Color Taq PCR Master Mix (2x) 

(EURx) 
- 

Reakcja qPCR 
PowerUpÊ SYBRÊ Green Master 

Mix (ThermoFisher Scientific) 
- 
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3.3.2 Odczynniki uŨywane do analiz Western Blotting i zymografii  

Tabela 5 Spis roztwor·w odczynnik·w uŨywanych podczas procedury Western Blotting i 

zymografii. 

Etap Odczynnik 
UŨywany roztw·r 

(stňŨenie/rozcieŒczenie) 

Liza kom·rek 

Protease Inhibitor Coctail (Sigma) 1:100 

Phosphatase Inhibitor Coctail 

(Sigma) 
1:100 

Pomiar stňŨenia 

biağka 

NaCl (Chempur) 0,9% w H2O 

Surowicza albumina woğowa (ang. 

Bovine Serum Albumin, BSA) 

(Bioshop) 

1 mg/ml w PBS 

ŧele 

poliakrylamidowe 

TRIS-HCl (Sigma) 
0,5 M pH 6,8 

1,5 M pH 8,8 

Bis-akrylamid (Bioshop) 30% w H2O 

Dodecylosiarczan sodu (ang. 

Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) 

(Sigma) 

10% w H2O 

Nadsiarczan amonu (APS) (Sigma) 10% w H2O 

Tetrametyloetylenodiamina 

(TEMED) (Sigma) 
- 

ŧelatyna (Sigma) 1% w H2O 

Elektroforeza 
Marker mas PageRuler 

(Thermofisher Scientific) 
- 

Transfer mokry  Ponceau S (Bioshop) 
0,1% w 5% w kwasie 

octowym 

Blokowanie 

oddziağywaŒ 

niespecyficznych i 

inkubacja z 

przeciwciağami 

Mleko odtğuszczone (AppliChem) 5% w TBST 

BSA (Bioshop) 5% w TBST 
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Wizualizacja 

wynik·w 

ClarityÊ Western ECL Substrate 

(Biorad) 
- 

Clarity Max Western ECL Substrate 

(Biorad) 
- 

Coomassie Brilliant Blue R-250 

(Millipore) 

0,3% w buforze do 

odbarwiania 

46:12174



45 

 

Tabela 6 Spis przeciwciağ pierwszorzňdowych oraz drugorzňdowych uŨywanych podczas 

analizy Western Blotting. 

Antygen 

Masa 

czŃsteczkowa 

[kDa] 

Pochodzenie Nr katalogowy 
UŨywany 

roztw·r 

AKT 1/2/3 60 
kr·licze, 

monoklonalne 

4691 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

Anty-kr·licze - kozie 
7074S (Cell 

Signaling) 
1:4000 

Anty-mysie - koŒskie 
7076 (Cell 

Signaling) 
1:4000 

Cav-1 21/24 
kr·licze,  

monoklonalne 

3267 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

CD44 68/82 
mysie,  

monoklonalne 

GTX628895 

(GeneTex) 
1:1000 

CK10 60 
kr·licze, 

monoklonalne 
ab76318 (Abcam) 1:10000 

CK14 55 
mysie, 

monoklonalne 
ab7800 (Abcam) 1:1000 

E-kad 135 
mysie, 

monoklonalne 

14472 (Cell 

signaling) 
1:1000 

ERK p44/42 MAPK 42/44 
kr·licze, 

poliklonalne 

9102 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

FABP4 15 
kr·licze, 

poliklonalne 

2120 (Cell 

signaling) 
1:1000 

FAP-Ŭ 97 
mysie, 

monoklonalne 
2191M1 (Sigma) 1:1000 

FASN 260 
mysie, 

monoklonalne 

sc-48357 (Santa 

Cruz) 
1:2000 

Gal-3 31 
kr·licze, 

poliklonalne 

sc-20157 (Santa 

Cruz) 
1:200 

IL6  25 
mysie, 

poliklonalne 
Ab6672 (Abcam) 1:500 
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¶ ŧel zagňszczajŃcy (0,125 M TRIS-HCl, 4% bis-akrylamid, 0,1% SDS, 0,05% APS, 

0,25% TEMED, pH 6,8), 

¶ ŧel rozdzielajŃcy (0,375 M TRIS-HCl, 10% bis-akrylamid, 0,1% SDS, 0,05% 

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

¶ ŧel zymograficzny rozdzielajŃcy (0,375 M TRIS-HCl, 9% bis-akrylamid, 0,1% 

Ũelatyna, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,05% TEMED, pH 8,8;

MMP9 78/89 
kr·licze, 

monoklonalne 
ab76003 (Abcam) 1:1000 

p38 38 
kr·licze, 

monoklonalne 

8690 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

pAKT 1/2/3 (S473) 60 
kr·licze, 

poliklonalne 

9271 (Cell 

signaling) 
1:1000 

PLIN -2 52 
kr·licze, 

poliklonalne 

455353 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

pERK p44/42 MAPK 

(T202/Y204) 
42/44 

kr·licze, 

poliklonalne 

9101 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

p-p38 43 
kr·licze, 

monoklonalne 

4511 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

pSTAT3 90 
mysie, 

monoklonalne 

sc-8059 (Santa 

Cruz) 
1:200 

RUNX2 43/55 
mysie, 

monoklonalne 

390351 (Santa 

Cruz) 
1:200 

SNAI1 29 
kr·licze, 

poliklonalne 

GTX-125918 

(GeneTex) 
1:500 

STAT3 90 
mysie, 

monoklonalne 

sc-8019 (Santa 

Cruz) 
1:200 

TGFRɓIII 110 
kr·licze, 

poliklonalne 

2519 (Cell 

Signaling) 
1:1000 

Twist 25 
mysie, 

monoklonalne 

sc-81417 (Santa 

Cruz) 
1:200 

Wim 54 
kr·licze, 

poliklonalne 

GTX100619 

(GeneTex) 
1:500 

Ŭ-SMA 42 
mysie, 

monoklonalne 
A5228 (Sigma) 1:1000 
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3.3.3 Odczynniki uŨywane do przygotowywania preparat·w mikroskopowych 

Tabela 7 Spis roztwor·w odczynnik·w wykorzystywanych do przygotowania preparat·w 

mikroskopowych. 

Etap Odczynnik 
UŨywany roztw·r 

(stňŨenie/rozcieŒczenie) 

Przygotowanie szkieğek 

do analizy degradacji 

Ũelatyny-FITC  

Szkieğka pokryte poli-L-lizynŃ 

(Corning) 
- 

ŧelatyna-FITC (Invitrogen) 0,2% 

Aldehyd glutarowy (Sigma) 0,5% w H2O 

Borowodorek sodu (ACROS 

Organics) 
5 mg/ml w PBS 

Utrwalanie Formaldehyd (Sigma) 4% w PBS 

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

Blokowanie 

niespecyficznych 

oddziağywaŒ 

przeciwciağ 

BSA (Bioshop) 1% w PBS 

Barwienie kropli 

lipidowych 
Biotium LipidSpotÊ 488 (Biotium) 1:1000 

Barwienie 

filamentarnej aktyny  

Alexa FluorÊ 568 Phalloidin 

(Invitrogen) 
1:100 

Wizualizacja jŃder 

kom·rkowych 
Hoechst 33342 (Invitrogen) 5 Õg/ml 

Mocowanie na szkieğku 
Dako Fluroescence Mounting 

Medium (Dako) 
- 

 

3.3.4 UŨywane zestawy odczynnik·w 

- Cell Proliferation Kit II (XTT) (Roche) 

- SensoLyteÈ 520 MMP14 Assay 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) 

- Lactate-GloTM Assay (Promega) 

- BCA Protein Assay Kit (Thermofisher Scientific) 

3.3.5 Odczynniki uŨywane podczas hodowli kom·rkowej 

Tabela 8 Lista odczynnik·w wykorzystywanych podczas hodowli kom·rkowych wraz z 

ich zastosowaniem. 

Zastosowanie Odczynnik 

Przemywanie kom·rek PBS (IITD PAN) 

Trypsynizacja fibroblast·w, 

adipocyt·w, kom·rek 

czerniaka od dna naczynia 

hodowlanego 

0,25% trypsyno-wersen (Instytut Immunologii i Terapii 

DoŜwiadczalnej, Polska Akademia Nauk, IITD PAN) 

OdğŃczenie keratynocyt·w od 

dna naczynia hodowlanego 

0,05% kwas wersenowy (EDTA) (Invitrogen) 

0,05% trypsyna (Gibco) 

Liczenie kom·rek 0,4% bğňkit trypanu (Sigma) w PBS 

Pokrywanie dna naczyŒ 

hodowlanych do test·w 

migracji i inwazji  

1 mg/ml MatriŨel (BD Biosciences) w peğnym medium 

zawierajŃcym surowicň, antybiotyk i glutaminň 

R·Ũnicowanie fibroblast·w do 

adipocyt·w 

-2 ÕM rosiglitazon (Merck) 

- 0,5 mM IBMX (ang. 3-Isobutyl-1-methylxanthine) 

(Merck) 

- 1 Õg/ml insulina (Sigma Aldrich) 

- 0,25 ÕM deksametazon (Sigma Aldrich) 

 

3.3.6 PoŨywki hodowlane 

Tabela 9 Lista uŨywanych poŨywek hodowlanych i zastosowane suplementy. 

PoŨywka Podstawa Suplementy 

Do hodowli kom·rek 

czerniaka 

DMEM o 

obniŨonej 

- 1% roztw·r antybiotyk·w / 

antymykotyku (100 J/ml penicylina, 
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zawartoŜci 

wňglan·w (IITD 

PAN) 

100 Õg/ml streptomycyna, 

amfoterycyna B) (Gibco) 

- 10% pğodowa surowica bydlňca 

(Gibco) 

- 1% L-glutamina 200 mM (Gibco) 

 

Do hodowli fibroblast·w 

NHDF 
FBM (Lonza) 

FGMTM-2 SingleQuotsTM (Lonza): 

- insulina 

- ludzki czynnik wzrostu fibroblast·w 

typu ɓ 

- gentamycyna/amfoterycyna 

- pğodowa surowica bydlňca 

Do hodowli keratynocyt·w DMEM (Gibco) 

- 1% roztw·r antybiotyk·w / 

antymykotyku (100 J/ml penicylina, 

100 Õg/ml streptomycyna, 

amfoterycyna B) (Gibco) 

- 10% pğodowa surowica bydlňca 

(Gibco) 

 

Do hodowli fibroblast·w 

3T3L1 i adipocyt·w 

DMEM o 

obniŨonej 

zawartoŜci 

wňglan·w (IITD 

PAN) 

- 1% roztw·r antybiotyk·w / 

antymykotyku (100 J/ml penicylina, 

100 Õg/ml streptomycyna, 

amfoterycyna B) (Gibco) 

- 10% pğodowa surowica cielňca 

(Sigma Aldrich) 

- 2 mM L-glutamina (Gibco) 

 

3.3.7 Pozostağe odczynniki: 

- Tween-20 (Sigma) 

- Triton X-100 (Sigma) 

- mocznik (AppliChem) 

- DTT (Sigma) 

- deoksycholan sodu (Sigma) 

- glicerol (Sigma) 

- bğňkit bromofenolowy (Sigma) 

- ɓ-merkaptoetanol (Sigma) 

- Oil Red O (Sigma) 
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- izopropanol (Sigma) 

3.4 Materiağy, sprzňt laboratoryjny oraz oprogramowanie 

- butelki hodowlane, pğytki, szalki oraz jednorazowy sprzňt do hodowli kom·rkowych 

(VWR, Eppendorf, Googlab) 

- filtry typu Transwell o Ŝrednicy 8 Õm (BD Falcon) 

- filtry typu Transwell o Ŝrednicy 0,4 Õm (Corning) 

- pğytki ImageLock do przeprowadzania test·w migracji i inwazji (Essen BioScience) 

- filtry wir·wkowe typu Amicon Ultra-4 10K oraz Ultra-15 10K (Merck) 

- inkubatory (Thermo Scientific i New Brunswick) 

- komory laminarne (Heraeus, Thermo Scientific) 

- licznik kom·rek Eve (NanoEntek) 

- termocykler MJ Mini (Bio-Rad) i StepOne Plus Real-Time PCR oraz oprogramowanie 

StepOne Software (Applied Biosystems) 

- aparat do elektroforezy biağek i do mokrego transferu Mini-PROTEAN (Bio-Rad) 

- wir·wki (Benchmark PlateFuge, Eppendorf, Sigma) 

- czytniki pğytkowe: GloMax Discover plate reader (Promega), ÕQuant oraz 

oprogramowanie Gen5 (Bio-Tek) 

- mikrospektrofotometr: NanoPhotometer P360 Spectrometer (Implen GmbH) 

- mikroskop 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 dokumentacji membran oraz Ũeli ChemiDoc i oprogramowanie ImageLab (Bio-

Rad) 

- cytometr przepğywowy NovoCyte i oprogramowanie NovoExpress (ACEA) 
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- mikroskop IncuCyteÈ Live-Cell Imaging and Analysis oraz program IncuCyteÈ ZOOM 

(Essen BioScience) 

- program graficzny ImageJ (Fabrice COrdeli, Insitute Curie, Orsay, France) 

- program do analiz statystycznych GraphPad Prism 7 (GraphPad Software) 

- program do projektowania starter·w SnapGene Viewer (SnapGene Software) oraz 

aplikacja internetowa do sprawdzania ich specyficznoŜci 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 

- czňŜĺ rysunk·w przygotowano z uŨyciem gotowych element·w pobranych ze strony 

https://smart.servier.com/ udostňpnianych na podstawie licencji CC BY 4.0 

3.5 Metody 

3.5.1 Hodowla kom·rek 

Kom·rki czerniaka hodowano w poŨywce DMEM zawierajŃcej 4,5 g/l glukozy, 1,5 

g/l NaHCO3, z dodatkiem 2mM glutaminy, 1% mieszanki antybiotyku-antymykotyku oraz 

10% pğodowej surowicy bydlňcej (ang. Fetal Bovine Serum, FBS).  

Prawidğowe ludzkie fibroblasty sk·rne hodowano w poŨywce FBM (Fibroblasts 

Growth Basal Medium) suplementowanej dedykowanŃ do ich hodowli mieszaninŃ 

FGMTM-2 SingleQuotsTM.  

Adipocyty r·Ũnicowano z mysich preadipocyt·w 3T3L1 zgodnie z protokoğem 

opisanym przez Zebisch [190]. Dwa dni po osiŃgniňciu przez kom·rki konfluencji 

preadipocyty inkubowano z mieszaninŃ rosiglitazonu, IBMX, insuliny oraz deksametazonu 

przez 48 godzin, a nastňpnie przez kolejne 48 godzin hodowano je w obecnoŜci insuliny. 

Adipocyty hodowano w tej samej poŨywce co kom·rki czerniaka, z dodatkiem tych samych 

suplement·w, z wyjŃtkiem surowicy krwi bydlňcej, kt·ra w przypadku kom·rek 

tğuszczowych zastŃpiona byğa 10% surowicŃ krwi cielňcej (FCS). Optymalizacjň metody 

hodowli i r·Ũnicowania adipocyt·w przeprowadziğa dr Aleksandra Simiczyjew. 

Kom·rki czerniaka, fibroblasty oraz preadipocyty pasaŨowano dwa razy w tygodniu 

z wykorzystaniem 0,25% trypsyny, w celu podtrzymania hodowli. PasaŨ kom·rkowy 

przeprowadzano poprzez przemywanie kom·rek, a nastňpnie ich inkubacjň w roztworze 

0,25% trypsyny przez okoğo 2 minuty w temperaturze 37ÁC. Reakcjň trypsynizacji 
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zatrzymywano poprzez dodanie peğnej poŨywki hodowlanej. Nastňpnie kom·rki wirowano 

przy prňdkoŜci 100 x g przez 5 minut. 

Hodowlň keratynocyt·w prowadzono w poŨywce DMEM z dodatkiem 10% 

surowicy krwi bydlňcej oraz 1% mieszanki antybiotyku-antymykotyku. PasaŨ kom·rkowy 

przeprowadzano dwa razy w tygodniu w spos·b analogiczny do opisanego powyŨej pasaŨu 

pozostağych linii, z wyjŃtkiem reakcji trypsynizacji, kt·ra poprzedzona byğa inkubacjŃ 

kom·rek z roztworem 0,05% EDTA przez 10 min w 37ÁC. Trypsynizacjň prowadzono przy 

uŨyciu roztworu 0,05% trypsyny i 0,025% EDTA przez 3 min w 37ÁC. Nastňpnie po 

zatrzymaniu reakcji poprzez dodanie peğnej poŨywki hodowlanej, kom·rki wirowano przy 

prňdkoŜci 300 x g przez 5 minut. Optymalizacjň metody hodowli keratynocyt·w 

przeprowadziğa dr Ewelina Dratkiewicz. 

Wszystkie typy kom·rek hodowano w inkubatorze zapewniajŃcym standardowe 

warunki hodowli (37ÁC, 5% CO2, 95% wilgotnoŜci powietrza). 

3.5.1.1  Warunki prowadzenia kokultury  

3.5.1.2 Przygotowanie poŨywek kondycjonowanych 

Kom·rki czerniaka hodowane byğy w butelkach hodowlanych (75 cm2) do 

osiŃgniňcia 70-80% konfluencji. Nastňpnie przemywano je trzykrotnie buforem PBS, po 

czym dodawano ŜwieŨŃ poŨywkň pozbawionŃ FBS. Kom·rki inkubowano przez kolejne 

72 godz., po upğywie kt·rych poŨywki zbierano, wirowano w warunkach 1000 x g przez 

15 min i mroŨono w -20ÁC. PoŨywki zebrane z przynajmniej trzech powt·rzeŒ 

biologicznych rozmraŨano na lodzie, ğŃczono w obrňbie danego warunku, filtrowano przez 

filtry o porach wielkoŜci 0,22 Õm, porcjowano i przechowywano w temperaturze -20ÁC 

(Rysunek 11). 

 

Rysunek 11 Schemat przedstawiajŃcy uzyskiwanie poŨywek kondycjonowanych znad hodowli 

kom·rek czerniaka. 
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3.5.1.3 Hodowla kom·rek prawidğowych z poŨywkami kondycjonowanymi znad 

hodowli kom·rek czerniaka 

Fibroblasty, keratynocyty oraz preadipocyty 3T3L1 wysiewano na pğytki 6-

doğkowe (VWR). Nastňpnego dnia fibroblastom i keratynocytom zmieniano poŨywki na 

mieszaninň w stosunku 1:1 poŨywki peğnej odpowiedniej dla danego typu kom·rek oraz 

poŨywki kondycjonowanej (PK) znad hodowli kom·rek czerniaka, kt·rej otrzymywanie 

opisano w podrozdziale 3.5.1.2. W przypadku preadipocyt·w wczeŜniej prowadzono ich 

r·Ũnicowanie do dojrzağych adipocyt·w w spos·b opisany w rozdziale 3.5.1.1. Hodowlň 

kom·rek w obecnoŜci PK prowadzono przez 7 dni, w trakcie kt·rych kom·rkom 

jednokrotnie zmieniano poŨywkň (Rysunek 12). Po upğywie tego czasu kom·rki zbierano i 

wykorzystywano do dalszych badaŒ lub przemywano je buforem PBS i inkubowano w 

poŨywkach pozbawionych FBS przez 72 godz. w celu analizy poziomu biağek 

wydzielanych poza kom·rkň. Kontrolň w kaŨdym eksperymencie stanowiğy kom·rki 

prawidğowe hodowane w mieszaninie 1:1 poŨywki peğnej odpowiedniej dla danego typu 

kom·rek prawidğowych oraz poŨywki stanowiŃcej bazň PK ï DMEM pozbawiony 

surowicy krwi bydlňcej. 

 

Rysunek 12 Hodowla kom·rek prawidğowych z poŨywkami kondycjonowanymi znad hodowli 

kom·rek czerniaka. 

3.5.1.4 Hodowla poŜrednia kom·rek prawidğowych i kom·rek czerniaka 

Kom·rki prawidğowe hodowane byğy w obecnoŜci kom·rek czerniaka z uŨyciem 

systemu opartego na insertach typu Transwell. W zaleŨnoŜci od eksperymentu na doğek 

pğytki 6-doğkowej wysiewany byğ jeden typ kom·rek (kom·rki prawidğowe lub 

nowotworowe), nastňpnie w kaŨdym doğku umieszczano insert z filtrem o porach 0,4 Õm, 

na kt·ry wysiewano drugi typ kom·rek (kom·rki prawidğowe lub nowotworowe). 

Kokultura poŜrednia prowadzona byğa przez 7 dni. W trakcie hodowli poŨywki byğy 

jednokrotnie zmieniane (Rysunek 13). BiorŃc pod uwagň to, Ũe warunki hodowli poŜredniej 

muszŃ byĺ odpowiednie dla obu typ·w kom·rek, kokulturň prowadzono z uŨyciem 
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mieszaniny poŨywek optymalnych dla kom·rek prawidğowych i nowotworowych 

zmieszanych w stosunku 1:1, dlatego kontrolň dla kaŨdego eksperymentu stanowiŃ 

kom·rki hodowane w analogicznej mieszaninie poŨywek. 

 

Rysunek 13 Schemat przedstawiajŃcy system kokultury poŜredniej kom·rek prawidğowych i 

kom·rek czerniaka wykorzystywany do analizy wpğywu kom·rek TME na kom·rki czerniaka (A) 

oraz zmian w kom·rkach prawidğowych zachodzŃcych pod wpğywem kom·rek nowotworowych 

(B). 

3.5.2  Test proliferacji  

W celu okreŜlenia tempa proliferacji kom·rek zastosowano zestaw Cell Proliferation 

Kit II/XTT, wykorzystujŃcy zdolnoŜĺ aktywnych metabolicznie kom·rek do przetwarzania 

soli tetrazolowej (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-

Carboxanilide) w formazan, kt·rego iloŜĺ mierzona jest kolorymetrycznie. Kom·rki 

pochodzŃce z kokultury lub traktowane poŨywkami kondycjonowanymi wysiewano na 

pğytki 96-doğkowe, zaŜ po 24 (T24), 48 (T48) lub 72 (T72) godz. poŨywkň zastňpowano 

ŜwieŨŃ z dodatkiem odczynnika XTT i inkubowano w temp. 37ÁC przez 3 godz. Nastňpnie 

dokonywano pomiar·w absorbancji powstağego produktu przy dğugoŜci fali 450 nm z 

uŨyciem czytnika pğytek ÕQuant i oprogramowania Gen5. Wyniki korygowano o 

absorbancjň tğa (pr·ba Ŝlepa oraz pomiar dla niespecyficznego sygnağu przy 630 nm), po 

czym obliczano tempo proliferacji kom·rek dzielŃc wartoŜĺ pomiaru T48 oraz T72 przez 

T24 i ustalajŃc proliferacjň dla kom·rek kontrolnych jako 100%. 

3.5.3  Testy migracji i inwazji  

3.5.3.1 Testy zarastania rysy 2D i 3D 

Pğytki typu ImageLock 96-doğkowe pokrywano MatriŨelem w stňŨeniu 1 mg/ml 

i inkubowano w temperaturze 37ÁC przez 30 minut w celu uzyskania jego 

spolimeryzowanej formy. Na przygotowane w ten spos·b pğytki wysiewano kom·rki 

pochodzŃce z kokultury lub traktowane poŨywkami kondycjonowanymi w liczbie 30-50 

tys. na doğek, nastňpnie inkubowano je przez 24 godz., po czym przy pomocy narzňdzia 
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WoundMaker we wszystkich doğkach r·wnolegle tworzono rysy i odklejone kom·rki 

odmywano buforem PBS. W celu oceny inwazji na powstağŃ rysň oraz bezpoŜrednio na 

kom·rki dodawano dodatkowŃ warstwň MatriŨelu, kt·rego polimeryzacjň prowadzono w 

inkubatorze kom·rkowym przez 1 godzinň. Nastňpnie bezpoŜrednio na kom·rki (w 

przypadku testu migracji 2D) lub na pokrywajŃcŃ je warstwň biağek macierzy (w teŜcie 

inwazji 3D) dodawano poŨywkň hodowlanŃ (Rysunek 14). Zdjňcia kom·rek zarastajŃcych 

rysň wykonywano co 2 godz. przez minimum 36 godzin z uŨyciem systemu IncuCyteÈ 

Live-Cell Imaging and Analysis. Wyniki byğy analizowane przy pomocy programu 

IncuCyteÈ ZOOM wyliczajŃcego stopieŒ zarastania rysy (ang. Relative Wound Density), 

odzwierciedlajŃcy wzrost pokrycia powierzchni rysy przez kom·rki w czasie. 

 

Rysunek 14 Schematyczne przedstawienie warunk·w test·w zarastania rysy. 

3.5.3.2 Test inwazji przy uŨyciu insert·w typu Transwell 

Kom·rki pochodzŃce z kokultury lub po traktowaniu poŨywkami 

kondycjonowanymi inkubowano z poŨywkŃ pozbawionŃ FBS przez 24 godz. Nastňpnie 50 

tys. kom·rek wysiewano na pokryte MatriŨelem filtry typu Transwell z porami o Ŝrednicy 

8 Õm i umieszczano je w doğkach pğytki 24-doğkowej. Na dno kaŨdego doğka pğytki 

dodawano poŨywkň zawierajŃcŃ pğodowŃ surowicň bydlňcŃ w stňŨeniu 20%, sğuŨŃcŃ jako 

chemoatraktant (Rysunek 15). Po upğywie 24 godz. kom·rki obecne na g·rnej czňŜci filtra 

wraz z MatriŨelem usuwano, natomiast kom·rki, kt·re przemieŜciğy siň przez membranň 

utrwalano roztworem 4% formaldehydu. JŃdra kom·rkowe wybarwiano przy uŨyciu 

odczynnika Hoechst 33342 i zliczano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego 

Olympus. Wyniki przedstawiono jako relatywny wsp·ğczynnik inwazji (%) w odniesieniu 

do kom·rek kontrolnych. 
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Rysunek 15 Schemat przedstawiajŃcy warunki testu inwazji z uŨyciem filtr·w typu Transwell. 

3.5.4  Metody analizy biağek 

3.5.4.1 Pomiar stňŨenia biağka 

Do pomiar·w stňŨenia biağka wykorzystywano metodň opartŃ na uŨyciu kwasu 

bicinchoninowego (ang. Bicinchoninic acid, BCA) zgodnie z zaleceniami producenta 

stosowanego zestawu. Pr·bki zawierajŃce biağko rozcieŒczano trzykrotnie roztworem 

NaCl o stňŨeniu 0,9%, po czym nakğadano je w objňtoŜci 5 Õl na doğki pğytki 96-doğkowej 

w dw·ch powt·rzeniach technicznych. Nastňpnie przygotowywano mieszaninň poprzez 

rozcieŒczenie w stosunku 1:50 dw·ch skğadowych zestawu i dodawano po 100 Õl 

mieszaniny do kaŨdej pr·bki obecnej na pğytce. Pr·by inkubowano w 37ÁC przez 30 min. 

Po upğywie tego czasu pğytkň doprowadzano do temperatury pokojowej i absorbancjň 

pr·bek przy dğugoŜci fali 550 nm mierzono przy uŨyciu czytnika pğytek ÕQuant i 

oprogramowania Gen5. Wyniki korygowano o ŜredniŃ wartoŜĺ absorbancji tğa. StňŨenia 

biağka w pr·bach obliczano na podstawie wykonanej wczeŜniej krzywej standardowej. 

3.5.4.2 Zymografia Ũelatynowa 

Kom·rki traktowane poŨywkami kondycjonowanymi lub pochodzŃce z kokultury, 

po upğywie 7-dniowej inkubacji, przemywano trzykrotnie PBS i inkubowano je w poŨywce 

bez FBS przez 72 godz. Nastňpnie poŨywki zbierano, wirowano przez 10 min przy 

prňdkoŜci 1000 x g, po czym supernatant przechowywano w temperaturze -20ÁC. Pr·bki 

rozmraŨano na lodzie i zagňszczano je z uŨyciem filtr·w typu Amicon Ultra-4 10K 

(Millipore) poprzez wirowanie przy prňdkoŜci 5 000 x g w 4ÁC do momentu zredukowania 

objňtoŜci poŨywki do 50 Õl. ZawartoŜĺ biağka w otrzymanych pr·bach mierzono z pomocŃ 

opisanej wczeŜniej metody BCA. Na podstawie obliczeŒ przygotowywano pr·by o r·wnej 

zawartoŜci biağka, do kt·rych dodawano niedenaturujŃcy bufor obciŃŨajŃcy. 

Do eksperymentu wykorzystywano Ũele poliakrylamidowe o gruboŜci 1 mm 

z dodatkiem 0,1% Ũelatyny. Pr·bki o zawartoŜci okoğo 0,5-1 Õg biağka rozdzielano 
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elektroforetycznie przy natňŨeniu prŃdu 20 mA przez okoğo 2 godziny. Po zakoŒczonym 

rozdziale Ũele przemywano w buforze do zymografii z dodatkiem Tritonu X-100 

(opcjonalnie dodawano ZnCl2) dwukrotnie po 30 min w celu odmycia SDS. Kolejno, Ũele 

inkubowano w buforze pozbawionym detergentu w temperaturze 37ÁC przez 18 godz. Po 

tym czasie biağka obecne w Ũelu wybarwiano z uŨyciem Coomassie Brilliant Blue R w 

temperaturze pokojowej przez 30 minut, a nastňpnie odpğukiwano niespecyficznie 

zwiŃzany barwnik buforem zawierajŃcym kwas octowy i metanol. W wyniku tego 

eksperymentu otrzymywano niebieski Ũel, kt·rego zabarwienie pochodziğo od zwiŃzanego 

do Ũelatyny barwnika Coomassie, z bezbarwnymi prŃŨkami obecnymi w miejscach 

trawienia przez Ũelatynazy (MMP2 i MMP9). Zdjňcia Ũeli wykonywano z pomocŃ 

urzŃdzenia ChemiDoc i programu ImageLab. Analizň densytometrycznŃ przeprowadzano 

za pomocŃ programu Image J. 

3.5.4.3 Western Blotting 

W celu analizy poziomu biağek wewnŃtrzkom·rkowych kom·rki pochodzŃce 

z kokultury lub hodowane w obecnoŜci PK po upğywie 7 dni hodowli przenoszono na l·d, 

przemywano buforem PBS, zbierano poprzez zdrapywanie w buforze mocznikowym 

i ekstrakty zamraŨano w temp. -80ÁC. Nastňpnie lizaty rozmraŨano na lodzie, wirowano 

przez 10 min przy prňdkoŜci 12 000 x g w 4ÁC i supernatant przenoszono do ŜwieŨych 

prob·wek. Poziom biağek pozakom·rkowych analizowano w pr·bkach poŨywek 

przygotowanych analogicznie do pr·b wykorzystywanych w zymografii Ũelatynowej 

opisanej w podrozdziale 3.5.4.2.  

Pr·by zawierajŃce takŃ samŃ iloŜĺ biağka przygotowane poprzez dodanie buforu 

obciŃŨajŃcego i denaturacjň w temperaturze 95ÁC przez 5 minut nakğadano na Ũele 

poliakrylamidowe (10%), rozdzielano poprzez elektroforezň w warunkach denaturujŃcych 

(SDS-PAGE), po czym wykonywano transfer rozdzielonych w Ũelu biağek na membranň 

nitrocelulozowŃ [191,192]. JakoŜĺ przeprowadzonego transferu oceniano na podstawnie 

barwienia biağek obecnych na membranie odczynnikiem Ponceau S. Nastňpnie potencjalne 

miejsca niespecyficznego wiŃzania przeciwciağ blokowano poprzez inkubacjň membran w 

5% roztworze odtğuszczonego mleka rozpuszczonego w buforze TBST w temperaturze 

pokojowej przez 1 godzinň. Kolejnym krokiem byğa nocna inkubacja membran z 

pierwszorzňdowymi przeciwciağami specyficznymi dla badanych biağek, kt·rych spis i 

zastosowane stňŨenia moŨna znaleŦĺ w tabeli 6. Nastňpnego dnia nadmiar 

pierwszorzňdowych przeciwciağ odmywano poprzez trzykrotne pğukanie membran 
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buforem TBST, po czym membrany inkubowano z drugorzňdowymi przeciwciağami 

skoniugowanymi z peroksydazŃ chrzanowŃ przez 1 godzinň w temperaturze pokojowej. Po 

upğywie tego czasu membrany trzykrotnie przemywano buforem TBST i inkubowano z 

mieszaninŃ odczynnik·w z zestawu ECL. Po dw·ch minutach inkubacji membrany 

przenoszono do urzŃdzenia ChemiDoc i za pomocŃ programu Image Lab (ver. 6.0) 

dokonywano wizualizacji wynik·w. Wyniki normalizowano do cağkowitej zawartoŜci 

biağka obliczanej na podstawie barwienia z odczynnikiem Ponceau S. Na podstawie 

odczytu przeprowadzano analizň densytometrycznŃ prŃŨk·w z uŨyciem programu Image 

Lab (ver. 6.0).  

Nasz zesp·ğ badawczy od lat bada zmiany w cytoszkielecie aktynowym w 

kom·rkach nowotworowych i dziňki naszemu doŜwiadczeniu jesteŜmy Ŝwiadomi, Ũe 

poziom aktyny nie jest wğaŜciwŃ kontrolŃ dla techniki Western blotting, ze wzglňdu na 

nier·wne iloŜci jej izoform (beta i gamma) w kom·rkach nowotworowych [193ï196]. Co 

wiňcej, w przeszğoŜci normalizowaliŜmy wyniki analizy Western blotting do biağka 

GAPDH, jednakŨe bardzo czňsto obserwowaliŜmy r·Ũnice w jego poziomie pomiňdzy 

r·Ũnymi liniami kom·rek nowotworowych. Istnieje wiele danych literaturowych 

ŜwiadczŃcych o tym, Ũe poziom GAPDH jest zwiňkszony w kom·rkach nowotworowych, 

a ekspresja jego genu r·Ũni siň nawet pomiňdzy pr·bkami pochodzŃcymi od jednego 

pacjenta [197]. Ze wzglňdu na fakt, Ũe wiele biağek, kt·re potencjalnie mogŃ byĺ stosowane 

jako kontrola ğadowania, w kom·rkach nowotworowych ulega produkcji na zmiennym 

poziomie, zakğadamy, Ũe najdokğadniejszym rozwiŃzaniem jest normalizacja wynik·w do 

poziomu biağka cağkowitego (na podstawie barwienia odczynnikiem Ponceau S). Warto 

r·wnieŨ nadmieniĺ, iŨ badamy kom·rki czerniaka, kt·re ulegajŃ zmianom pod wpğywem 

kom·rek z otoczenia, a poziom biağek stosowanych jako kontrola ğadowania w analizie 

Western blotting w tym przypadku moŨe ulec zmianie w kom·rkach nowotworowych w 

wyniku ich hodowli z kom·rkami mikroŜrodowiska. Zgodnie z literaturŃ normalizacja 

wynik·w do biağka cağkowitego wybarwionego odczynnikiem Ponceau S jest coraz 

czňŜciej stosowana, a zalety tego podejŜcia sŃ szeroko opisywane [198,199]. W jednej 

z prac poŜwiňconej tej tematyce badacze por·wnali sygnağ uzyskany dla barwienia aktyny, 

GAPDH, Ponceau S i Coomassie Brilliant Blue przy r·Ũnych stňŨeniach biağka i najbardziej 

powtarzalnŃ metodŃ okazağo siň barwienie odczynnikiem Ponceau S [199]. 
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3.5.4.4 Test aktywnoŜci proteazy MMP14 

W celu weryfikacji poziomu aktywnoŜci metaloproteazy MMP14 w badanych 

kom·rkach, wykorzystano zestaw SensoLyteÈ 520 MMP14 Assay Kit w spos·b zalecany 

przez producenta. Kom·rki przemyto buforem PBS i zbierano w buforze lizujŃcym 

stanowiŃcym element zestawu (Component D z 0,1% Triton X-100). Lizaty wirowano w 

temp. 4ÁC przez 10 minut przy prňdkoŜci 2 500 x g, a nastňpnie supernatant przenoszono 

do ŜwieŨych prob·wek. StňŨenie biağka w pr·bach mierzono z uŨyciem opisanej wczeŜniej 

metody BCA, po czym przygotowywano pr·by zawierajŃce 30 Õg biağka rozcieŒczajŃc je 

buforem reakcyjnym. MMP14 aktywowano poprzez inkubacjň pr·b w temp. 37ÁC przez 2 

godziny z dodatkiem 1 nM APMA (octan 4-aminofenylortňci). Nastňpnie do pr·bek 

dodawano substratu i reakcjň enzymatycznŃ prowadzono w temp. 37ÁC przez 30 minut, po 

czym zatrzymywano jŃ poprzez dodanie roztworu Stop Solution. PozytywnŃ kontrolň 

stanowiğ rekombinowany enzym MMP14 w stňŨeniu 2,5 ng/ml, natomiast do kontroli tğa 

wykorzystano bufor reakcyjny. Strawiony substrat wykazuje wğaŜciwoŜci fluorescencyjne, 

kt·re odczytywano przy dğugoŜci fali 490/520 nm przy pomocy czytnika pğytek GloMax 

Discover plate reader (Promega). Otrzymane wyniki pomniejszano o wartoŜci fluorescencji 

tğa i przedstawiano jako stosunek zmiany aktywnoŜci MMP14 w por·wnaniu do kontroli. 

3.5.4.5 Analiza sekretomu  

W celu ustalenia skğadu sekretomu kom·rek hodowanych w kokulturze oraz 

inkubowanych z poŨywkami kondycjonowanymi wykorzystano zestawy: Human 

Cytokine, Angiogenesis i Proteases Array. Zestawy umoŨliwiajŃ detekcjň 36 cytokin oraz 

chemokin, 55 biağek zwiŃzanych z angiogenezŃ oraz 35 r·Ũnych proteaz poprzez uŨycie 

przeciwciağ zwiŃzanych na membranach nitrocelulozowych. Zestawy zastosowano zgodnie 

z zaleceniami producenta. PoŨywki hodowlane zebrane znad hodowanych kom·rek 

zagňszczano jak w przypadku pr·bek do zymografii Ũelatynowej z uŨyciem filtr·w Amicon 

Ultra-4 10K. Nastňpnie pr·bki o identycznej zawartoŜci biağka inkubowano z koktajlem 

biotynylowanych przeciwciağ detekcyjnych (ang. biotinylated detection antibodies coctail), 

po czym pr·by nanoszono na membrany nitrocelulozowe doğŃczone do zestawu. Kolejnym 

krokiem byğo przemycie membran i ich inkubacja z roztworem streptawidyny 

skoniugowanej z peroksydazŃ chrzanowŃ (Rysunek 16). Sygnağ chemiluminescencyjny 

mierzono z wykorzystaniem sprzňtu ChemiDoc i programu ImageLab. Wyniki byğy 

korygowane o wartoŜci tğa i normalizowane do Ŝredniej intensywnoŜci sygnağu pr·b 

referencyjnych obecnych na kaŨdej membranie. 
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Rysunek 16 Schemat metody analizy wydzielanych biağek. 

3.5.5  Techniki biologii molekularnej  

3.5.5.1 Izolacja RNA 

Izolacjň cağkowitego RNA przeprowadzano z uŨyciem zestawu GeneMATRIX 

Universal RNA Purifixation Kit zgodnie z zaleceniami producenta. Kom·rki pochodzŃce 

z kokultury lub inkubacji z poŨywkŃ kondycjonowanŃ wysiewano na 6-doğkowe pğytki, po 

upğywie 24 godzin przemywano je buforem PBS i zbierano w 400 Õl buforu RL z 

dodatkiem 4 Õl ɓ-merkaptoetanolu. Kolejnym krokiem byğa homogenizacja pr·bek na 

kolumienkach, po kt·rej przeprowadzano denaturacjň biağek z uŨyciem 70% etanolu. 

Nastňpnie pr·bki umieszczano w kolumienkach wiŃŨŃcych, przemywano buforem DN1 i 

w celu wyeliminowania z pr·bek DNA, prowadzano reakcjň trawienia z DNAzŃ I (1 

U/pr·bň) w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po inkubacji pr·bek z DNAzŃ 

kolumienki przemywano buforami Wash RB1 i RBW. Elucjň RNA przeprowadzano z 

uŨyciem wody wolnej od RNAz, a jego stňŨenie mierzono z wykorzystaniem 

mikrospektrofotometru UV-VIS. 

3.5.5.2 Odwrotna transkrypcja  

cDNA uzyskiwano w reakcji odwrotnej transkrypcji z uŨyciem High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit. KaŨda pr·bka zawierağa 0.5 Õg RNA w 10 Õl 

mieszaniny, skğad kt·rej podano w tabeli 10.  

Tabela 10 Skğad mieszaniny dla pojedynczej pr·by uŨytej do reakcji odwrotnej 

transkrypcji. 

Skğadnik mieszaniny ObjňtoŜĺ skğadnika 

Odwrotna transkryptaza o stňŨeniu 50 U/Õl 0,5 Õl 

Mieszanina dNTP o stňŨeniu 100 mM 0,4 Õl 

Bufor RT 10x 1 Õl 
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Mieszanina losowych starter·w 10x 1 Õl 

0,5 Õg RNA zawieszone w wodzie wolnej od RNaz 7,1 Õl 

Reakcjň odwrotnej transkrypcji prowadzono z wykorzystaniem termocyklera MJ Mini, 

stosujŃc program skğadajŃcy siň z nastňpujŃcych etap·w:  

1) PrzyğŃczanie starter·w: 10 min, temp. 25ÁC. 

2) Odwrotna transkrypcja: 2 godz., temp. 37ÁC. 

3) Inaktywacja transkryptazy: 5 min, temp. 85ÁC. 

Otrzymane w wyniku reakcji cDNA rozcieŒczano 10 ïkrotnie wodŃ wolnŃ od RNaz 

i przechowywano w temperaturze -20ÁC. 

3.5.5.3 qPCR 

W celu pomiaru poziomu ekspresji wybranych gen·w w kom·rkach pochodzŃcych 

z kokultury lub traktowanych poŨywkami kondycjonowanymi wykorzystano analizň 

iloŜciowŃ PCR. Badania przeprowadzono z uŨyciem zestawu PowerUpÊ SYBRÊ Green 

Master Mix i urzŃdzenia StepOnePlus Real-Time PCR. KaŨda pr·bka zawierağa 8 Õl 

mieszaniny, kt·rej skğad zamieszczono w tabeli 11. oraz 2 Õl cDNA powstağego w reakcji 

odwrotnej transkrypcji opisanej w podrozdziale 3.5.5.2. 

Tabela 11 Skğad mieszaniny reakcyjnej uŨytej w analizie qPCR. 

Skğadnik mieszaniny ObjňtoŜĺ skğadnika 

PowerUpÊ SYBRÊ Green Master Mix 5 Õl 

Starter przedni 1 Õl 

Starter wsteczny 1 Õl 

Woda do biologii molekularnej 1 Õl 

 

Otrzymane wyniki normalizowano do ekspresji genu referencyjnego HPRT1 lub 

EEF2 na podstawie wzoru opartego o wsp·ğczynnik CT (ang. threshold cycle value) (ȹCT 

= 2 -̂(CT badanego genu ī CT genu referencyjnego). Sekwencje uŨytych starter·w 

przedstawiono w tabeli 12. 

Tabela 12 Spis starter·w wykorzystanych do metody qPCR. 

Gen Starter przedni Starter wsteczny 

ADIPOQ AATCTTGCCCAGTCATGCCG CCTTAGGACCAAGAAGACCTGC 
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CYP1A1 GGAGCCTCATGTATTTGGTG CTGGTTTACAAAGACACAACGC 

EEF2 GACATCACCAAGGGTGTGCAG TCAGCACACTGGCATAGGC 

FABP4 GCTTGTCTCCAGTGAAAACTTCG CCAGTTTGAAGGAAATCTCGGTG 

FADS1 CGCCAAACGCGCTACTTTACTTG CATCCTGACCCGCGTAGTGG 

GLUT1 CAGCAAGAAGCTGACGGGT CAGAAAAGATGGCCACTGAGAGG 

GLUT3 ATGGGGACACAGAAGGTCAC CGGAAAATATGGCCACAGACA 

HPRT1 GACCAGTCAACAGGGGACAT GCTTGCGACCTTGACCATCT 

LEP GAGACCCCTGTGTCGGTTC GGAATGAAGTCCAAGCCAGTGAC 

MCT-1 GCTTTCATTTCCATCGGCTTC CAAGCAGCCACCAACAATC 

MITF  GTAAACACCAACGTGCCCCG ATCTTGCCGATGCTGTGCAG 

NHE1 CTCATCGCCTCAGGAGTAG GGTGCTGATGACGAAGGTC 

PLIN1 CTCCAGAGAGTTCTGCAGCTG CAACTCATTGGCAGCTGTGAAC 

RETN CAAGACTTCAACTCCCTGTTTCC GGAAACCACGCTCACTTCCC 

SC4MOL GTGTTGGCGTGTTCAGCTCTG AGATGGCTTCGTGAACTATCAGGG 

TIMP1 GCTTCTGGCATCCTGTTGTTG ACGCTGGTATAAGGTGGTCTG 

TIMP2 GGTCAGTGAGAAGGAAGTGGAC GGGGGCCGTGTAGATAAACTC 

TIMP3 GCCTTCTGCAACTCCGACATC CAGCTTAAGGCCACAGAGACTC 

 

3.5.5.4  Analiza poziomu wydzielanego mleczanu 

Poziom wydzielanego mleczanu oceniano z uŨyciem zestawu Lactate-GloTM. W tej 

metodzie mleczan obecny w poŨywce zebranej znad hodowli badanych kom·rek ulega 

oksydacji katalizowanej przez dehydrogenazň mleczanu. Reakcja ta sprzňŨona jest z 

redukcjŃ czŃsteczek NAD+ do NADH, kt·re w kolejnym kroku sŃ zuŨywane do redukcji 

pro-lucyferyny do lucyferyny wykorzystanej nastňpnie do wytworzenia 

chemiluminescencji (Rysunek 17). Eksperyment byğ przeprowadzony zgodnie z 

zaleceniami producenta zestawu.  
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Rysunek 17 Schemat ilustrujŃcy podstawň metody uŨytej do analizy poziomu wydzielanego 

mleczanu. 

Kom·rki pochodzŃce z kokultury inkubowano w poŨywce bez FBS, nastňpnie po 

24 godz. poŨywkň zbierano i przechowywano w temperaturze -20ÁC. Kontrolň negatywnŃ 

stanowiğa ŜwieŨa poŨywka bez FBS, natomiast pozytywnŃ stanowiğ 20 ÕM roztw·r 

mleczanu. Wszystkie pr·by rozcieŒczano 200-krotnie buforem PBS przed rozpoczňciem 

eksperymentu. Pr·by przenoszono do pğytki 96-doğkowej, po czym dodawano 

przygotowanŃ wczeŜniej mieszaninň o nazwie Lactate Detection Reagent (Luciferin 

detection solution, Reductase, Reductase substrate, Lactate dehydrogenase, NAD+), 

mieszano i inkubowano przez 1 godzinň w temperaturze pokojowej. Luminescencja 

mierzona byğa z uŨyciem czytnika pğytek GloMax. Otrzymane wyniki byğy korygowane o 

wartoŜci chemiluminescencji tğa. 

3.5.6  Degradacja Ũelatyny skoniugowanej z fluoroforem FITC 

Szkieğka opğaszczone poly-L-lizynŃ przemywano buforem PBS, po czym 

inkubowano je przez 15 min w temperaturze pokojowej w roztworze 0,5% aldehydu 

glutarowego w celu unieczynnienia pozostağych grup reaktywnych. Nastňpnie ponownie 

przemywano je buforem PBS i pokrywano ŨelatynŃ skoniugowanŃ z fluoroforem FITC. Po 

10-minutowej inkubacji w celu inaktywacji pozostağoŜci glutaraldehydu szkieğka 

inkubowano z borowodorkiem sodu o stňŨeniu 5 mg/ml przez 1 minutň i dwukrotnie 

przemywano buforem PBS. Na przygotowane w ten spos·b szkieğka wysiewano Ŝrednio 

30 tys. kom·rek/doğek i pozostawiano na ok. 12-16 godz. w temperaturze 37ÁC. Po upğywie 

tego czasu, preparaty przemywano buforem PBS i utrwalano z uŨyciem 4% formaldehydu 

w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Kolejnym etapem byğa inkubacja preparat·w z 

falloidynŃ skoniugowanŃ ze znacznikiem AlexaFluor568 przez 1 godzinň w temperaturze 

pokojowej w celu wizualizacji F-aktyny. Nastňpnie preparaty ponownie przemywano 

buforem PBS i umieszczano je na szkieğkach podstawowych z nakropionym odczynnikiem 

Dako. Miejsca, w kt·rych Ũelatyna zostağa strawiona przez wydzielone przez kom·rki 
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proteazy, widoczne w postaci czarnych plam, obserwowano korzystajŃc z mikroskopu 

konfokalnego Leica SP8. 

W przypadku kom·rek CAFs analizň iloŜciowŃ przeprowadzono za pomocŃ 

programu Fiji wykorzystujŃcego skrypty napisane w jňzyku Fiji Macro w celu 

automatyzacji procedury. Pojedynczy obraz poddawany analizie moŨe zawieraĺ czňŜĺ 

pojedynczej kom·rki, kilka czňŜci kom·rek, kom·rkň, kilka kom·rek lub kombinacjň 

powyŨszych sytuacji. Analizň obrazu podzielono na dwie czňŜci: w pierwszej dokonano 

segmentacji badanego obiektu (tj. przynajmniej czňŜci kom·rki) oraz wyznaczono jego 

obszar i przypisano go jako Ăpowierzchniň kom·rkiò, natomiast w drugiej czňŜci 

przeprowadzono segmentacjň region·w, kt·re ulegğy trawieniu i okreŜlono ich 

powierzchniň. AktywnoŜĺ proteolitycznŃ zdefiniowano jako Ăpowierzchniň 

trawieniaò/Ăpowierzchniň kom·rkiò Ĭ 100%. 

3.5.7  Techniki analizy zawartoŜci lipid·w 

3.5.7.1 Barwienie Oil Red O 

W celu ustalenia zawartoŜci lipid·w obojňtnych wewnŃtrz kom·rki 

wykorzystywano metodň barwienia Oil Red O. Kom·rki po 7 dniach wsp·ğhodowli z 

innym typem kom·rek utrwalano z uŨyciem 4% formaldehydu poprzez inkubacjň przez 30 

min w temperaturze pokojowej, a nastňpnie przemywano je buforem PBS i wodŃ, 

inkubowano w roztworze 60% izopropanolu przez 5 minut i barwiono roztworem 

roboczym Oil Red O przez 20 minut. Roztw·r roboczy przygotowywano poprzez 

zmieszanie 3 objňtoŜci 0,5% w/o Oil Red O w izopropanolu z 2 objňtoŜciami wody 

destylowanej. W kolejnym kroku kom·rki przemywano trzykrotnie wodŃ destylowanŃ, po 

czym dodawano 100% izopropanol i absorbancjň Oil Red O odczytywano przy dğugoŜci 

fali 490 nm z uŨyciem czytnika do pğytek ÕQuant oraz oprogramowania Gen5 (Bio-Tek). 

3.5.7.2 Identyfikacja kropli lipidowych w badanych kom·rkach 

Rozkğad subkom·rkowy kropli lipidowych i jŃder kom·rkowych badano za pomocŃ 

fluorescencji. Kom·rki po 7 dniach kokultury z innym typem kom·rek utrwalano z 

uŨyciem 4% formaldehydu przez 20 min w temp. pokojowej, nastňpnie permeabilizowano 

0,1% Tritonem X-100 w PBS przez 5 min. Nastňpnie niespecyficzne miejsca wiŃzania 

blokowano roztworem 1% BSA w PBS przez 1 godzinň w temperaturze pokojowej. W celu 

wizualizacji kropli lipidowych wykorzystywano odczynnik LipidSpot 488. JŃdra 

kom·rkowe wybarwiano roztworem Hoechst 33342. KoŒcowym etapem byğo przemycie 
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preparat·w buforem PBS i wodŃ, po czym umieszczano je na szkieğkach podstawowych z 

nakropionym odczynnikiem Dako. Preparaty obrazowano z uŨyciem mikroskopu Leica 

SP8 lub Leica Stellaris. 

3.5.8 Analizy statystyczne 

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w przynajmniej trzech powt·rzeniach 

biologicznych oraz trzech powt·rzeniach technicznych (z wyjŃtkiem testu PCR w czasie 

rzeczywistym, kt·ry przeprowadzano w dw·ch powt·rzeniach technicznych). Wyniki 

prezentowane sŃ jako Ŝrednia Ñ odchylenie standardowe. IstotnoŜĺ statystycznŃ zmian 

oceniano w programie GraphPad Prism 7. Wyniki badaŒ prowadzonych na kom·rkach 

czerniaka, w kt·rych por·wnywano dwie populacje kom·rek, analizowano testem T-

Studenta. W przypadku badaŒ dotyczŃcych kom·rek CAFs, CAKs, CAAs, w kt·rych 

por·wnywano wiňcej niŨ dwie populacje kom·rek, wykorzystano test one-way ANOVA 

oraz test wielokrotnych por·wnaŒ Tukeyôa. 

4 Wyniki  

4.1 Wpğyw kom·rek czerniaka na funkcje biologiczne fibroblast·w 

zwiŃzanych z nowotworem 

Analizň wpğywu kom·rek czerniaka na kom·rki CAFs przeprowadzono z 

wykorzystaniem czterech linii kom·rek czerniaka r·ŨniŃcych siň pochodzeniem: dw·ch 

wyizolowanych z guz·w pierwotnych - WM1341D, A375 oraz dw·ch pochodzŃcych z 

przerzut·w czerniaka do wňzğ·w chğonnych - WM9, Hs294T. Warto podkreŜliĺ, iŨ wyniki 

badaŒ dotyczŃcych wpğywu tych kom·rek na fibroblasty por·wnywano nie tylko pod 

wzglňdem pochodzenia kom·rek czerniaka, ale takŨe pod wzglňdem ich wğaŜciwoŜci 

zwiŃzanych z progresjŃ nowotworu. Ze wzglňdu na wyŨszŃ aktywnoŜĺ proteolitycznŃ, 

zdolnoŜĺ do tworzenia inwadopodi·w oraz wysoki stopieŒ migracji i inwazji kom·rek 

A375, WM9 i Hs294T w por·wnaniu do WM1341D [200], w dalszej czňŜci pracy liniň 

kom·rek WM1341D okreŜlano jako Ămniej inwazyjnŃò, natomiast linie A375, WM9 i 

Hs294T nazywano Ăwysoko inwazyjnymiò [201]. 

4.1.1 Identyfik acja kom·rek CAFs 

W poczŃtkowych fazach badaŒ fibroblasty aktywowano z uŨyciem trzech r·Ũnych 

metod. Jedna z nich polegağa na traktowaniu prawidğowych fibroblast·w czynnikiem 

TGFɓ, kt·ry zgodnie z danymi literaturowymi, jest znanym aktywatorem tego typu 

kom·rek [74]. Uzyskane przy udziale TGFɓ kom·rki wykazywağy cechy bliŨsze 
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miofibroblastom niŨ kom·rkom CAFs. Ponadto ze wzglňdu na fakt, Ũe kom·rki czerniaka 

wydzielajŃ wiele r·Ũnych czynnik·w, kt·re mogŃ prowadziĺ do transformacji 

prawidğowych fibroblast·w do kom·rek CAFs (takich jak np. Nodal [79]) dalsze badania 

prowadzono z uŨyciem dw·ch pozostağych metod: hodowli fibroblast·w z poŨywkŃ 

kondycjonowanŃ (PK) zebranŃ znad hodowli kom·rek czerniaka oraz hodowli z 

kom·rkami czerniaka obecnymi na insertach typu Transwell (Rysunek 12). Opisane 

metody pozwoliğy na uzyskanie odpowiednio kom·rek CAFsPK i CAFsINS. Jak 

wspomniano wczeŜniej, w celu por·wnania wpğywu kom·rek czerniaka pochodzŃcych z 

pierwotnych ognisk nowotworu i z przerzut·w na kom·rki prawidğowe, eksperymenty 

przeprowadzono z uŨyciem czterech r·Ũnych linii kom·rek czerniaka r·ŨniŃcych siň 

pochodzeniem i inwazyjnoŜciŃ. 

Aktywacjň fibroblast·w oceniano na podstawie obecnoŜci biağek specyficznych dla 

kom·rek typu CAFs (Ŭ-SMA oraz FAP-Ŭ) z uŨyciem metody Western blotting. Wyniki 

normalizowano do cağkowitej zawartoŜci biağka szacowanej z uŨyciem barwienia 

odczynnikiem Ponceau S (co zostağo szerzej opisane w metodach).  

Fibroblasty aktywowane przez czynnik TGFɓ charakteryzowağy siň wysokim 

poziomem biağka ŬSMA (Rysunek 18), natomiast fibroblasty hodowane w obecnoŜci 

poŨywki znad kom·rek czerniaka oraz pochodzŃce z kokultury poŜredniej wykazywağy 

wysoki poziom biağka FAP-Ŭ (Rysunek 19). Kom·rki traktowane TGFɓ nie przejawiağy 

zmian w aktywacji biağek zwiŃzanych z progresjŃ nowotworu, takich jak m.in. kinaza 

regulowana sygnağem pozakom·rkowym (ERK), stanowiŃca element szlaku MAPK, kt·rej 

nadmierna aktywacja moŨe prowadziĺ do wzrostu proliferacji kom·rek oraz pojawienia siň 

ich opornoŜci na apoptozň. Zmiany w fosforylacji biağka ERK obserwowano natomiast w 

przypadku kom·rek CAFsPK (Rysunek 18, Rysunek 24A). Ze wzglňdu na to, Ũe kokultura 

kom·rek CAFs z kom·rkami czerniaka (hodowanymi na insertach) oraz ich hodowla w 

obecnoŜci poŨywek znad kom·rek czerniaka w wiňkszym stopniu odzwierciedlajŃ warunki 

in vivo, do kolejnych eksperyment·w wykorzystano obydwa modele badawcze - CAFsPK 

oraz CAFsINS. 
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Rysunek 18 Por·wnanie poziomu marker·w w lizatach kom·rek CAFs aktywowanych 

czynnikiem TGFɓ lub poŨywkami kondycjonowanymi (PK) zebranymi znad hodowli kom·rek 

czerniaka. Przedstawiono reprezentatywne wyniki analizy Western blotting z uŨyciem przeciwciağ 

skierowanych przeciwko biağkom ŬSMA, FAPŬ, pERK, oraz ERK. Kontrolň dla kom·rek 

traktowanych czynnikiem TGFɓ (K TGFɓ) stanowiğy fibroblasty hodowane w obecnoŜci 

rozpuszczalnika tego zwiŃzku (acetonitrylu). W przypadku kom·rek CAFs aktywowanych PK 

kom·rki kontrolne hodowano w mieszaninie poŨywek FBM:DMEM (w stosunku 1:1) analogicznie 

do pr·b badanych. Rycina zmodyfikowana na podstawie [201]. 

Transformacjň prawidğowych fibroblast·w do kom·rek CAFs potwierdzono takŨe 

poprzez identyfikacjň zwiňkszonego poziomu interleukiny 6 (IL6) wydzielanej do poŨywki 

hodowlanej. Co wiňcej, fibroblasty traktowane kom·rkami czerniaka pochodzŃcymi 

z przerzut·w wykazywağy wyŨszy poziom biağka FAP-Ŭ (zar·wno w przypadku CAFsPK 

jak i CAFsINS) oraz IL6 (CAFsPK) w por·wnaniu do kom·rek hodowanych z kom·rkami 

czerniaka pochodzŃcymi z ognisk pierwotnych (Rysunek 19). 
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Rysunek 19 Identyfikacja kom·rek CAFs. Reprezentatywne wyniki analizy Western blotting 

poziomu biağka FAP (A) w lizatach kom·rkowych oraz IL6 (B) w poŨywkach zebranych znad 

kom·rek CAFs. Fibroblasty aktywowano poprzez hodowlň w obecnoŜci poŨywek 

kondycjonowanych (PK) zebranych znad kom·rek czerniaka oraz z kom·rkami czerniaka na 

insertach typu Transwell (INS). Sygnağ normalizowano do cağkowitej zawartoŜci biağka 

oszacowanej na podstawie barwienia membran odczynnikiem Ponceau S. Kontrolň (K) stanowiğy 

fibroblasty hodowane w mieszaninie poŨywek FBM i DMEM (w stosunku 1:1). W przypadku 

interleukiny 6, sygnağ w kontroli byğ na poziomie tğa, dlatego wartoŜci chemiluminescencji 

poszczeg·lnych pr·b przeliczano wzglňdem ostatniej ŜcieŨki (CAFs traktowane kom·rkami 

Hs294T). Wyniki przedstawiono w formie Ŝredniej z przynajmniej 3 powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD. 

70:22796



69 

 

Gwiazdki oznaczajŃ istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami CAFs i kontrolŃ lub 

pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek CAFs. Poziom istotnoŜci ustalono na p Ò 0,05 (*), p Ò 0,01 (**), 

p Ò 0,001 (***) i p Ò 0,0001 (****). Rycina zmodyfikowana na podstawie [201]. 

4.1.2 Wpğyw kom·rek czerniaka na ruchliwoŜĺ kom·rek CAFs 

W kolejnym etapie pracy dokonano charakterystyki kom·rek CAFs pod wzglňdem 

ich zdolnoŜci do migracji. Migracjň kierunkowŃ kom·rek po powierzchni pokrytej 

matriŨelem - imitujŃcym skğadem bğonň podstawnŃ, kt·rŃ kom·rki czerniaka muszŃ 

pokonaĺ w trakcie inwazji - oceniono z uŨyciem testu zarastania rysy. Zaobserwowano 

wyŨszy poziom migracji w przypadku kom·rek CAFsINS w por·wnaniu do prawidğowych 

fibroblast·w (Rysunek 20 A), przy czym r·Ũnice te byğy istotne statystycznie jedynie w 

przypadku kom·rek CAFs hodowanych w obecnoŜci kom·rek A375 i Hs294T. Natomiast 

pomiňdzy migracjŃ kom·rek CAFsPK i kom·rek kontrolnych nie wykryto istotnych 

r·Ũnic. W celu oceny zdolnoŜci inwazyjnych fibroblast·w przeprowadzono analizň 

zarastania rysy w warunkach 3D, w kt·rych kom·rki umieszczone sŃ pomiňdzy dwoma 

warstwami matriŨelu. StopieŒ zaroŜniňcia rysy byğ wyŨszy w przypadku kom·rek 

CAFsINS hodowanych w obecnoŜci inwazyjnych kom·rek czerniaka (A375, WM9, 

Hs294T) w por·wnaniu do kom·rek kontrolnych oraz fibroblast·w hodowanych z 

kom·rkami czerniaka charakteryzujŃcymi siň niskim stopniem inwazji (WM1341D) 

(Rysunek 20B), przy czym jedynie r·Ũnica pomiňdzy kom·rkami CAFs hodowanymi z 

kom·rkami A375 i kontrolŃ byğa istotna statystycznie. Nie zaobserwowano z kolei 

istotnych zmian w inwazji kom·rek CAFsPK w teŜcie zarastania rysy 3D. 
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Rysunek 20 Analiza zdolnoŜci do migracji i inwazji kom·rek CAFs hodowanych w obecnoŜci 

poŨywek kondycjonowanych (PK) pochodzŃcych znad kom·rek czerniaka lub z kom·rkami 

czerniaka obecnymi na insertach typu Transwell (INS). Kontrolň (K) stanowiğy fibroblasty 

hodowane w mieszaninie poŨywek FBM:DMEM (w stosunku 1:1) analogicznie do kom·rek w 

kokulturze. W celu zbadania migracji i inwazji wykonano testy zarastania rysy 2D (A) oraz 3D (B). 

Na wykresach przedstawiono stopieŒ zaroŜniňcia rysy wyraŨony w procentach wzglňdem kontroli. 

Przeprowadzono takŨe test inwazji kom·rek przez inserty typu Transwell (C). Liczbň kom·rek 

kontrolnych, kt·re przemigrowağy przyjňto jako 100%. Na tej podstawie obliczono wsp·ğczynnik 
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inwazji. Wszystkie eksperymenty wykonano w przynajmniej trzech powt·rzeniach biologicznych, z 

kt·rych kaŨde skğadağo siň z trzech powt·rzeŒ technicznych. Przedstawione wartoŜci to Ŝrednia 

Ñ꜡꜡SD. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami kontrolnymi a 

kom·rkami CAFs. Poziom istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), p꜡Ò꜡0.01 (**). 

Nastňpnie przeprowadzono test inwazji kom·rek przez inserty typu Transwell, 

w kt·rym to kom·rki inwadujŃ przez matriŨel w kierunku chemoatraktantu obecnego 

w poŨywce hodowlanej. Wykryto znaczŃcy wzrost zdolnoŜci inwazyjnych kom·rek 

CAFsPK i CAFsINS w por·wnaniu do kontrolnych fibroblast·w (Rysunek 20C). W celu 

potwierdzenia, Ũe zaobserwowane zmiany w migracji i inwazji kom·rek CAFs nie 

wynikajŃ z ich zwiňkszonego tempa podziağ·w dokonano analizy proliferacji, kt·ra nie 

wykazağa r·Ũnic pomiňdzy kom·rkami CAFs i prawidğowymi fibroblastami (Rysunek 21). 

 

Rysunek 21 Proliferacja kom·rek CAFs. Proliferacjň oceniono z uŨyciem testu XTT. Kom·rki 

CAFs uzyskano z prawidğowych fibroblast·w poprzez inkubacjň z poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) 

znad hodowli kom·rek czerniaka lub poprzez kokulturň z kom·rkami czerniaka obecnymi na 

insertach typu Transwell (INS). Kontrolň stanowiğy kom·rki hodowane w mieszaninie poŨywek 

FBM:DMEM (1:1). Wyniki przedstawiono w formie Ŝredniej z przynajmniej trzech powt·rzeŒ 

biologicznych Ñ SD. 

4.1.3 Wpğyw kom·rek czerniaka na aktywnoŜĺ proteolitycznŃ kom·rek CAFs 

Enzymy proteolityczne wydzielane przez kom·rki w trakcie procesu inwazji trawiŃ 

elementy macierzy pozakom·rkowej, uczestniczŃc w ten spos·b w formowaniu ŜcieŨki, 

kt·ra moŨe byĺ wykorzystana przez kom·rki nowotworowe do migracji w gğŃb tkanki. Ze 

wzglňdu na fakt, Ũe zaobserwowano r·Ũnice w zdolnoŜciach inwazyjnych pomiňdzy 

prawidğowymi fibroblastami i kom·rkami CAFs, dokonano takŨe analizy por·wnawczej 

aktywnoŜci proteolitycznej tych kom·rek. W tym celu przeprowadzono test degradacji 

Ũelatyny znakowanej znacznikiem FITC. W metodzie tej kom·rki trawiŃ skoniugowanŃ z 

fluoroforem Ũelatynň, co prowadzi do pojawienia siň ciemnych plam na tle zielonej 
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fluorescencji. Wykryto zmiany we wzorze proteolizy Ũelatyny-FITC pomiňdzy 

prawidğowymi fibroblastami i kom·rkami CAFs (Rysunek 22A). Wykazano ponadto Ũe 

kom·rki CAFs trawiŃ Ũelatynň-FITC w wiňkszym stopniu niŨ kom·rki kontrolne (Rysunek 

22B). 

   

Rysunek 22 Wpğyw kom·rek czerniaka na wğaŜciwoŜci proteolityczne fibroblast·w. Kom·rki 

CAFs r·Ũnicowano z prawidğowych fibroblast·w poprzez inkubacjň z poŨywkŃ kondycjonowanŃ 

(PK) znad hodowli kom·rek czerniaka lub z kom·rkami czerniaka obecnymi na insertach typu 

Transwell (INS). Kontrolň stanowiŃ kom·rki hodowane w mieszaninie poŨywek FBM:DMEM 

(1:1). (A) Reprezentatywne zdjňcia obszar·w trawienia kom·rek CAFs wysianych na Ũelatynň-

FITC (kanağ zielony). Skala - 25 Õm. (B) Analiza iloŜciowa powierzchni trawienia kom·rek CAFs 

wzglňdem powierzchni kom·rek. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy 

kom·rkami kontrolnymi a kom·rkami CAFs lub pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek CAFs. 

Poziom istotnoŜci statystycznej ustalono na p Ò 0.05 (*), p Ò 0.01 (**), p Ò 0.001 (***) i pÒ 0.0001 

(****). nÓ30. 

Zaobserwowanie zmian w degradacji Ũelatyny-FITC w kom·rkach CAFs w 

por·wnaniu do kontroli skğoniğo nas do dalszej analizy aktywnoŜci wydzielanych proteaz 

w badanych kom·rkach. Przeprowadzono zymografiň ŨelatynowŃ z uŨyciem poŨywek 
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pohodowlanych zebranych znad hodowli fibroblast·w kontrolnych i kom·rek CAFs. 

W metodzie tej w miejscu trawienia Ũelatyny obecnej w Ũelu poliakrylamidowym przez 

proteazy widoczny jest jasny prŃŨek na ciemnym tle. Wykryto wyŨszy poziom aktywnoŜci 

proteazy MMP2 w poŨywkach zebranych znad hodowli kom·rek CAFs w por·wnaniu do 

kom·rek kontrolnych z wyjŃtkiem kom·rek CAFs traktowanych kom·rkami WM1341D 

oraz CAFsINS hodowanych w obecnoŜci kom·rek A375. Ponadto odnotowano, Ũe 

kom·rki czerniaka pochodzŃce z przerzut·w w wiňkszym stopniu indukowağy aktywnoŜĺ 

proteazy MMP2 w kom·rkach CAFs w por·wnaniu do kom·rek czerniaka wyizolowanych 

z guz·w pierwotnych (Rysunek 23A). Dodatkowo przeprowadzono test aktywnoŜci 

proteazy MMP14, kt·ry ujawniğ, Ũe fibroblasty hodowane w obecnoŜci poŨywek 

kondycjonowanych zebranych znad hodowli kom·rek czerniaka pochodzŃcych 

z przerzut·w charakteryzujŃ siň wyŨszŃ aktywnoŜciŃ tego enzymu w por·wnaniu do 

kontroli (Rysunek 23B), przy czym r·Ũnica ta jest istotna statystycznie jedynie 

w przypadku kom·rek CAFs hodowanych w obecnoŜci PK znad kom·rek WM9. 

W przypadku kom·rek CAFsINS takŨe wykryto takŃ tendencjň, jednak r·Ũnice te nie byğy 

istotne statystycznie. 
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Rysunek 23 AktywnoŜĺ metaloproteinaz macierzy w kom·rkach CAFs. (A) Reprezentatywne 

zdjňcia zymografii Ũelatynowej przeprowadzonej z uŨyciem poŨywek zebranych znad kom·rek CAFs 

i kontrolnych fibroblast·w oraz wykresy przedstawiajŃce ŜredniŃ z przynajmniej trzech powt·rzeŒ 

biologicznych ꜡Ñ꜡SD. (B) Test fluorymetryczny aktywnoŜci proteazy MMP14. Analizň 

przeprowadzono na lizatach kom·rek CAFs i kontrolnych fibroblast·w. Dane przedstawiajŃ 

ŜredniŃ aktywnoŜĺ MMP14 z trzech niezaleŨnych powt·rzeŒ biologicznych꜡Ñ꜡SD. W obu 

eksperymentach kom·rki CAFs r·Ũnicowano z prawidğowych fibroblast·w poprzez inkubacjň z 

poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) znad hodowli kom·rek czerniaka lub z kom·rkami czerniaka 

obecnymi na insertach typu Transwell (INS). Kontrolň stanowiŃ kom·rki hodowane w mieszaninie 

poŨywek FBM:DMEM (1:1). Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy 

kom·rkami kontrolnymi a kom·rkami CAFs lub pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek CAFs. Poziom 

istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), p꜡Ò꜡0.01 (**), p꜡Ò꜡0.001 (***). 
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W celu wyjaŜnienia mechanizmu leŨŃcego u podstaw zwiňkszonej aktywnoŜci 

proteaz MMPs w kom·rkach CAFs dokonano analizy poziomu biağek zwiŃzanych z ich 

aktywacjŃ m. in. stanowiŃcych elementy szlaku MAPK [202]. Analiza Western blotting 

lizat·w wykazağa wyŨszy poziom fosforylacji kinaz ERK i p38 (Rysunek 24) w kom·rkach 

CAFs w por·wnaniu do prawidğowych fibroblast·w, jednak nie w kaŨdym przypadku 

r·Ũnice te byğy istotne statystycznie. 
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Rysunek 24 Poziom aktywacji biağek ze szlaku MAPK. Reprezentatywne wyniki analizy Western 

blotting z uŨyciem lizat·w kom·rkowych - pERK, ERK (A), p-p38, p38 (B). Sygnağ normalizowano 

do cağkowitej zawartoŜci biağka oszacowanej na podstawie barwienia membran odczynnikiem 

Ponceau S. Wykresy przedstawiajŃ ŜredniŃ z trzech niezaleŨnych powt·rzeŒ biologicznych꜡Ñ꜡SD. 
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Kom·rki CAFs r·Ũnicowano z prawidğowych fibroblast·w poprzez inkubacjň z poŨywkŃ 

kondycjonowanŃ (PK) znad hodowli kom·rek czerniaka lub z kom·rkami czerniaka obecnymi na 

insertach typu Transwell (INS). Kontrolň stanowiğy prawidğowe fibroblasty hodowane w 

mieszaninie poŨywek FBM:DMEM (1:1). Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice 

pomiňdzy kom·rkami kontrolnymi a kom·rkami CAFs lub pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek 

CAFs. Poziom istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), p꜡Ò꜡0.01 (**) i p꜡Ò꜡0.0001 (****). 

Rycina zmodyfikowana na podstawie [201]. 

Kolejnym badanym biağkiem byğo CD44 (klaster r·Ũnicowania 44) - transbğonowy 

receptor kwasu hialuronowego, kt·rego funkcjŃ jest miňdzy innymi aktywacja proteaz 

MMPs. Ciňcie proteolityczne tego biağka skutkuje pojawieniem siň dw·ch jego form:  

zewnŃtrz- i wewnŃtrzkom·rkowej, z kt·rych ta ostatnia w nowotworze prostaty wiŃŨe siň 

do czynnika transkrypcyjnego RUNX2 (ang. runt-related transcription factor 2) i dziağa 

jako czynnik ko-transkrypcyjny, pobudzajŃcy ekspresjň gen·w zwiŃzanych z tworzeniem 

przerzut·w np. MMP9 [203,204]. Z tego wzglňdu przeprowadzono analizň Western 

blotting poziomu biağek CD44 i RUNX2 w pr·bkach kom·rek CAFs. Wykryto zwiňkszony 

poziom obu badanych czynnik·w w CAFs w por·wnaniu do prawidğowych fibroblast·w 

(Rysunek 25), jednakŨe r·Ũnice te byğy istotne statystycznie jedynie w przypadku 

niekt·rych kom·rek CAFsPK. 
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Rysunek 25 Poziom biağek zwiŃzanych z produkcjŃ proteaz MMPs. Reprezentatywne wyniki 

analizy Western blotting z uŨyciem lizat·w kom·rkowych - RUNX2 (A) oraz poŨywki pohodowlanej 

- CD44 (B) zebranej znad kom·rek CAFs. Sygnağ normalizowano w stosunku do cağkowitej 

zawartoŜci biağka oszacowanej na podstawie barwienia membran odczynnikiem Ponceau S. 

Wykresy przedstawiajŃ ŜredniŃ z trzech niezaleŨnych powt·rzeŒ biologicznych꜡Ñ꜡SD. Kom·rki 

CAFs r·Ũnicowano z prawidğowych fibroblast·w poprzez inkubacjň z poŨywkŃ kondycjonowanŃ 

(PK) znad hodowli kom·rek czerniaka lub z kom·rkami czerniaka obecnymi na insertach typu 

Transwell (INS). Kontrolň stanowiğy prawidğowe fibroblasty hodowane w mieszaninie poŨywek 
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FBM:DMEM (1:1). Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami 

kontrolnymi a kom·rkami CAFs lub pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek CAFs. Poziom istotnoŜci 

statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), p꜡Ò꜡0.01 (**). Rycina zmodyfikowana na podstawie [201]. 

4.1.4 Charakterystyka sekretomu kom·rek CAFs 

W niniejszej pracy skupiono siň na cechach kom·rek CAFs zwiŃzanych z progresjŃ 

czerniaka, w tym r·wnieŨ na angiogenezie i powstawaniu stanu zapalnego, 

towarzyszŃcemu czňsto procesowi nowotworzenia. BiorŃc pod uwagň fakt, Ũe kom·rki 

obecne w niszy nowotworowej komunikujŃ siň ze sobŃ nie tylko na drodze interakcji 

bezpoŜrednich, ale i w spos·b parakrynny [27], dokonano analizy obecnoŜci cytokin i 

czynnik·w angiogennych wydzielanych do poŨywek pohodowlanych przez kom·rki CAFs 

aktywowane kom·rkami czerniaka pochodzŃcymi z wybranych linii - mağo inwazyjnej linii 

wyizolowanej z guza pierwotnego czerniaka (WM1341D) oraz linii czerniaka 

metastatycznego (WM9). Na rysunku 26. przedstawiono biağka, kt·rych poziom r·Ũni siň 

pomiňdzy kontrolŃ a kom·rkami CAFs. W przypadku cytokin, poziom przynajmniej 

szeŜciu z nich: czynnika stymulujŃcego tworzenie kolonii granulocyt·w i makrofag·w 

(GM-CSF), liganda 2 chemokiny o motywie C-C (CCL2), IL6, IL8, ICAM 

(wewnŃtrzkom·rkowej czŃsteczki adhezyjnej 1), liganda chemokiny 1 (CXCL1)) jest 

indukowany w kom·rkach CAFs traktowanych kom·rkami czerniaka pochodzŃcymi z 

przerzutu (WM9), podczas gdy w kom·rkach CAFs aktywowanych kom·rkami czerniaka 

wyizolowanymi z guza pierwotnego nie wykryto obecnoŜci tych czynnik·w (Rysunek 

26A, C). Co wiňcej, poŨywka kondycjonowana znad hodowli kom·rek WM9 prowadzi do 

redukcji wydzielania wiňkszoŜci czynnik·w angiogennych z wyjŃtkiem biağka IL8, kt·rego 

wykryto zwiňkszone iloŜci. Z kolei poziom pozostağych badanych czynnik·w w CAFs 

traktowanych kom·rkami WM1341D byğ stağy lub nawet podwyŨszony (np. czynnika 

wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego A, VEGFA). 
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Rysunek 26 Analiza sekretomu kom·rek CAFs. Identyfikacja cytokin (A, C) oraz czynnik·w 

angiogennych (B, D) w poŨywkach pohodowlanych zebranych znad hodowli kom·rek CAFsPK. Na 

podstawie otrzymanego sygnağu (A, B) wykonano analizň iloŜciowŃ (C, D), kt·rej wynik 

przedstawiono w formie graficznej, przy czym kolorem ciemnoczerwonym oznaczono najwyŨszy 

poziom biağka. Sygnağ dla poszczeg·lnych biağek normalizowano do kontroli pozytywnej 

zdefiniowanej przez producenta zestawu. Skr·ty: CCL2, ligand 2 chemokiny o motywie C-C; 

ICAM1, wewnŃtrzkom·rkowa czŃsteczka adhezyjna 1; IL6, interleukina 6; CXCL1, ligand 1 

chemokiny o motywie C-X-C; TIMP-1, tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1; IGFBP-2, biağko 

wiŃŨŃce insulinopodobny czynnik wzrostu 2; TSP-1, trombospondyna 1; uPA, urokinazowy 

aktywator plazminogenu, VEGFA, czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego A. 

Jednym z istotnych czynnik·w modyfikujŃcych mikroŜrodowisko nowotworu 

i wpğywajŃcym na progresjň choroby jest pozakom·rkowe zakwaszenie indukowane m. in. 

przez wydzielanie mleczanu. Z tego wzglňdu oszacowano poziom tego metabolitu 

uwalnianego przez fibroblasty pod wpğywem kom·rek czerniaka. Analiza poziomu 

mleczanu w poŨywkach pohodowlanych zebranych znad hodowli kom·rek CAFs ujawniğa 

jego zwiňkszonŃ sekrecjň w aktywowanych kom·rkami czerniaka fibroblastach w 

por·wnaniu do kom·rek kontrolnych. Dodatkowo, w przypadku kom·rek CAFsINS 

wykazano, Ũe fibroblasty hodowane z kom·rkami czerniaka o bardziej agresywnym 

fenotypie (A375, WM9, Hs294T) wydzielajŃ wiňcej mleczanu niŨ fibroblasty hodowane w 

obecnoŜci mniej agresywnych kom·rek WM1341D (Rysunek 27A). Co ciekawe, zmiany 
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w metabolizmie kom·rek CAFs, skutkujŃce zwiňkszonŃ sekrecjŃ mleczanu przez te 

kom·rki, mogŃ byĺ wywoğane obniŨonym poziomem kaweoliny-1 (ang. caveolin1, Cav-1) 

[205,206]. Analiza Western blotting wykazağa zmniejszony poziom tego biağka w 

kom·rkach CAFs w por·wnaniu z kontrolnymi fibroblastami, przy czym jedynie r·Ũnice 

pomiňdzy wynikami dotyczŃcymi kom·rek CAFs hodowanych z PK znad kom·rek 

czerniaka okazağy siň istotne statystycznie (Rysunek 27B). 

 

Rysunek 27 Wpğyw kom·rek czerniaka na wydzielanie mleczanu (A) i poziom kaweoliny-1 (B) w 

kom·rkach CAFs. Fibroblasty aktywowano poprzez ich hodowlň w obecnoŜci poŨywki 
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kondycjonowanej znad kom·rek czerniaka (PK) lub z kom·rkami czerniaka obecnymi na insertach 

typu Transwell (INS) przez 7 dni. Kontrolň stanowiğy prawidğowe fibroblasty hodowane w 

mieszaninie poŨywek FBM:DMEM (1:1). Poziom wydzielonego do poŨywki mleczanu oznaczano 

metodŃ chemiluminescencyjnŃ (A), podczas gdy poziom kaweoliny-1 analizowano metodŃ Western 

blotting, na rycinie przedstawiono reprezentatywne wyniki analizy (B) oraz wykresy 

odzwierciedlajŃce ŜredniŃ z przynajmniej trzech powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD. Gwiazdkami 

oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami kontrolnymi a kom·rkami CAFs lub 

pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek CAFs. Poziom istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), 

p꜡Ò꜡0.01 (**) i p꜡Ò꜡0.0001 (****). Rycina zmodyfikowana na podstawie [201]. 

PodsumowujŃc, zastosowanie dw·ch r·Ũnych modeli umoŨliwiajŃcych 

interakcje pomiňdzy fibroblastami zwiŃzanymi z nowotworem a kom·rkami 

czerniaka umoŨliwia uzyskanie szerszego obrazu zmian jakie zachodzŃ w kom·rkach 

CAFs. Ponadto wpğyw kom·rek czerniaka na fibroblasty r·Ũni siň w zaleŨnoŜci od 

pochodzenia kom·rek nowotworowych i ich agresywnoŜci. W czňŜci prezentowanych 

eksperyment·w kom·rki czerniaka pochodzŃce z pierwotnych guz·w 

nowotworowych wpğywağy na kom·rki CAFs w mniejszym stopniu niŨ kom·rki 

wyizolowane z przerzut·w. Dodatkowo w niekt·rych przypadkach mniej agresywne 

kom·rki WM1341D prowadziğy do sğabszej odpowiedzi fibroblast·w niŨ wysoce 

agresywne linie kom·rkowe czerniaka (A375, WM9, Hs294T). Zaobserwowano takŨe 

wyŨszŃ aktywnoŜĺ proteolitycznŃ i poziom biağek zwiŃzanych z aktywnoŜciŃ MMPs, 

a takŨe podwyŨszonŃ zdolnoŜĺ do migracji i inwazji kom·rek CAFs w por·wnaniu z 

prawidğowymi fibroblastami, co moŨe stymulowaĺ progresjň czerniaka [201]. Wyniki 

te zostağy podsumowane w postaci schematu na rysunku 28. 
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Rysunek 28 Relacja pomiňdzy kom·rkami CAFs i kom·rkami czerniaka. Skr·ty: MMP, 

metaloproteaza macierzy; pERK, fosforylowana forma kinazy regulowanej sygnağem 

pozakom·rkowym; CD44, klaster r·Ũnicowania 44; RUNX2, ang. runt-related transcription factor 

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

stymulujŃcy tworzenie kolonii granulocyt·w i makrofag·w; ICAM1, wewnŃtrzkom·rkowa 

czŃsteczka adhezyjna 1; IL, interleukina; VEGFA, czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego A; 

PIGF, ğoŨyskowy czynnik wzrostu; IGFBP-2, biağko wiŃŨŃce insulinopodobny czynnik wzrostu 2; 

DPPIV, dipeptydylopeptydaza IV; TGFɓ, transformujŃcy czynnik wzrostu beta; Cav-1, kaweolina 

1; CAFs, fibroblasty zwiŃzane z nowotworem. Rycina zmodyfikowana na podstawie [201]. 
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4.2 Wpğyw kom·rek czerniaka na funkcje biologiczne kom·rek CAKs 

Kolejnym badanym elementem mikroŜrodowiska czerniaka byğy keratynocyty 

zwiŃzane z nowotworem (ang. cancer-associated keratinocytes, CAKs) [207]. W celu 

weryfikacji wpğywu kom·rek czerniaka na tŃ skğadowŃ niszy nowotworu ponownie 

wykorzystano cztery r·Ũne linie kom·rkowe czerniaka r·ŨniŃce siň pochodzeniem oraz 

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

uŨyciem dw·ch system·w analogicznych do tych wykorzystanych w eksperymentach 

prowadzonych na fibroblastach. Keratynocyty hodowane byğy zatem w obecnoŜci poŨywek 

kondycjonowanych zebranych znad hodowli kom·rek czerniaka, lub z kom·rkami 

czerniaka obecnymi na insertach typu Transwell. W ten spos·b otrzymywano odpowiednio 

kom·rki CAKsPK oraz CAKsINS. 

PoczŃtkowo eksperymenty dotyczŃce keratynocyt·w prowadzono r·wnolegle na 

kom·rkach pierwotnych HEKa oraz unieŜmiertelnionej linii HaCaT. Kom·rki pierwotne 

nieco lepiej odzwierciedlajŃ warunki panujŃce in vivo, ale odznaczajŃ siň ograniczonŃ 

liczbŃ podziağ·w, a ich hodowla nastrňcza wielu problem·w w por·wnaniu do 

unieŜmiertelnionych kom·rek HaCaT. Ponadto pierwotne kom·rki pochodzŃce od r·Ũnych 

pacjent·w cechuje duŨa heterogennoŜĺ i mogŃ one ulegaĺ procesowi senescencji. Wyniki 

wstňpnych eksperyment·w prowadzonych na liniach HEKa i HaCaT byğy jednak ze sobŃ 

zbieŨne (nie zamieszczono). Dlatego biorŃc pod uwagň znaczne trudnoŜci w hodowli 

kom·rek pierwotnych, kt·re uniemoŨliwiağy przeprowadzenie wiňkszoŜci badaŒ, 

postanowiono dalsze eksperymenty wykonaĺ z wykorzystaniem jedynie linii HaCaT. 

4.2.1 Identyfikacja kom·rek CAKs 

Zgodnie z danymi literaturowymi pod wpğywem kom·rek czerniaka keratynocyty 

produkujŃ mniej cytokeratyny 10 (CK10) i wiňcej cytokeratyny 14 (CK14). CK10 uwaŨa 

siň za marker dojrzağych keratynocyt·w, podczas gdy CK14 jest obecna w kom·rkach 

intensywnie proliferujŃcych. BiorŃc pod uwagň ten fakt, zweryfikowano aktywacjň 

keratynocyt·w do kom·rek CAKs poprzez analizň poziomu tych biağek w keratynocytach 

hodowanych z kom·rkami czerniaka. Zaobserwowano zredukowany poziom CK10 w 

CAKs, zwğaszcza w CAKsPK hodowanych w obecnoŜci poŨywek zebranych znad 

kom·rek A375 i Hs294T, jednakŨe r·Ũnice te nie byğy istotne statystycznie ze wzglňdu na 

duŨe odchylenia standardowe (Rysunek 29A). Nie wykryto natomiast zmian w poziomie 

CK14 (Rysunek 29B). 
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Rysunek 29 Charakterystyka kom·rek CAKs. Poziom CK10 (A), CK14 (B) oraz E-kadheryny (C) 

w lizatach kom·rkowych oszacowano metodŃ Western blotting. Na rycinie przedstawiono 
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reprezentatywne bloty. Keratynocyty hodowano w obecnoŜci kom·rek czerniaka wysianych na 

inserty typu Transwell (INS) lub z poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) z kom·rek czerniaka. Kontrolň 

stanowiğy prawidğowe keratynocyty hodowane w mieszaninie poŨywek odpowiednich dla 

keratynocyt·w i kom·rek czerniaka (w stosunku 1:1). Wyniki normalizowano do cağkowitej iloŜci 

biağka okreŜlonej na podstawie barwienia membran odczynnikiem Ponceau S. średnia z 

przynajmniej trzech powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD zostağa przedstawiona w formie wykres·w. 

Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami kontrolnymi a 

kom·rkami CAKs. Poziom istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*). Rycina zmodyfikowana 

na podstawie [207]. 

W warunkach fizjologicznych keratynocyty kontrolujŃ proliferacjň melanocyt·w, 

gğ·wnie poprzez bezpoŜrednie interakcje oparte na oddziağywaniu z E-kadherynŃ, 

zapobiegajŃc w ten spos·b ich transformacji do kom·rek nowotworowych. W trakcie 

procesu nowotworzenia kom·rki czerniaka tracŃ ekspresjň genu kodujŃcego E-kadherynň 

na rzecz zwiňkszonej produkcji N-kadheryny. Ze wzglňdu na waŨnŃ funkcjň E-kadheryny 

w oddziağywaniach pomiňdzy keratynocytami i melanocytami, a przez to jej rolň w rozwoju 

nowotworu, dokonano oceny poziomu tego biağka w kom·rkach CAKs. Wykryto obniŨony 

poziom E-kadheryny w  kom·rkach CAKs traktowanych PK zebranymi znad kom·rek 

WM9 i Hs294T oraz hodowanymi w kokulturze poŜredniej z tymi kom·rkami czerniaka. 

Jednak jedynie r·Ũnica pomiňdzy CAKs hodowanymi z poŨywkŃ z Hs294T i kontrolnymi 

keratynocytami byğa istotna statystycznie (Rysunek 29C). 

4.2.2 Analiza biağek wydzielanych przez kom·rki CAKs pod wpğywem kom·rek 

czerniaka 

Doniesienia literaturowe wskazujŃ, Ũe keratynocyty pod wpğywem kom·rek 

czerniaka ulegajŃ pewnym zmianom funkcjonalnym [34]. W zwiŃzku z tym, stosujŃc 

opisane w rozdziale 3.5.4.5 zestawy Human Cytokine i Human Proteases Array, 

postanowiono zbadaĺ jakŃ rolň peğniŃ one w mikroŜrodowisku tego nowotworu. 

Rozpoczňto od analizy wpğywu poŨywki koncycjonowanej z reprezentatywnej linii 

kom·rek czerniaka Hs294T na wydzielanie cytokin przez keratynocyty, wykryto 

podwyŨszony poziom: IL18, antagonisty receptora interleukiny 1 (IL1ra), czynnika 

hamujŃcego migracjň makrofag·w (MIF) i serpiny E1 w kom·rkach CAKs w por·wnaniu 

do kontroli (Rysunek 30).  
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Rysunek 30 Wpğyw kom·rek czerniaka na wydzielanie cytokin przez keratynocyty z uŨyciem 

komercyjnego zestawu. Keratynocyty hodowano z poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) pochodzŃca z 

hodowli kom·rek Hs294T. Kontrolň (K) stanowiğy prawidğowe keratynocyty hodowane w 

mieszaninie poŨywek odpowiednich dla keratynocyt·w i kom·rek czerniaka (w stosunku 1:1). Do 

identyfikacji wydzielanych cytokin wykorzystano poŨywki pohodowlane zebrane znad kom·rek 

CAKs. Na podstawie otrzymanego sygnağu (A) przeprowadzono analizň iloŜciowŃ (B). Wyniki 

znormalizowano do kontroli pozytywnej i przedstawiono w formie graficznej. Ciemniejsza czerwieŒ 

Ŝwiadczy o wyŨszej intensywnoŜci sygnağu. Skr·ty: IL18, interleukina 18; IL1ra, antagonista 

receptora interleukiny 1; MIF, czynnik hamujŃcy migracjň makrofag·w. Rycina zmodyfikowana na 

podstawie [207]. 

Ponadto dokonano analizy proteaz wydzielanych przez kom·rki CAKs 

traktowanych reprezentatywnŃ liniŃ kom·rek czerniaka A375 z uŨyciem komercyjnego 

zestawu, kt·rego zastosowanie opisano w rozdziale 3.5.4.5. Wykryto obecnoŜĺ szeregu 

r·Ũnych biağek uwalnianych do przestrzeni pozakom·rkowej przez prawidğowe 

keratynocyty oraz kom·rki CAKs (Rysunek 31). W przypadku kom·rek CAKsINS 

zidentyfikowano zwiňkszony poziom biağka zawierajŃcego domenň dezintegryny i 

metaloproteazy 8 (ADAM 8), ADAM9, biağka ADAM z motywem trombospondyny 1 

(ADAMTS1), kalikreiny 5, katepsyny V, MMP2, MMP3, MMP9, MMP10 oraz MMP12 

w por·wnaniu do kontrolnych keratynocyt·w. Dodatkowo zar·wno kom·rki CAKsPK jak 

i CAKsINS wydzielağy wiňcej kalikreiny 6 oraz MMP1 w por·wnaniu do kontroli. 
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Rysunek 31 Wpğyw kom·rek czerniaka na profil wydzielanych przez keratynocyty proteaz. 

Wydzielane przez kom·rki CAKs proteazy zidentyfikowano z uŨyciem komercyjnego zestawu 

wykorzystujŃc poŨywki zebrane znad keratynocyt·w hodowanych w obecnoŜci kom·rek czerniaka 

wysianych na inserty typu Transwell (INS) lub z poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) zebranŃ znad 

hodowli kom·rek czerniaka. Na podstawie otrzymanego sygnağu przeprowadzono analizň 

iloŜciowŃ. Wyniki znormalizowano do kontroli pozytywnej i przedstawiono w formie graficznej, 

przyjmujŃc, Ũe ciemniejsza czerwieŒ Ŝwiadczy o wyŨszej intensywnoŜci sygnağu. Skr·ty: ADAM, 

dezintegryna i metaloproteaza; ADAMTS1, dezintegryna i metaloproteaza z motywem 

trombospondyny 1; MMP, metaloproteaza macierzy. Rycina zmodyfikowana na podstawie [207]. 

 

4.2.3 Ocena aktywnoŜci proteolitycznej kom·rek CAKs 

MnogoŜĺ i r·ŨnorodnoŜĺ wydzielanych przez CAKs proteaz oraz wpğyw kom·rek 

czerniaka na ich poziom skğoniğy nas do analizy aktywnoŜci proteolitycznej keratynocyt·w. 

W celu oceny wpğywu kom·rek czerniaka na aktywnoŜĺ proteolitycznŃ keratynocyt·w 

przeprowadzono test degradacji Ũelatyny skoniugowanej z fluoroforem FITC. 

Zaobserwowano istotnie zwiňkszone trawienie Ũelatyny-FITC w kom·rkach CAKsPK 

hodowanych w obecnoŜci PK zebranych znad kom·rek Hs294T oraz w kom·rkach 

CAKsINS pochodzŃcych z kokultury z wysoce inwazyjnymi kom·rkami czerniaka (A375, 

WM9, Hs294T) w por·wnaniu do kontroli (Rysunek 32). Otrzymane rezultaty poddane 

zostağy jednak jedynie analizie jakoŜciowej, poniewaŨ zr·Ũnicowany wz·r trawienia 

kom·rek CAKs uniemoŨliwiğ przeprowadzenie analizy iloŜciowej. 
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Rysunek 32 Wpğyw kom·rek czerniaka na aktywnoŜĺ proteolitycznŃ kom·rek CAKs. AktywnoŜĺ 

proteolitycznŃ kom·rek CAKs okreŜlono w teŜcie degradacji Ũelatyny, na rycinie przedstawiono 

reprezentatywne zdjňcia kom·rek. Keratynocyty hodowano w obecnoŜci kom·rek czerniaka 

wysianych na inserty typu Transwell (INS) lub z poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) zebranŃ znad 

hodowli kom·rek czerniaka, po czym obserwowano wz·r trawienia przy uŨyciu fluorescencyjnie 

wyznakowanej Ũelatyny. Skala - 10 Õm, nÓ30. Rycina zmodyfikowana na podstawie [207]. 

W kolejnym etapie pracy uŨywajŃc zymografii Ũelatynowej dokonano identyfikacji 

Ũelatynaz odpowiedzialnych za zwiňkszonŃ degradacjň Ũelatyny-FITC w kom·rkach 

CAKs. Zaobserwowano wyŨszy poziom MMP9 w kom·rkach CAKsPK traktowanych 

poŨywkŃ kondycjonowanŃ zebranŃ znad kom·rek Hs294T oraz kom·rkach CAKsINS 

hodowanych w obecnoŜci wysoce inwazyjnych kom·rek czerniaka (A375, WM9, Hs294T) 

w por·wnaniu do kontroli (Rysunek 33A). W przypadku kom·rek CAKsINS istotnoŜĺ 

statystycznŃ uzyskano jedynie w przypadku keratynocyt·w hodowanych z kom·rkami 

A375 w por·wnaniu do kontroli. Co wiňcej, wykryto aktywnoŜĺ proteolitycznŃ proteazy 

MMP2 w poŨywkach pohodowlanych zebranych znad kom·rek CAKs, jednak poziom tego 

biağka nie r·Ũniğ siň w spos·b istotny pomiňdzy prawidğowymi keratynocytami oraz 

kom·rkami CAKs. Celem potwierdzenia zwiňkszonego poziomu MMP9 w aktywowanych 

keratynocytach dokonano analizy Western blotting poŨywek pohodowlanych zebranych 
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znad kom·rek CAKs. Analogicznie do danych pochodzŃcych z analizy zymogram·w, w 

kom·rkach CAKsPK hodowanych z PK zebranŃ znad kom·rek Hs294T oraz w kom·rkach 

CAKsINS pochodzŃcych z kokultury z kom·rkami A375, WM9 oraz Hs294T wykryto 

zwiňkszony poziom pozakom·rkowej proteazy MMP9 w por·wnaniu do prawidğowych 

keratynocyt·w (ponownie istotnoŜĺ statycznŃ osiŃgnňğa jedynie r·Ũnica pomiňdzy 

kom·rkami CAKs hodowanymi z kom·rkami A375 i kontrolŃ) (Rysunek 33B). Wyniki 

analizy Western blotting sŃ sp·jne z tymi otrzymanymi metodŃ zymografii Ũelatynowej. 
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Rysunek 33 Identyfikacja Ũelatynaz obecnych w poŨywkach pohodowlanych kom·rek CAKs. 

Zymografia Ũelatynowa wykonana z uŨyciem poŨywek zebranych znad kom·rek CAKs (A). Analiza 

Western blotting poziomu proteazy MMP9 w poŨywkach zebranych znad hodowli kom·rek CAKs 

(B). Keratynocyty hodowano w obecnoŜci kom·rek czerniaka wysianych na inserty typu Transwell 
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(INS) lub z poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) znad kom·rek czerniaka. Kontrolň stanowiŃ 

prawidğowe keratynocyty hodowane w mieszaninie poŨywek odpowiednich dla kom·rek czerniaka 

oraz keratynocyt·w (w stosunku 1:1). W przypadku analizy Western blotting wyniki normalizowano 

do cağkowitej zawartoŜci biağka okreŜlonej na podstawie barwienia membran odczynnikiem 

Ponceau S. średnia z przynajmniej trzech powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD zostağa przedstawiona w 

formie wykres·w. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami 

kontrolnymi a kom·rkami CAKs lub pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek CAKs. Na rysunku 

przedstawiono reprezentatywne zdjňcia zymografii oraz membran. W celu uzyskania lepszej 

wizualizacji wynik·w zymografii odw·rcono kolory na zdjňciach. Poziom istotnoŜci statystycznej 

ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), p꜡Ò꜡0.01 (**). Rycina zmodyfikowana na podstawie [207]. 

BiorŃc pod uwagň fakt, Ũe nie wszystkie proteazy sŃ enzymami wydzielanymi do 

przestrzeni pozakom·rkowej, dokonano oceny poziomu bğonowej proteazy MMP14. 

Zaobserwowano wyŨszy poziom aktywnoŜci MMP14 w kom·rkach CAKsPK 

traktowanych poŨywkŃ znad kom·rek Hs294T (Rysunek 34), zaŜ poziom aktywnoŜci tej 

proteazy w kom·rkach CAFsINS pozostağ niezmieniony. 

 

Rysunek 34 Analiza poziomu bğonowej proteazy MMP14 w lizatach kom·rek CAKs. Keratynocyty 

hodowano w obecnoŜci kom·rek czerniaka wysianych na inserty typu Transwell (INS) lub z 

poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) znad kom·rek czerniaka. Kontrolň stanowiğy prawidğowe 

keratynocyty hodowane w mieszaninie poŨywek odpowiednich dla kom·rek czerniaka oraz 

keratynocyt·w (w stosunku 1:1). średnia z przynajmniej trzech powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD 

zostağa przedstawiona w formie wykres·w. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice 

pomiňdzy kom·rkami kontrolnymi a kom·rkami CAKs lub pomiňdzy r·Ũnymi typami kom·rek 

CAKs. Poziom istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.01 (**), p꜡Ò꜡0.001 (***).  

Ze wzglňdu na to, Ũe proces proteolizy regulujŃ nie tylko zmiany w poziomie 

proteaz, ale takŨe obecnoŜĺ ich inhibitor·w takich jak tkankowe inhibitory metaloproteaz 

(TIMPs), dokonano analizy z uŨyciem metody PCR w czasie rzeczywistym poziomu 

ekspresji gen·w kodujŃcych inhibitory TIMPs w kom·rkach typu CAKs. Wykazano 
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obniŨony poziom ekspresji gen·w TIMP1, TIMP2 oraz TIMP3 w kom·rkach CAKsPK 

(Rysunek 35) w por·wnaniu do keratynocyt·w kontrolnych. Z kolei w kom·rkach 

CAKsINS ekspresja tych gen·w nie r·Ũniğa siň w stosunku do kontroli. 

 

Rysunek 35 Wpğyw kom·rek czerniaka na ekspresjň gen·w kodujŃcych tkankowe inhibitory 

metaloproteaz (TIMPs)w kom·rkach CAKs. Dokonano analizy PCR w czasie rzeczywistym 

ekspresji gen·w TIMP1, TIMP2 oraz TIMP3 w keratynocytach hodowanych w obecnoŜci kom·rek 

czerniaka wysianych na inserty typu Transwell (INS) lub inkubowanych w poŨywce 

kondycjonowanej (PK) znad kom·rek czerniaka. Kontrolň stanowiğy keratynocyty hodowane w 

mieszaninie poŨywek odpowiednich dla kom·rek czerniaka oraz keratynocyt·w (w stosunku 1:1). 

Wyniki normalizowano wzglňdem genu referencyjnego HPRT1. średnia z przynajmniej trzech 

powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD zostağa przedstawiona w formie wykres·w. Gwiazdkami oznaczono 

istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami kontrolnymi a kom·rkami CAKs. Poziom 

istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), p꜡Ò꜡0.01 (**), p꜡Ò꜡0.001 (***) i p꜡Ò꜡0.0001 (****). 

Rycina zmodyfikowana na podstawie [207]. 

4.2.4 Wpğyw kom·rek czerniaka na zdolnoŜci migracyjne i inwazyjne kom·rek 

CAKs 

AktywnoŜĺ proteolityczna jest jednym z element·w istotnych w procesie inwazji, 

w zwiŃzku z czym kolejnym krokiem byğa analiza zdolnoŜci migracyjnych i inwazyjnych 

kom·rek CAKs. Te pierwsze okreŜlono z uŨyciem metody analizy zarastania rysy 2D, zaŜ 

te drugie z wykorzystaniem testu inwazji przez insert typu Transwell. Wykryto zwiňkszony 

poziom migracji kom·rek CAFsINS. Nie zaobserwowano natomiast zmian w migracji 

kom·rek CAKsPK z wyjŃtkiem keratynocyt·w traktowanych poŨywkŃ znad hodowli 
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kom·rek czerniaka WM1341D, w przypadku kt·rych wykryto spadek migracji (Rysunek 

36A). Test inwazji nie wykryğ natomiast istotnych statystycznie r·Ũnic pomiňdzy 

kom·rkami badanymi i kontrolŃ. 

 

Rysunek 36 Wpğyw kom·rek czerniaka na migracjň (A) oraz inwazjň (B) keratynocyt·w. 

Keratynocyty hodowano w obecnoŜci kom·rek czerniaka wysianych na inserty typu Transwell (INS) 

lub z poŨywkŃ kondycjonowanŃ (PK) z kom·rek czerniaka. Kontrolň stanowiğy kom·rki hodowane 

w mieszaninie poŨywek odpowiednich dla kom·rek czerniaka oraz keratynocyt·w (w stosunku 1:1). 

średnia z przynajmniej trzech powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD zostağa przedstawiona w formie 

wykres·w. Gwiazdkami oznaczono istotne statystycznie r·Ũnice pomiňdzy kom·rkami kontrolnymi 

a kom·rkami CAKs. Poziom istotnoŜci statystycznej ustalono na p꜡Ò꜡0.05 (*), p꜡Ò꜡0.01 (**). 

Aby potwierdziĺ, czy zwiňkszona migracja kom·rek CAKs nie jest zwiŃzana z 

szybkoŜciŃ podziağ·w, przeprowadzono test proliferacji, w kt·rym nie wykryto Ũadnych 

istotnych zmian (Rysunek 37). 
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Rysunek 37 Proliferacja kom·rek CAKs. Keratynocyty hodowano w obecnoŜci poŨywki 

kondycjonowanej (PK) znad kom·rek czerniaka lub z kom·rkami czerniaka wysianymi na inserty 

typu Transwell (INS). Kontrolň stanowiğy kom·rki hodowane w mieszaninie poŨywek odpowiednich 

dla kom·rek czerniaka oraz keratynocyt·w (w stosunku 1:1). Proliferacjň oszacowano testem XTT. 

średnia z przynajmniej trzech powt·rzeŒ biologicznych ꜡Ñ꜡SD zostağa przedstawiona w formie 

wykres·w. 

4.2.5 Identyfikacja czynnik·w przyczyniajŃcych siň do zmian w aktywnoŜci 

proteolitycznej kom·rek CAKs 

W celu poznania przyczyn zmian poziomu i aktywnoŜci proteaz w kom·rkach 

CAKs, zweryfikowano status aktywacji szlak·w MAPK i PI3K/AKT z uŨyciem techniki 

Western blotting. Zaobserwowano zwiňkszonŃ fosforylacjň kinazy ERK zar·wno w 

kom·rkach CAKsPK, jak i CAKsINS, jednak r·Ũnica ta byğa istotna statystycznie tylko w 

przypadku kom·rek CAKsINS pochodzŃcych z kokultury z kom·rkami A375 (Rysunek 

38A). Nie zaobserwowano istotnych r·Ũnic w fosforylacji kinazy AKT w kom·rkach 

CAKs (Rysunek 38B). 
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