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INDEKS NAJWAZNIEJSZYCH SKROTOW

ALCAM
AREG
CD
ECM
EGF
EPG
EREG
FGF

HB-EGF

HER
IL
ICAM
NRG
PDGF
TIMP
TGF
TNF
TNFR
VCAM
VEGF
VEGFR

activated leukocyte cell adhesion molecule
amphiregulin
cluster of differentiation
extracellular matrix
epidermal growth factor
epigen
epiregulin
fibroblast growth factor
heparin-binding EGF-like growth factor
human epidermal growth factor receptor
interleukin
intercellular adhesion molecule
neuregulin
platelet-derived growth factor
tissue inhibitor metalloprotease
transforming growth factor
tumor necrosis factor
tumor necrosis factor receptor
vascular cell adhesion molecule
vascular endothelial growth factor

receptor for VEGF

czasteczka adhezji aktywowanych leukocytow
amfiregulina
antygen réznicowania komdrkowego
macierz zewnatrzkomorkowa
czynnik wzrostu naskoérka
epigen

epiregulina

czynnik wzrostu fibroblastow

czynnik wzrostu wigzacy heparyne podobny
do EGF

receptor dla nablonkowego czynnika wzrostu
interleukina
miedzykomorkowa czasteczka adhezyjna

neuregulina

plytkopochodny czynnik wzrostu

tkankowy inhibitor metaloproteinaz
transformujacy czynnik wzrostu
czynnik martwicy nowotworéw
receptor dla TNF
czasteczka adhezji komdrkowej naczyn
czynnik wzrostu $rddbtonka naczyniowego

receptor dla VEGF




WSTEP TEORETYCZNY

Podstawowymi jednostkami funkcjonalnymi i strukturalnymi zywego
organizmu sa komorki. Ich wlasciwe funkcjonowanie zalezy od setek biatek
wspotdziatajacych i oddziatujacych na siebie nawzajem. Poznanie ich wszystkich
funkgji nie jest mozliwe na tym etapie rozwoju nauki i techniki. Mimo wszystko, od
wielu lat, biolodzy molekularni, biochemicy i bioinformatycy podejmuja préby
zrozumienia wpltywu poszczegolnych czasteczek na homeostaze komorki i catego
organizmu. Szczegolna uwage naukowcdw zwracaja te biatka, ktorych ekspresja
zmienia si¢ w okreslonym procesie chorobowym. Pozwala to na odkrycie, ktdre ze
szlakéw sygnatowych lub funkgji komoérki moga by¢ zaburzone w danym schorzeniu.
Budzi to nadzieje, ze zahamowanie lub stymulacja danej molekuly, mogtaby
ograniczy¢ objawy choroby czy nawet ja wyeliminowac. Jednym z biatek, nad ktérego
funkcja i oddziatywaniami prowadzone sg badania na calym sSwiecie i na ktorym

skupia sie ponizsza praca doktorska, jest metaloproteinaza ADAM17.

1. Bialko ADAM17

1.1. Budowa i substraty biatka ADAM17

ADAM17 (biatko zawierajace domene dezintegryny i metaloproteinazy,
A Disintegrin and Metalloproteinase domain-containing protein 17), nazywane takze TACE
(Tumor mnecrosis factor Alpha Converting Enzyme) lub CD156b, to glikoproteina
transbfonowa nalezaca do rodziny adamalizyn ADAM. Zbudowana jest z kilku
domen: N-koncowej sekwencji sygnalowej, prodomeny, domeny metalo-
proteinazowej, domeny dezintegrynowej, regionu bogatego w cysteing, domeny
transblonowej i ogona cytoplazmatycznego [1]. Biatko to wystepuje w wielu tkankach,
a jego ekspresja na poziomie mRNA zmienia si¢ silnie od okresu rozwoju
embrionalnego (najwyzsza ekspresja w mozgu, plucach, watrobie i nerkach) do etapu

dorostego organizmu (najwyzsza ekspresja w sercu, w leukocytach, tozysku,



miesniach szkieletowych, trzustce, sledzionie, grasicy, prostacie, jajnikach, jadrach)
[2]. Do tej pory potwierdzono dwie funkcje biatka ADAM17 —jako dezintegryny, ktora
moze oddzialywac¢ z niektorymi integrynami i szedazy, ktdéra uwalnia z blony
komorkowej domeny zewnatrzkomorkowe roznych biatek.

Do tej pory zidentyfikowano juz ponad 80 réznych substratow dla enzymu ADAM17,
ktore znaczaco rdéznia sie¢ miedzy soba struktura i funkcja [3]. Jedna z istotnych
czasteczek uwalnianych z blony przez te proteaze jest czynnik martwicy nowotworow
— TNF, ale sa to takze rézne czynniki wzrostu (m.in. czynnik wzrostu wiazacy
heparyne podobny do EGF — HB-EGF, transformujacy czynnik wzrostu — TGFq,
amfiregulina — AREG, neuregulina — NRG), receptory (m.in. TNFRI i II, Notch-1,
HER4, VEGFR2), czasteczki adhezji komorkowej (m.in. L-selektyna,
miedzykomorkowa czasteczka adhezyjna — ICAM-1, czasteczka adhezji komorkowej
naczyn — VCAM, czasteczka adhezji aktywowanych leukocytéw — ALCAM, CD44) czy
inne, nienalezace to tych grup, biatka [4], [5]. Poprzez ich proteolize, ADAM17
stymuluje lub hamuje tak auto- jak i parakrynny przekaz sygnalu w komdorce, przez
co wplywa na liczne procesy - m.in. proliferacje, migracje, adhezje, roznicowanie
i regulowanie odpowiedzi ukltadu odpornosciowego [1], [3], [6]. Znane substraty
biatka ADAM17 przedstawiono w Tabela 1.

Zluszczania bialek blonowych przez te szedaze zachodzi w komorkach
konstytutywnie na niskim poziomie. Istnieje jednak wiele jej regulatorow
wywotujacych silne i szybkie uwalnianie przez nia substratow z powierzchni
komorek. Ostatnie badania pokazuja, ze kluczowa dla stymulacji aktywnosci biatka
ADAM17 jest obecnos¢ na blonie komodrkowej fosfatydyloseryny (PS) [7]. Jej ilos¢ jest
skorelowana z uwalnianiem réznych substratéw tej szedazy, wywotanym réznymi
aktywatorami. Naleza do nich m.in. aktywatory kinazy biatkowej C (PKC), w tym
powszechnie uzywany w tym celu ester forbolu (PMA - Phorbol-12-myristat-13-acetate),
agonisci receptoréw puryny 2 (P2), czynnik wzrostu fibroblastow 7 (FGF7) czy

jonofory wapnia np. jonomycyna [1], [7], [8].
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Z}tuszczanie z blony substratow szedazy ADAM17 moze wptywac na wiele procesow
w komdrkach. Uwolnione z btony bialtko moze potaczy¢ sie ze swoim receptorem
i aktywowac¢ przez niego przekaz sygnatu (np. ligandy dla receptorow ErBb)
wplywajac w ten sposob na proliferacje, migracje czy przezycie komoérek. Z kolei
ztuszczanie receptoréw dla réznych biatek przez te szedaze uniemozliwia ich
polacznie si¢ na blonie z ich ligandem co prowadzi do desensytyzacji komorek i np.
ograniczenie ich aktywagji (jak si¢ to dzieje w przypadku receptora dla CSF-1 na
makrofagach). Ztuszczone receptory moga stuzy¢ takze jako ,pulapka” dla ich
liganddéw, uniemozliwiajac ich potaczenie z receptorami na powierzchni btony, co
rowniez prowadzi do ograniczania przekazu sygnatu w komorkach [1].

Badania wskazuja, ze ADAM17 ma rowniez zdolnos¢ oddzialywania z integrynami
a5B1 oraz a631. Moze przez to wplywac na procesy adhezji i migracji komorek, jednak
efekt tego oddzialywania zalezny jest czy taczy sie z integryna w pozydji cis czy trans

(odpowiednio na tej samej lub sasiedniej komorce na ktorej wystepuje) [9]-[11].

Tabela 1 Substraty biatka ADAM17. Opracowano na podstawie [3], [12]

Cytokiny i czynniki Receptory Czqstec‘zki Inne
wzrostu adhezyjne
AREG LTA ACE-2 GPVI p75TNE-RII ALCAM APP
CSF-1 Notch-1 CD137 (4-1BB) HER4 P75NRT CD44 CAIX
CX3CL1 NRG CD154 HGEFR (C-MET) PTPRF DCD62L CD163
DLL-1 Prefl CD16 IGFR2 PTPRZ DSG2 GLP1
EPG SEMMA4D CD30 IL-1RII SDC114 EpCAM GP
EREG TGFa CD40 IL-23R SORCS11i3 ICAM-1 KL
FLT-3L TMEFF2 CD89 IL-6Ra SORL1 JAM-A LYPD3
GP1BA TNF CD91 LOX-1 SORT1 kolagen XVII | MICAiB
HB-EGF | TRANCE CSFIR NEO-1 TIM-3 L1-CAM MUC-1
Jag 1 Vasorin EPCR Notchl VEGFR11i2 L-selektyna PMEL17
KL-1i2 GHR NPR NCAM PRNP,PrPc
LAG-3 GPIba NTRK1 Nektyna 4 PTP«x
Al f];li)eta GPV P55TNE-RI VCAM-1 TROP-2
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1.2. Biologiczna rola biatka ADAM17

1.2.1. Wplyw bialka ADAM17 na proliferacje komorek

Biatko ADAM17 oddziatuje na proliferacje gtéwnie poprzez uwalnianie z bfony
komorkowej ligandéw dla receptorow z rodziny ErbB (erythroblastic leukemia viral
oncogene homolog)/HER (human epidermal growth factor receptor). W jej sktad wchodza
cztery blonowe receptory z rodziny kinaz tyrozynowych: EGFR/HER1, ErbB2/ HER?2,
ErbB3/HER3 oraz ErbB4/HER4. Wystepuja one w formie nieaktywnych monomerdw,
ktore pod wpltywem zwigzania liganda ulegajq dimeryzacji homo- lub heterologiczne;j,
co prowadzi do przekazania sygnatu do wnetrza komorki [13], cho¢ najnowsze
badania wskazuja na to, ze dla pelnej aktywacji receptoréw z rodziny EGFR
dimeryzacja jest niewystarczajaca — do efektywnego pobudzenia $ciezek sygnatlowych
dochodzi dopiero po ich oligomeryzacji [14], [15]. Czterema gléwnymi szlakami
przekazu sygnatu sa te, w ktérych uczestnicza: kinazy aktywowane mitogenami
(MAPK), kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), fosfolipaza Cy (PLCy) oraz kinaza
tyrozynowa typu Janus (JAK). Skomplikowany wzor uruchamiania poszczegdlnych
sciezek zalezy od wielu czynnikow: od rodzaju ligandéw, ktére w pewnym stopniu
determinujq skltad dimeréw/oligomerdw receptoréw, od poziomu ekspresji
poszczegolnych receptorow w blonie, od obecnosci biatek pomocniczych i biatek
poszczegdlnych Sciezek sygnalowych [16]. Efekty zawsze promuja przezywanie
komorek, ale poprzez zmiany w syntezie réznych bialek i aktywacje roznych
enzymow moga wlacza¢ rdézne programy komdrkowe wzmozona migracje,
proliferacje lub roznicowanie (Rysunek 1). Same ligandy dla receptorow moga
wykazywac powinowactwo do tyko jednego receptora (np. czynnik wzrostu naskorka
— EGF, TGFa, AR i EREG dla receptora EGFR) lub do wielu receptoréw (NRG 112 dla
receptoréw HER3 i HER4 czy HB-EGF, epigen (EPG) i -cellulina dla receptorow
EGFR i HER4). Obecnie nie jest znany zaden ligand dla ErbB2, jednak jego struktura
sprzyja dimeryzacji z innymi receptorami [13]. Badania dowodza takze, Zze receptor

ten moze by¢ tez aktywowany w sposob niezalezny od liganda. Przy jego nadekspresji
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wystepuje jego homodi- i homooligomeryzacja, co skutkuje przekazem sygnatu [17].

Czynniki wzrostowe produkowane sa jako biatka btonowe, aby moc wiec przylaczy¢
sie do receptorow z rodziny EGFR konieczne jest ich uwolnienie z blony komorkowe;.
Czes¢ z nich jest substratami biatka ADAM17. Dowoddéw na wplyw tej szedazy na
przekaz sygnatu przez receptory ErbB dostarczyly zwierzeta transgeniczne z jego
nokautem. W pierwszym takim stworzonym modelu mysim (myszy TACE AZn/AZn),
w genie Adam17 sekwencje kodujaca fragment centrum aktywnego zastgpiono kaseta
kodujaca gen opornosci na antybiotyk selekcyjny). Fenotyp tych zwierzat byt bardzo
zblizony do tego jaki obserwuje si¢ u myszy z nokautem EGFR [18]. Ze wzgledu na
brak przezywalnosci myszy z nokautem Adam17 (Smierc od 17,5 dnia od zaptodnienia
do pierwszych dni po urodzeniu) eksperymenty prowadzono na pobranych od tych
zwierzat komorkach. Badania potwierdzily, ze brak aktywnosci biatka ADAM17
hamuje uwalnianie z komorek TGFa, co silnie ogranicza dimeryzacje i aktywacje
receptorow EGFR [19]. Dalsze prace wykazaly, ze w myszach TACE AZn/AZn nie
dochodzi do uwalniania innych liganddw z rodziny EGF, co prowadzi do
ograniczonej aktywacji EGFR i defektéw rozwojowych; brak rozpuszczalnej formy
HB-EGF skutkuje defektami w rozwoju ptuc i serca [20]-[22] a brak rozpuszczalnej

formy AREG powoduje defekty w rozwoju gruczotéw sutkowych [23].
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Rysunek 1. Schemat uwalniania z blony komdrkowej substratow bialka ADAM17 i ich
dzialanie na receptory ErbB - dimeryzacje i aktywacje. Receptor HER3 na bardzo niewielka
zdolnos¢ fosforylacji, natomiast HER2 nie ma obecnie znanych substratéw. Przedstawiono
tylko gléwne ligandy dla receptorow oraz niektore mozliwosci dimeryzacji receptoréw.

Oproécz dziatania przez receptory EGFR, ADAM17 moze wplywad na proliferacje
takze innymi sposobami. Pokazano, ze uwalnianie HB-EGF z btony komorkowej
keratynocytéw, moze prowadzi¢ do translokacji jego C-konca do jadra komdrkowego,
co daje bezposredni sygnal do podziatow [24]. Innym sposobem jest jego wptyw na
drogi sygnatowe hamujace proliferacje. Przykladem tego mechanizmu jest ztuszczanie
TGEpBR1, jednego z receptorow TGEp, co ogranicza dziatanie antyproliferacyjne tego

biatka [25].

Zaobserwowano réwniez, ze biatko ADAM17 moze wplywac na zahamowanie

podzialéw komorkowych. Dzieje sie tak np. w komorkach poduszeczek
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wsierdziowych, kiedy uwalnia on z blony HB-EGF, hamujacy w tym przypadku

proliferacje, jednoczesnie promujac réznicowanie [22].

1.2.2. Wplyw bialka ADAM17 na migracje komdrek

Biatko ADAM17 poprzez uwalnianie substratéw aktywujacych receptory ErbB
wplywa nie tylko na proliferacje komorek, ale takze na ich migracje. Przemieszczanie
sie¢ komorek jest niezwykle istothne w bardzo wielu procesach zachodzacych
w organizmie m.in. podczas embriogenezy a po okresie zycia embrionalnego takze w
gojeniu sie ran czy procesach zwiazanych z odpowiedzia immunologiczna [1].
W trakcie rozwoju embrionalnego migracja to kluczowe zjawisko konieczne do
wlasciwego ksztattowania sie¢ zarodka, a pdzniej tkanek i organdw. Nieco inaczej niz
w dorostym organizmie, nie polega na interakcjach indywidualnych komorek z ich
otoczeniem, ale bardziej na ruchu catej grupy silnie oddziatlujacych na siebie komorek
[26]. Pokazano, iz stymulacja biatka ADAM17 w embrionalnych mysich fibroblastach
powoduje uwalnianie czynnikdw wzrostu, ktore dziatajac poprzez receptory ErbB
wplywaja na ich migracje [27]. Oprdcz tego, substratami ADAMI17 sa takze biatka
adhezyjne, ktore wptywaja na zdolnos¢ komdrek do oddziatywania pomiedzy soba
i macierza zewnatrzkomérkowa. Poprzez ich uwalnianie z blony, zwigksza sie
potencjal komdrek do migracji. Sq to takie biatka jak kadheryny N i E, adhezyny
VCAM-1 i ALCAM, L1-CAM, L-selektyna, CD44. Wptyw zluszczania tych biatek na
zwiekszenie migracji komorek, szczegélnie w komodrkach nowotworowych
potwierdzono w wielu badaniach [4], [6], [28]-[30]. Istnieja jednak takZze doniesienia,
ktore pokazuja, ze obnizona ekspresja niektorych biatek adhezyjnych na komodrkach
guza powoduje przeciwny efekt [31], [32]. Role niektorych substratéw enzymu
ADAM17, szczegodlnie istotnych w kontekscie rozwoju czerniaka, omdéwiono ponizej

w punkcie 2.2.1.
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1.2.3. Wplyw biatlka ADAM17 na stan zapalny

ADAM17 pelni istotng role w procesach zapalnych. Substrat, dzigki ktoremu
biatko to zostato zidentyfikowane jako szedaza — TNF [33], [34], to jedna z gléwnych
cytokin prozapalnych. Niskie, konstytutywne uwalnianie tego biatka gwaltownie
wzrasta po aktywacji komorek czynnikami stymulujacymi aktywnos¢ ADAMIY7.
Dojrzala, rozpuszczalna, uwolniona z blony forma TNF powoduje stymulacje
odpowiedzi zapalnej i modulacje odpowiedzi immunologicznej. Cytokina ta wptywa
na proliferacje i réznicowanie limfocytow B i T, promuje cytotoksycznos¢ komodrek
NK, limfocytéw cytotoksycznych i makrofagow. Ma takze dziatanie chemotaktyczne
i aktywuje monocyty i neutrofile. Dodatkowo takze indukuje uwalnianie wielu
kolejnych biatek prozapalnych: IFNy przez limfocyty oraz IL-1, IL-6, IFNP
przez makrofagi [1]. Wplyw ADAM17 na stan zapalny nie ogranicza si¢ jednak tylko
do dziatania TNF. Stwierdzono, ze sposrdd jego substratéw okoto 20 ma wplyw na ten
proces. Przyktadowo, poprzez uwalnianie specyficznego receptora dla interleukiny 6,
ktory taczy sie z IL-6, nastepuje aktywacja szlakéw prozapalnych takze w tych
komorkach, ktore nie posiadaja tego receptora na swojej powierzchni a jedynie
receptor dla niego partnerski — gp130 [6]. Dzieki temu zjawisku, wrazliwo$¢ na te
cytoking wykazuja rowniez progenitorowe komorki hematopoetyczne, limfocyty T,
embrionalne komorki macierzyste, komoérki miesni gtadkich, mezenchymalne czy
komorki srodbtonkow [35].

Dodatkowo ADAM17 jest =zaangazowany w oddzialywanie komorek
immunologicznych z $rédblonkiem naczyn krwiono$nych podczas migracji
leukocytéw do miejsca zapalenia. Poprzez uwalnianie takich molekut jak L-selektyna,
VCAM-1, ICAM-1, JAM-A m.in. umozliwia diapedeze leukocytow [6], [36].
Podwyzszona ekspresje biatka ADAMI17 stwierdzono u pacjentow z réznymi
chorobami zwigzanymi ze stanem zapalnym np. w sepsie (w leukocytach),
nieswoistym zapaleniu jelita (komorkach epitelialnych), tuszczycy (komoérkach

tucznych) czy stwardnieniu rozsianym (komorki monojadrzaste krwi) [1].
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1.3. Rola biatka ADAM17 w progresji nowotworow

Zwigkszona ekspresje ADAM17 na poziomie mRNA (Rysunek 2) i/lub biatka
w porownaniu do zdrowej tkanki obserwuje si¢ w wielu typach nowotworéw. Posrod
najczesciej wymienianych sa nowotwory piersi [37]-[41], ptuc [42], [43], prostaty,
jajnikow [41], trzustki [44], zotadka [45], [46] i jelita grubego [47]. Zaleznos¢ pomiedzy
poziomem biatka ADAM17 w nowotworach, a ich wielkoscig, stopniem
zaawansowania i przerzutowaniem (do wezltow chlonnych) stwierdzono m.in.
w niedrobnokomoérkowym raku ptuc, nowotworze glowy i szyi oraz piersi [38], [48],

[49].

14

I L e,

RSEM (log2)

22 ey ———————————————————— e e e e e e e e e

EIPPLIIEIEOPEEF IS IP S ESEPESILLI IS
&f

. nowotwor . zdrowa tkanka brak danych

Rysunek 2. Poziom mRNA Adam17 w réznych typach nowotworéw w poréwnaniu do
zdrowej tkanki. Dane, uzyskane metodqa RNAseq, pochodza z bazy FireBrowse, w ktorej
zgromadzono wyniki ok 14 tys. pacjentow pochodzacych z 37 kohort badawczych.
Rozwiniecie skrotow typow nowotwordw i liczbe pacjentéw zamieszczono w Tabeli 1sup.

Istnieje kilka mechanizmow przez jakie biatko ADAM17, ze wzgledu na swoje liczne
substraty, mogloby wplywa¢ na progresje nowotwordéw. W licznych badaniach
pokazano, ze przy jego nadekspresji obserwowane jest miedzy innymi:

e zwigkszenie aktywacji receptoréw ErbB poprzez wigksze uwalnianie ich

ligandéw (TGFa, AREG, HB-EGF, betacellulina, EREG, EPG, NRG) [6] lub
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poprzez wplywanie na poziom ich ekspresji (jak w przypadku EGFR) [43] co
moze prowadzi¢ do nasilenia proliferacji i migracji komorek nowotworowych,

e zwigkszone uwalnianie biatek adhezyjnych z powierzchni komorek
nowotworowych lub srodbtonka (m.in. N-kadheryny, CD44 czy E-kadheryny,)
co moze powodowac zwigkszona migracje i proliferacje komoérek a takze
utatwiac proces metastazy [50],

e uwalnianie z wystepujacych na powierzchni limfocytow T i komdrkach NK
biatek takich jak MICA i MICB (MHC class I chain related gene) co moze
ograniczy¢ ich dziatanie na komdrki nowotworowe na skutek braku
oddziatywania z receptorem NKG2D na ich powierzchni [31], [51],

e zwigkszone zluszczenie bialek kostymulatorowych takich jak np. CD40
(z blony makrofagéw) i CD154 (CD40L, z btony limfocytéw T i komorek NK)
co prowadzi¢ moze do hamowania ich aktywagji [3],

e poprzez uwalnianie z blony aktywowanych juz limfocytow T, biatka
nalezacego do rodziny TNF: 4-1BB, ktore w formie nierozpuszczalnej promuje
aktywacje innych komoérek wukladu immunologicznego: limfocytéw
T pomocniczych, limfocytéw B, monocytow i makrofagéw, wyciszanie
odpowiedzi immunologicznej [3],

e poprzez stymulacje ekspresji oraz sekrecji z komorek takich biatek jak czynnik
wzrostu  Srddbtonka naczyniowego VEGFA, aktywacja procesow
odpowiedzialnych za angiogeneze, co w rezultacie moze wptynac na utatwiony

rozwdj guza i jego przerzutowanie [4], [36], [52].

Wzmozong ekspresje ADAMI17 stwierdzono rowniez w ludzkich liniach
nowotworowych wykorzystywanych w badaniach naukowych: nowotworach piersi
MDA-MB-435 oraz MCEF-7 [39] oraz prostaty: MDA PCa 2b, LNCaP-C33, -C51, -C81,
-Pro5, -Ln3, -C4-2, PC3, DU145 [48]. Znaczenie enzymu ADAM17 w stymulacji
proliferacji i migracji komorek réznych linii nowotworowych udowadniano

wielokrotnie [4], [30], [53]-[57].
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1.4. Bialko ADAM17 jako potencjalny cel terapii antynowotworowych

Biatko ADAM17, ze wzgledu na swoje rozlegle dziatanie, a takze czesto
wystepujaca nadekspresje w komorkach guza, jest interesujacym celem terapii
antynowotworowych. Stworzenie jego specyficznego inhibitora nie jest jednak tatwe.
Terapie majace na celu zahamowanie jego aktywnosci czesto dziatajg takze na inne
biatka z rodziny ADAM lub metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej (MMP) ze
wzgledu na podobienstwo ich domeny katalitycznej. Powoduje to liczne efekty
uboczne potencjalnego leku. Jest jednak druga strona medalu. Ze wzgledu na
czesciowa redundancje enzymdéw o aktywnosci szedaz zahamowanie aktywnosci
tylko proteazy ADAM17 w wielu przypadkach moze nie przynie$¢ spodziewanych
efektoéw. Wynika to z mozliwej kompensacji braku dziatania biatka ADAM17 przez
inne metaloproteazy, ktére moga uwalnia¢ z blony komorek te substraty co ADAM17
[58]. Badania z wykorzystaniem myszy z warunkowymi nokautami Adam17 lub
myszy z hipomorficznymi allelami Adam17 pozwolity jednak na ustalenie listy bialek,
dla ktéorych ADAM17 jest podstawowa szedaza a brak jej aktywnosci bardzo silnie
ogranicza ich uwalnianie z btony in vivo. Wérod tej grupy znajduja si¢ TGFa, HB-EGF,
AREG, L-selektyna, a wiec biatka, ktére moga stanowic kluczowy element w rozwoju
i przerzutowaniu niektorych nowotwordw [12]. Dlatego tez prace nad stworzeniem
terapeutycznych inhibitoréow biatkka ADAMI17 s kontynuowane. Badania
prowadzone sa na czterech typach zwiazkow. Sa to: syntetyczne inhibitory o malej
masie czasteczkowej, oczyszczone lub syntetyczne fragmenty prodomeny ADAM17,
zmodyfikowane inhibitory metaloproteinaz (TIMP) oraz przeciwciata monoklonalne

[59].

2. Nowotwory

Nowotwory to jedna z najczestszych przyczyn zgonow ludzi na swiecie. Szacuje
sig, ze kazdego roku na te chorobe zapada ponad 14 milionéw osdb ijest ona powodem

$mierci prawie 8,8 miliona o0séb rocznie. Wedlug prognoz epidemiologicznych
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w ciggu najblizszych 15 lat nastapi podwojenie tych liczb [60]. W Polsce, chorobe

nowotworowa wykrywa sie kazdego roku u blisko 160 tys. 0sob, przy czym szacuje

sig, ze jest to powdd zgonu ok 92,5 tys. ludzi rocznie [61]. Przy tak zatrwazajacych

statystykach, nie dziwi, ze od wielu lat nowotwory sa przedmiotem intensywnych

badan, zaréwno pod wzgledem mechanizmdw ich powstawania jak i mozliwosci ich

leczenia. Komodrki nowotworowe posiadaja szereg mutacji powodujacych zmiany

w ich funkcjonowaniu w poréwnaniu do prawidtowych komorek i gwarantujace ich

wzrost i przezycie. Czes¢ z tych zmian przedstawiono ponizej.

Uniezaleznienie si¢ od zewnetrznych sygnalow pozwalajacych na proliferacje.
Jest to mozliwe np. ekspresje czynnikoéw wzrostowych i autokrynna stymulacje
podziatléw komoérkowych, modyfikacje (nadaktywnosc) szlakéw sygnatowania
wewnatrzkomdrkowego (ktdre odpowiadaja za przekaz sygnatu do podziatow
do jadra komorkowego), czy zwigkszenie wrazliwosci na sygnaly z zewnatrz
poprzez nadekspresje receptorow dla czynnikdw wzrostu (hiperwrazliwosc)

[62].

Nieograniczony potencjat proliferacyjny w komoérkach nowotworowych m.in.
dzieki ekspresji telomerazy, co zapobiega skracaniu si¢ telomerow

i uszkodzeniu chromosomow [63].

Zdolnos¢ do wytaczenia programu apoptozy, ktore wynika z mutacji w genach
kodujacych biatka supresorowe (np. p53, RB1, BRCA1l, pTEN) lub zmiany
w ekspresji czy funkcjonowaniu biatek proapoptotycznych i/lub receptorow

stymulatorow apoptozy [64].

Niewrazliwo$¢ na sygnaly pochodzace z otoczenia dotyczace hamowania
wzrostu, co wynika ze zmian w cyklu komoérkowym, modyfikacji poziomu
ekspresji biatek odpowiedzialnych za przejscie komodrki w stan spoczynku czy

kontrolujacych podziaty komorkowe [62].
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Co bardzo wazne w kontekscie rozwijania nowych terapii antynowotworowych
— najczestsza przyczyna Smierci 0sob z nowotworami nie sg guzy pierwotne, ale ich
przerzuty do innych narzadéw. Metastaza komorek nowotworowych jest mozliwa
dzigki kolejnym mutacjom, szczegdlnie takim, ktore umozliwiaja im migracje do-
a nastepnie z naczynia krwionosnego lub limfatycznego, transport przez uklad
krwionosny i/lub limfatyczny, a takze zdolnos¢ do przezycia i wzrostu w nowej niszy
[65], [66]. Jako Ze wzrostowi guza towarzyszy powstawanie nowych naczyn (a wiec
drog przerzutowania), to poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za angiogeneze
(tworzenie nowych naczyn krwionosnych) i limfangiogeneze (tworzenie nowych
naczyn limfatycznych) wydaje si¢ niezwykle istotne w kontekscie pracy nad nowymi

terapiami antynowotworowymi.

2.1. Drogi przerzutowania nowotwordow

Przerzutowanie komdrek nowotworowych jest skomplikowanym procesem, na
ktéry wplywa zdolnos¢ komdrek do proliferacji i migracji a takze aktywnos¢ proteaz
zwigzanych z blona komoérkowa i wydzielanych przez komorki nowotworowe do
srodowiska. Drogami przerzutowania sg zaréwno istniejace juz naczynia krwionosne
i limfatyczne, jak i te powstale na skutek dziatania czynnikow proangio-
i prolimfoangiogennych, produkowanych podczas procesu onkogenezy i wzrostu
nowotworow [67]-[70]. Czynniki te to przede wszystkim cytokiny z grupy czynnikow
wzrostu $rodblonka naczyn: VEGF oznaczone literami od A do F wiazace sie do
receptorow VEGFR 1, 2 i 3. Po zwiazaniu liganda, receptory dimeryzuja i generuja
sygnat, ktory pobudza komorki srédbtonkowe do proliferacji i migracji w kierunku
guza. Dla VEGFA, gtéwnego czynnika stymulujacego rozwdj naczyn krwionosnych,
podstawowym receptorem generujacym sygnat aktywatorowy jest VEGFR-2.
Funkcjonalnym odpowiednikiem VEGFA jest w limfangiogenezie VEGFC
i w mniejszym stopniu VEGFD wiazace si¢ do receptora VEGFR-3 na komodrkach
$rodbtonka naczyn limfatycznych. Angiogeneza i limfangiogeneza nie sa catkowicie

odrebnymi procesami. Receptor VEGFR-3 wystepuje czasami na $rédbtonku naczyn
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krwionosnych [71], a receptor VEGFR-2 moze oddziatywa¢, cho¢ z mniejszym
powinowactwem, takze z VEGFC i -D, ktére w tym przypadku beda indukowa¢
neowaskularyzacje [72].

Wykazano takze, ze VEGFA moze odgrywac role w limfangiogenezie, gdyz VEGFR-2
moze takze ulegac ekspresji w Srodbtonku limfatycznym [73]. VEGFA pekni takze
funkcje chemoatraktanta dla monocytéw i makrofagéw wykazujacych ekspresje
VEGFR-1. Komorki te moga wydziela¢ do srodowiska guza nie tylko czynniki

proangiogenne, ale rowniez w prolimfangiogenne [73], [74].

2.1.1. Angiogeneza

Krew dostarcza komérkom tlen i sktadniki odzywcze. Dlatego powstawanie
naczyn krwionosnych to proces niezbedny do prawidtowego rozwoju organizmu. Na
komorki srédbtonka naczyn dziataja zaréwno stymulatory ich wzrostu i migragji jak
i inhibitory tego procesu. Zaburzenie rownowagi pomiedzy tymi czynnikami moze
prowadzi¢ do niekontrolowanej neowaskularyzacji, co obserwuje si¢ w takich
schorzeniach jak choroby nowotworowe, przewlekle stany zapalne czy degeneracja
plamki Zottej [75]. Angiogeneza jest procesem bardzo istotnym we wzroscie
i przerzutowaniu guzéw. Nowotwor, bez bezposredniego dostepu do naczyn
krwionosnych, pobiera substancje potrzebne do zycia na drodze dyfuzji, a zatem moze
urosna¢ maksymalnie do $rednicy ok 1-2 mmb?. Po osiagnieciu takiego rozmiaru, gdy
komorki wciaz sie dziela, te umiejscowione we wnetrzu nowotworu ulegaja nekrozie
lub apoptozie. Nadmierne nagromadzenie produktow przemiany materii
i poglebiajaca sie¢ hipoksja otoczenia powoduje stabilizacje i gromadzenie si¢ czynnika
HIF-1a (hypoxia-induced factor-la) [76]. Czynnik ten bezposrednio lub posrednio
wplywa na wydzielanie z komorek nowotworowych wielu czynnikow
proangiogennych m.in.: VEGFA, czynnik wzrostu fibroblastow (FGF), EGF,
plytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), HB-EGF, IL-8, angiopoetyny,
prostaglandyny E, ktére indukuja proliferacje komdrek srodbtonka, ich migracje
i przebudowe naczyn. Angiogeneza stymulowana jest takze przez inne komorki
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w otoczeniu guza. Na ten proces wplywaja w duzym stopniu same komorki
srodbtonka, makrofagi i fibroblasty zwigzane z nowotworem poprzez wydzielanie
czynnikow proangiogennych ( np. VEGF, EGF, FGF), czy adipocyty przez wydzielanie
cytokin prozapalnych (promujac dalszy naplyw makrofagéw) i stanowiac zrddio
kwasow ttuszczowych potrzebnych proliferujacym komorkom naczyn krwionosnych
[70]. Komoérki nowotworowe, fibroblasty i komorki towarzyszace nowotworowi
wydzielaja dodatkowo proteazy, ktore lokalnie degraduja biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej i blony podstawnej. Proces ten powoduje uwalnianie si¢ z nich
kolejnych czynnikéw stymulujacych rozwoj naczyn krwionosnych np. FGF, rodziny
biatek VEGF oraz insulinopodobnego czynnika wzrostu — IGF-1, i jest konieczny, aby
umozliwi¢ komdrkom srodbtonka migracje [70], [76].

Nowe naczynia w guzie i wokdt guza, powstajace dos¢ chaotycznie i w szybkim
tempie, nie maja tak dobrze zorganizowanej struktury jak te prawidlowe. Maja one
zwykle zmienna srednicg, nieregularne odgalezienia, mniej perycytow, a przez to
zwiekszona przepuszczalnos¢. Ta wadliwa struktura moze powodowac z jednej

strony ich niedrozno$¢, z drugiej wysiek plynu do tkanki nowotworowej [76].

2.1.2. Limfangiogeneza

Limfangiogeneza to proces powstawania nowych naczyn limfatycznych,
obserwowany glownie podczas embriogenezy. Moze wystepowac jednak takze
postnatalnie, przy procesach takich jak naprawa tkanek, stan zapalny czy wzrost
nowotwordw [72], [77]. Limfangiogeneza stymulowana jest przede wszystkim przez
wspomniane wczesniej czynniki wzrostu VEGFC i -D oddziatujace na receptor
VEGEFR-3, a takze przez: czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF), angiopoetyne 112, FGF
1i2, PDGF, adrenomedulline oraz endoteling 1 [72], [78]. Naczynia limfatyczne wokot
guza sa dogodna droga przerzutowania dla komoérek nowotworowych — najpierw do
wezléw chtonnych, a stamtad do innych miejsc organizmu, takze za posrednictwem
uktadu krwionosnego, gdyz gtéwne naczynia uktadu limfatycznego tacza si¢ z katami
zylnymi systemu krwionosnego). Uklad limfatyczny posiada szereg cech
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sprzyjajacych przezyciu i aktywnosci komorek ze wzgledu na jedna ze swoich funkgji
jaka jest transport komorek immunologicznych [79]. Sa to miedzy innymi: niewielka
szybkos¢ przeptywu ptynow w naczyniu, co redukuje naprezenia scinajace (WSS, wall
shear stress) czy wysokie stezenie kwasu hialuronowego o wtasciwosciach ochronnych
dla transportowanych komorek, odpowiadajacego takze za integralno$¢ naczyn [79],
[80], [81].

Naczynia limfatyczne wulegaja licznym zmianom pod wplywem czynnikow
wydzielanych przez komorki nowotworowe: zmieniaja nieco swoja morfologie
i zaczynaja proliferowac. Zwieksza sie przez to powierzchnia naczyn majaca kontakt
z komdrkami nowotworowymi, co moze utatwiac ich migracje [82].

Komodrki guza moga przedostawac sie do naczyn limfatycznych na drodze réznych
oddziatywan. Wazna role w tym procesie odgrywaja chemokiny - substancje
o wlasciwosciach chemotaktycznych, ktorych funkcja jest aktywacja i ,,zwabianie”
komorek uktadu odpornosciowego do miejsc, w ktorych toczy sie proces zapalny czy
tez kierowanie ich do weztdw chtonnych [80]. Dzigki ekspresji receptoréw dla
chemokin, komdérki nowotworowe moga dosta¢ sie do naczyn limfatycznych i do
weztow chionnych. Przykladem jest oddziatywanie receptora CXCR4, normalnie
wystepujacego na komdrkach dendrytycznych, ale ulegajacego tez ekspresji w wielu
typach nowotworéw z chemoking CXCL12 produkowang przez komorki srodbtonka
naczyn limfatycznych. Co ciekawe, ekspresja tej chemokiny w naczyniach wokot
nowotworu jest znacznie podwyzszona w pordéwnaniu do prawidlowych naczyn
limfatycznych [83], co sugeruje istnienie wzajemnych oddziatywan komorek guza
i $rodbtonka limfatycznego. Podobna oddzialywanie stwierdzono w przypadku
chemokiny 19 i 21 i ich receptora CCR7, normalnie wystepujacego na czesci
limfocytow T i B i komdrek dendrytycznych, ktorego ekspresje stwierdzono na
komodrkach nowotworowych m.n. szyjki macicy, okreznicy, zotadka, piersi

u pacjentow z przerzutami do weztow chtonnych [72], [82].
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2.2. Czerniak

Czerniak to nowotwor wywodzacy sie¢ z melanocytow, komdrek
wytwarzajacych i przechowujacych melanine. Chociaz najczesciej wystepuje na
skorze, moze pojawic sie wszedzie tam gdzie wystepuja melanocyty np. w siatkdwce
oka czy w obrebie bton sluzowych ust i nosa. Najczesciej rozwija sie¢ pod wplywem
promieniowania UV, ktére moze powodowa¢ mutacje w genach kodujacych biatka,
takze tych regulujacych proliferacje i apoptoze komorek [84]. Szczegdlnie czesto
stwierdza sie¢ mutacje wpltywajace na droge sygnalowa RAS/RAF/MAPK (kinazy
biatkowe aktywowane mitogenem) [85], [86]. Ze wzgledu na fakt, ze az u 10%
pacjentéw stwierdzono historie rodzinng wystepowania tego nowotworu, mozliwe,
ze jego wystepowanie ma pewne podloze genetyczne [84]. Wczesne wykrycie
czerniaka pozwala na wyleczenie duzej czesci pacjentdow poprzez wyciecie
nowotworu. Jednak, jako Zze nowotwor ten charakteryzuje si¢ nie tylko szybkim
wzrostem, ale takze przerzutowaniem nawet we wczesnym stadium rozwoju, szacuje
sig, ze globalnie jest powodem $mierci co najmniej 55 tys. ludzi rocznie [87]. Przerzuty
czerniaka sa czesto oporne na radio-, chemio- czy immunoterapie. Oprocz tych
wystepujacych w bliskim otoczeniu guza pierwotnego (tzw. przerzuty satelitarne oraz
przerzuty do najblizszych weztow chtonnych), pojawiaja si¢ najczesciej przerzuty do
ptuc, watroby, kosci i mézgu [84].

Bardzo duze znaczenie w rozwoju czerniaka odgrywa zaburzenie homeostazy
mikrosrodowiska skory, tworzonego m.in. przez: melanocyty, keratynocyty,
fibroblasty, komorki s$rédbtonkowe oraz komoérki uktadu odpornosciowego.
Transformacja nowotworowa moze wynika¢ m.in. z:

e zaburzenia kontaktu keratynocytow i melanocytow:

Melanocyty i keratynocyty oddzialujg na siebie poprzez rdézne biatka adhezyjne.
Proliferacja melanocytow jest kontrolowana przez keratynocyty, jednak aby byla
mozliwa, musi dojs¢ do chwilowego zerwania kontaktu fizycznego miedzy tymi
komdrkami. Zaburzenia w ich kontakcie moga wywota¢ dodatkowe, niekontrolowane

podzialy melanocytow, niezaleznie od sygnatéw pochodzacych od keratynocytow
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[84]. GIéwnym biatkiem adhezyjnym miedzy tymi typami komorek jest kadheryna E.
Rézny stopien zahamowania ekspresji tego biatka obserwuje si¢ w wigkszosci
czerniakdéw. Jest on réwniez markerem zlosliwego charakteru nowotworu i jego
inwazyjnosci [88].

e zaburzenie kontaktu melanocytow z fibroblastami:
Obnizenie ekspresji E-kadheryny czesto powoduje zmiany w poziomie N-kadheryny.
Zwigkszona ekspresja tego biatka promuje kontakt melanocytéw z fibroblastami
i komorkami srédbtonka. Fibroblasty moga wplywac na proliferacje nieprawidiowych
melanocytow poprzez wydzielanie czynnikéw wzrostu i tworzenie odpowiedniego
podscieliska dla tych komorek. Dodatkowo moga promowac takze proces
przerzutowania m.in. poprzez wydzielanie proteaz (np. MMP) trawigcych macierz
zewnatrzkomorkowsq, co utatwia migracje komorek nowotworowych czy poprzez
wydzielanie czynnikéw proangiogennych jak VEGF-A [84], [89].

e wplywu nieprawidiowych melanocytéw na komoérki prawidlowe:
Istniejace juz komorki czerniaka, moga powodowac transformacje nowotworowa
prawidiowych melanocytow. Wynika to prawdopodobnie ze wytwarzanego przez nie
mikrosrodowiska. Proces ten moze by¢ powodem tak szybkiego wzrostu tego typu
nowotworu i jego inwazyjnosci [90].

e wplywu czynnika HIF-1 na melanocyty:
Czynnik HIF-1 ma duze znaczenie dla transformacji nowotworowej melanocytow.
Jego ekspresja moze by¢ wywolana przez niedotlenienie, ale takze mutacje
genetyczne, UV czy metale cigzkie. Uaktywniony, powoduje w melanocytach szereg
zmian, przede wszystkim zahamowanie procesu apoptozy (hamowanie aktywnosci
p53), zmniejszenie ekspresji E-kadheryny (przez aktywacje jej inhibitora — biatka
SNAIL) czy aktywacje szlakow sygnatlowych MAPK i PI3K (pobudzanie proliferacji
komorek) [84].
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2.2.1. Rola biatka ADAM17 w rozwoju i progresji czerniaka

Rowniez w czerniakach, tak jak w innych wspomnianych wczesniej réznych
typach nowotworow, obserwuje si¢ nadekspresje biatka ADAM17. Co wigcej,
wykazano korelacje miedzy progresja i stopniem zaawansowania choroby
a poziomem biatka ADAM17 w komdrkach nowotworowych [91]-[93]. Stwierdzono
takze, ze wspdtczynnik szeScioletniego przezycia u pacjentow z niskim poziomem
tego enzymu w guzach wynosit 67%, podczas gdy u tych z wysoka ekspresja, tylko
47% [92]. Wraz z zaawansowaniem choroby w osoczu pacjentow wzrastal takze
poziom substratu biatka ADAM17 — TNF-u, co moze m.in. wynikac ze zwigkszonej

aktywnosci tej szedazy [91], [94].

W badaniach in vitro pokazano, ze oprocz uwalniania z btony czynnikéw
wzrostu napedzajacych proliferacje i migracje komorek czerniaka [95], biatko
ADAM17 moze takze wplywac na jego migracje i przerzutowanie. Przypuszcza sig, ze
wynika to z jego roli jako szedazy dla czasteczek adhezji miedzykomodrkowej, ktorych
rozpuszczalne formy lub ktorych ograniczenie ilosci na btonie komérkowej, moze
wplywacd na te procesy.

e L1-CAM - To biatko odpowiedzialne za adhezje komoérek oraz ich
oddzialywanie z macierza zewnatrzkomodrkowa. Uwalniane jest z powierzchni
komodrek m.in. przez metaloproteinazy ADAM17 i ADAMI0 [1]. Jego nadekspresje
stwierdzono u pacjentéw z zaawansowana forma czerniaka i skorelowano ja z jego
potencjalem metastatycznym [96]. Rozpuszczalna forma L1-CAM poprzez
oddziatlywanie z integryna av3s moze promowac migracje komorek czerniaka przez
srodbtonek [97].

e ALCAM -Poziom ekspresji tego biatka adhezji miedzykomorkowej jest jednym
z markerdw progresji czerniaka, a jego najwyzszy poziom obserwuje si¢
w komorkach przerzutujacych [98]. W komorkach raka jajnika potwierdzono, ze

poziom rozpuszczalnej formy ALCAM jest skorelowany z aktywnoscia ADAM17,
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ktorej zahamowanie prowadzi do ograniczenia migracji i przerzutowania komorek

nowotworowych [55].

e ICAM-1 - Bialtko to wystepuje zwykle na komdrkach srodbtonka oraz
immunologicznych, ale jego zwigekszona ekspresje obserwuje sie tez w komorkach
czerniaka. Zwigkszony poziom rozpuszczalnej formy tej czasteczki jest
skorelowany ze wzmozonym ryzykiem progresji nowotworu i przerzutowania
[99]. Uwalnianie rozpuszczalnej formy ICAM-1 z komorek nowotworowych
ogranicza ich interakcje z limfocytami [100]. Jednoczesnie istnieja badania, w
ktorych wykazano, ze wysoki poziom ICAM-1 na powierzchni jego komodrek
przyczynia si¢ posrednio do aktywagji szlaku PI3K/AKT co z kolei moze wptyna¢
na mniejsza wrazliwos¢ komorek nowotworowych na dziatanie limfocytow
cytotoksycznych [101]. Nie jest wiec pewne, czy ztuszczanie tego biatka z btony
komoérek nowotworowych przez ADAMI17 bedzie sprzyja¢ czy tez ograniczac

rozwdj nowotworu.

3. Modele zwierzece w badaniach nad nowotworami.

3.1. Myszy

Myszy jako model biologiczny posiadaja szereg zalet. Sq niewielkie, stosunkowo
tatwe w hodowli i utrzymaniu oraz majq szybki cykl zyciowy. W badaniach nad
nowotworami zwierzeta te wykorzystywane sa w wielu celach. Jest to m.in.:
poznawanie mechanizmow zwigzanych z tworzeniem i rozwojem guzow,
poznawania funkcji poszczegdlnych gendéw i biatek istotnych w tym procesie,
poszukiwania nowych markeréw nowotworowych i potencjalnych celow terapii,
a takze testowanie nowych terapeutykow [102].

W tego typu badaniach, myszom podawane sq komdrki nowotworowe. Wstrzykuje
si¢ je ortotopowo, czyli do miejsca, ktdre jest naturalnym srodowiskiem rozwoju
danego typu nowotworu) lub heterotropowo - poza ten obszar, najczesciej
podskornie. Pierwszy z tych sposobow pozwala otrzymaé¢ wyniki blizsze
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rzeczywistosci, jako ze warunki rozwoju i oddziatywania z komérkami sa podobne do
tych jakie wystepuja przy nieindukowanym rozwoju danego guza. W niektérych
przypadkach jednak tatwiej jest bada¢ pewne zjawiska kiedy guz ros$nie podskdrnie
i umozliwia tatwe pomiary jego wzrostu i innych parametrow [103].

Bardzo powszechnie stosowanymi szczepami myszy, szczegodlnie w kontekscie
skutecznosci terapii antynowotworowych sa myszy SCID (brak limfocytéw BiT) oraz
NUDE (brak limfocytow T). Ze wzgledu na niedobory odpornosci mozliwe jest
podanie im ludzkich komorek nowotworowych, nie powodujac przy tym ich
odrzucenia jako obcych gatunkowo. Jednoczesnie, brak w pelni funkcjonalnego
uktadu odpornosciowego powoduje, ze wyniki uzyskane przy stosowaniu tych
modeli nie odzwierciedlajg rzeczywistosci, w ktorej nowotwdr wchodzi w rozmaite
relacje z komorkami ukltadu odpornosciowego, ktéry moze je niszczy¢ lub wspomagac
ich wzrost [104]. Cho¢ w myszach z niedoborami odpornosci dochodzi do nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej, lecz brak odpowiedzi swoistej moze zaburzac relacje
uktad odpornosciowy —nowotwor.

Dlatego coraz czesciej wykorzystywane sa tzw. myszy humanizowane, w ktorych
komorki lub tkanki zastepowane sg ich ludzkimi odpowiednikami. M.in. stworzono
model, w ktérym z podanych zwierzetom ludzkich hematopoetycznych komorek
macierzystych rozwinat si¢ funkcjonalny ukiad odpornosciowy. Myszom takim
mozna przeszczepi¢ fragmentdw ludzkich tkanek lub poda¢ komorki, ktére nie
zostana rozpoznane jako obce gatunkowo. Pozwala to m.in. na badanie oddziatywania
catego uktadu immunologicznego na komorki nowotwordéw [105]-[107].

Podawane myszom komorki nowotworowe pochodza z wyprowadzonych linii
nowotworowych lub bezposrednio od pacjentow (modele PDX - patient-derived
xenograft). Wszczepienie fragmentu guza lub czesci jego komorek pobranych od
pacjenta stanowi dobry model do badania skutecznosci terapii w danym typie
nowotworu i odzwierciedla jego zrdznicowanie. Pozwala tez lepiej poznac
mechanizmy i oddziatywania jakie w nim zachodza. Model ten nie jest jednak wolny

od wad. Komorki nowotworowe pobrane od pacjenta w nowym srodowisku bardzo
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szybko moga zmieni¢ swdj fenotyp lub moze dojs¢ do selekgji danej grupy komorek.
Podawane sa one do myszy przewaznie heterotropowo, co rowniez moze wpltywacna
roznice w rozwoju guza czy jego wrazliwosci na terapie w poréwnaniu do tego co
obserwuje si¢ u czlowieka [105]. Dodatkowym problemem jest fakt, ze
w przewazajacej liczbie badann myszom podaje sie¢ na raz duza ilos¢ komorek
nowotworowych. Nie oddaje to sytuacji jaka ma miejsce przy rozwoju guzow u ludzi,
kiedy jest to proces etapowy, duzo wolniejszy. Wptywa to nie tylko na sposéb wzrostu
podanego myszom guza, ale takze na jego ukrwienie i oddzialywanie z ukladem
immunologicznym. Jako rozwiazanie tego problemu podejmowane sa proby
wszczepiania np. pojedynczych komdrek lub stworzonych z ich niewielkiej ilosci sfer,
zawieszonych w gestej substancji (np. matrigelu) aby zatrzymac je w miejscu podania.
Eksperymenty takie wymagaja jednak duzej ilosci czasu, a u czesci zwierzat komorki
nowotworowe moga w ogole nie podja¢ proliferacji [108], [109].

Innym rozwigzaniem tego problemu sa badania na mysich modeli ludzkich
nowotworow (tzw. myszy GEM - genetically-engineered mice). Tworzone sg one
metodami inzynierii genetycznej poprzez: wprowadzenie do ich genomu transgenu,
ktory ulega integracji w konkretnie okreslonym miejscu (myszy knock-in) lub
przypadkowym miejscu, inaktywacji danego genu (myszy knock-out) w calym
organizmie lub jedynie okreslonej tkance lub typie komoérek (conditional knock-out).
Czasem hamowana jest takze ekspresja lub degradowane jest mRNA dla danego genu
(myszy knock down) [102], [106]. Zwierzeta takie pozwalajq nie tylko badac role
okreslonych bialek i proceséw na rozwdj nowotwordw, ale przede wszystkim moga
stanowi¢ model do badania rozwoju ludzkich guzéw, ktérych powstawanie zwiazane
jest np. z konkretng mutacja genetyczna. Guzy pojawiaja u takich zwierzat
spontanicznie lub wywotane sg okreslonym czynnikiem, bez koniecznosci podawania
im komorek nowotworowych. Pozwala to sledzi¢ m.in. czestos¢ wystepowania guza,

poczatki i kolejne etapy jego rozwoju czy tempo jego wzrostu [102].
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3.2. Danio pregowane

Danio pregowane to gatunek niewielkiej, mierzacej od ok. 2,5- 4 cm, tropikalnej

ryby pochodzacy z potudniowej Azji. Cho¢ wykorzystywana jest ona zwykle

w charakterze ozdobnej ryby akwariowej, znalazla zastosowanie w badaniach

naukowych (po raz pierwszy jako organizm modelowy wykorzystana zostala pod

koniec lat 60. XX wieku). Danio pregowane posiada szereg zalet, ktore wptywaja na

jego rosnaca popularnos¢ w badaniach biologicznych. Sa to m.in.:

wielkos¢ — sa male, ale zywotne i wytrzymate,

sposob hodowli — sa tanisze w utrzymaniu niz myszy, majg duzo mniejsze
wymagania przestrzenne i hodowlane,

bardzo niewielkie ograniczenia prawne przy prowadzonych na nich badaniach,
tempo rozwoju — rozwoj embrionalny nastepuje w ciagu kilkudziesieciu
godzin, a za osobniki doroste uwaza si¢ te majace ok. 3 miesiecy,

ilos¢ potomstwa - skladaja jaja w duzych ilosciach w ok. tygodniowych
odstepach, co dostarcza duzo materiatu do badan,

jajorodnos¢, co ulatwia badania nad rozwojem embrionalnym,

wyglad osobnikéw - zarodki, embriony, a takze doroste osobniki
z odpowiednia mutacja sa przezroczyste, co pozwala na latwa obserwacje
organéw wewnetrznych, naczyn krwionos$nych, czy rozwoju i metastazy
nowotworow,

poznany genom — w pelni zsekwencjonowany w 2013 roku, co pozwolito na
stworzenie mutacji w ponad 14 tys. genéw w celu badania ich roli,
podobienstwo genetyczne — podobna struktura genetyczna jak u ssakow,
wystepowanie co najmniej 70% ortologéw gendéw ludzkich i danio
pregowanego, a co wiecej 84% genoéw zwiazanych z chorobami u ludzi ma
swoje odpowiedniki u danio,

bardzo tatwa modyfikacja genetyczna na poziomie zarodka i embrionu,
wyjatkowe zdolnosci regeneracyjne (szczegolnie serca) co pozwala na badanie

podstaw procesdw naprawy tkanek i gojenia sie ran [110]-[112].
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Wykorzystywanie modelu danio pregowane do badan nad chorobami cztowieka ma
pewne oczywiste ograniczenia. Niektore organy wazne u ludzi, u danio w ogole si¢
nie rozwijaja (gruczot sutkowy, prostata) lub sa znacznie mniej rozwiniete (nerki)
[113]. W genomie tej ryby wystepuje wiele zduplikowanych genow, co moze
prowadzi¢ do ich innej aktywnosci badZz znaczenia (np. w przypadkéw gendw
supresorowych nowotworow), wiele genéw takze rézni sie¢ budowga [113]. Kolejnym
utrudnieniem jest niewielka baza dostepnych handlowo przeciwcial, co znaczaco
ogranicza badania zwigzane z ekspresja bialek w tym modelu. Mimo wszystko,
wykorzystanie tego organizmu w badaniach ma coraz wigcej zwolennikéw, przede
wszystkim ze wzgledu na stosunkowgq niska cene eksperymentéw i ilos¢ informacji
jaka mozna z nich uzyskad. Pozytywne i rokujace wyniki potwierdzane sg najczesciej
na modelu mysim. Obecnie, danio pregowane wykorzystuje si¢ przede wszystkim
w badaniach nad rozwojem embrionalnym, neurobiologia, regeneracja, toksykologia

oraz nowotworami [110]-[113].

Danio pregowane jako model zwierzecy uzywany jest w zdywersyfikowanych
badaniach nowotworowych wykorzystujacych rézne stadia rozwoju tej ryby.
W stadium embrionalnym i pierwszych dniach Zzycia wykonywane sa doswiadczenia
z zakresu stabilnosci genetycznej i zaburzen cyklu komdérkowego, a takze badania
dotyczace komorek macierzystych. Ze wzgledu na brak rozwinietej jeszcze odpornosci
swoistej, wykonywane sa takze badania nad implantowanymi do embrionow
ssaczymi komorkami nowotworowymi. Dotycza one zdolnosci do rozwoju guza
W nowej niszy, przemieszczania si¢ jego komorek w organizmie, angiogenezy
nowotworowej oraz skutecznosci substancji chemicznych i modyfikacji genetycznych
w zwalczaniu nowotworow. Komorki nowotworowe o potencjale do przerzutowania,
poprzez migracje przez naczynia krwionosne, sa w stanie stworzy¢ mikroprzerzuty
w czasie nawet do 24 godzin od ich iniekcji do embrionu. Takiej zdolnosci nie maja

wstrzykiwane komorki prawidlowe lub nowotworowe, ktore nie przerzutuja [114].
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Eksperymenty, z wykorzystaniem embrionéw danio pregowanego, dotyczace
proliferacji, migracji, potencjatu metastatycznego czy wrazliwosci komorek
nowotworowych na leki, byly wykonywane m.in. na komorkach nowotworow: ptuc,
trzustki, jajnika, piersi, prostaty, watroby, glejaka, czerniaka, siatkdwczaka i biataczek
[115]. W stadium mlodzienczym tej ryby badane sa pierwsze momenty onkogenezy
i progresji nowotworéw (w modelach transgenicznych lub w modelach opartych na
indukowanej mutagenezie). W dorostych osobnikach badane sa procesy
nowotworzenia i metastazy, porownywane sa profile DNA i RNA nowotwordéw u ryb
iludzi [113].

U danio pregowanego obserwowany jest proces samoistnego nowotworzenia, jest on
jednak stosunkowo rzadki oraz wystepuje w wigkszosci u starszych juz osobnikow.
Aby moc badad ten proces na wigeksza skale generowane sa modele transgeniczne
z nadekspresjg réznych typoéw onkogendow lub takie, w ktédrych hamowana lub
ograniczana jest aktywnos$¢ supresorow. Modele te obejmuja m.in.: czerniaki,
nowotwory trzustki, watroby, biataczki, migsaki, nerwiaki zarodkowe [113].
Szczegolnie duzo badan prowadzi si¢ nad rozwojem i przerzutowaniem czerniakéw.
Ciemny kolor melanocytow w melanosomach i brak transportu melaniny do
keratynocytow (jak u ssakdw) stanowi godny zaufania marker umozliwiajacy
przyzyciowe obrazowanie tych komdrek, réwniez podczas nowotworzenia
i przerzutowania. Dodatkowo mutacje gendéw odpowiadajacych za pigmentacje,
roznicowanie i funkcje melanocytow wywotuja te same efekty jak u ssakéw, co
sprawia, ze danio pregowane jest dobrym modelem zaréwno do badan genetycznych
nad tym nowotworem jak i tych nad skutecznoscia réznych terapeutykow w jego

leczeniu [116].
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CEL PRACY

Badania nad biatkiem ADAM17, jego substratami i funkcja trwaja w Zaktadzie
Biochemii Komorki od wielu lat. Jednym z watkéw badawczych, ktore podjeto, byta
proba okreslenia jego roli w rozwoju nowotworow. Przeprowadzone dotychczas
eksperymenty wykazaly, iz ograniczenie ekspresji biatka ADAMI17 prowadzi do
spowolnienia tempa wzrostu mysiego nowotworu jelita [4]. Jednak oprdcz samej
wielkosci guza, w kontekscie leczenia pacjentéw i oceny stopnia zaawansowania
choroby nowotworowej, niezwykle istotna jest jego zdolno$¢ do przerzutowania.
W ponizszej pracy skupiono si¢ wiec na procesach towarzyszacych wzrostowi guzéw:
angiogenezie oraz limfangiogenezie (ktére prowadza do powstania drdg
rozprzestrzeniania si¢ w organizmie komorek nowotworowych), a takze zdolnosci

samych komorek nowotworowych do przerzutowania w zaleznosci od poziomu

ekspresji biatka ADAM17.

Celem ponizszej pracy byto wiec:
1. Okreslenie wplywu biatka ADAM17 na komoérki naczyn limfatycznych i proces
limfangiogenezy.
2. Zbadanie roli biatka ADAMI17 we wzroscie i przerzutowaniu mysiego
czerniaka.
3. Sprawdzenie, czy zahamowanie aktywnosci biatka ADAM17 w srodowisku

guza nowotworowego wplywa na jego rozwdj i metastaze.
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MATERIALY I METODY

. Linie komdrek eukariotycznych:

B16F10 — linia czerniaka mysiego, wyprowadzona ze szczepu myszy C57BL/6],
ATCC CRL-6475.

hLEC - linia ludzkich komdrek srédbtonka naczyn limfatycznych (human dermal
lymphatic endothelial cell line) byty darem od prof. Dontscho Kerjaschki (Uniwersytet
Medyczny w  Wiedniu, Austria). Komorki zostaly przez tworcow
uniesmiertelnione przy pomocy biatkowej podjednostki telomerazy jako populacja
komorek srodbtonkowych, sposrdd ktorych wyselekcjonowano komorki naczyn
limfatycznych.

MBE - linia mysich komodrek srédbtonka wlosniczek mézgu byta darem od dr.
Roberta Auerbacha (Uniwersytet Wisconsin, Madison, USA).

MSI - linia mysich, unieSmiertelnionych komorek srodbtonka trzustki — ATCC

CRL-2279.

Caco-2 - linia nowotworowych ludzkich komdrek nablonka jelita -
ATCC HTB-37.

MCF-7 - linia nowotworowych ludzkich komorek nabtonka ptuc -
ATCC HTB-22.

THP-1 - linia nowotworowa ludzkich monocytéw — ATCC TIB-202.

. Odczynniki do hodowli i stymulacji komérkowych

Pozywki do hodowli komérkowych: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)
z dodatkiem glukozy 4,5g/1 i L-glutaming oraz EGM2 (Endothelial Growth Medium)
— Lonza.

Dodatki do pozywek: pltodowa surowica wotowa (fetal bovine serum, FBS),
suplementy do pozywki dla komorek srodbtonka (Endothelial BulletKit) — Lonza,

albumina — Bioshop, transferyna — Sigma.
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e Antybiotyki: puromycyna — Sigma, Penicylina-streptomycyna — Bioshop,

e VEGFC (dar od prof. Melody Schwarz, EPFL Lozanna)

¢ Odczynniki uzywane przy hodowlach tréjwymiarowych (3D): agar o niskiej

temperaturze topnienia, metyloceluloza - Sigma, kolagen — Gibco, matrigel — BD

Bioscience

e Odczynniki uzywane przy trawieniu tkanek mysich przeznaczonych do hodowli:

kolagenaza C, DNaza I - Sigma

e Inne odczynniki: akutaza - Promega, trypsyna/EDTA 10x stezona — Sigma, DMSO

— Bioshop

e Naczynia do hodowli komdrkowych, pipety serologiczne — BD Bioscience

3. Lentiwirusowe sekwencje shRNA

Wykorzystane w badaniach lentiwirusy zawierajace sekwencje shRNA (Mission

shRNA) kupiono w firmie Sigma (Tabela 2). Jako kontrole wykorzystano lentiwirus

zawierajacy sekwencje, ktora nie odpowiada zadnemu genowi pochodzacemu posrod

znanych gatunkow organizméw (SHC216V).

Tabela 2. Zestawienie lentiwirusowych sekwencji shRNA

Nazwa Sekwencja Specyficznose
gatunkowa
mshRNA 1 CCGGGCGACACACTTAGAAACATTACTCGAGT mysz
TRCN0000031953 AATGTTTCTAAGTGTGTCGCTTTTTG
mshRNA 2 CCGGCGCGACTTGAGAAGCTTGATTCTCGAGA mysz
TRCN0000031949 ATCAAGCTTCTCAAGTCGCGTTTTTG
shRNA 1 CCGGGAAGGTGAATCTAGCTTATTTCTCGAGAA cztowiek
TRCN0000294262 ATAAGCTAGATTCACCTTCTTTTTG
shRNA 2 CCGGCCAGCAGCATTCGGTAAGAAACTCGAGT cztowiek
TRCN0000311680 TTCTTACCGAATGCTGCTGGTTTTTG
shRNA 3 CCGGCCTATGTCGATGCTGAACAAACTCGAGTT cztowiek
TRCN0000286913 TGTTCAGCATCGACATAGGTTTTTG
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4. Przeciwciala

Stosowane podczas badan przeciwciata wraz z metodami badawczymi do jakich je

uzywano zebrano w tabeli (Tabela 3).

Tabela 3. Zestawienie uzywanych w pracy przeciwcial.

Target Rodzaj/ L.Izywan‘e . Firma Metoda
. rozcieri/ stezenie
/sprzegniete z
Przeciwciata I-rzedowe
hADAM17 Krélicze, P, IgG 1:5000 Abcam WB2
(uw.)3
hHER1 Krolicze, M1, IgG 1:100 000 Abcam WB (u.w.)
hHER2 Krolicze, P, IgG 1:1000 Abcam WB (u.w.)
h integryna a1 Mysie, M, IgG 2 ug/ml Santa Cruz C
Biotechnology
kontrola izotypowa Mysie, IgGlk 2 pg/ml eBioscience C
m/h 3-aktyna Krolicze, M, IgG 1:5000 CellSygnaling ~ WB (u.w.)
Tech
mADAM17 Krélicze, P, IgG 1:3000 Thermo WB (uw.)
Scientific
mBIG-H3 Mysie, M, IgG 1:1000 Proteintech WB
mHB-EGF Mysie, M, IgG 1.5 pg/ml MyBioSource WB
mCD31 Chomicze, IgG 0,5 ug (n.p.)* Sigma ICH
mLyve-1 Krdlicze, P, IgG 0,2 ug (n.p.) Abcam ICH
mCD45 Rat, IgG2b/Brilliant 0,2 ug (n.p.) BioLegend C
Violet 650
mCD3 Rat, IgG2b/Alexa Fluor 0,2 ug (n.p.)* BioLegend C
594
mCD4 Rat, IgG2b/, FITC 0,2 ug (n.p.)* BioLegend C
mCD8a Rat, IgG2b/, 0,6 pg (n.p.)* BioLegend C
PerCPe/Cy5.5
mCD25 Rat, IgG2b/BV5-10A 0,2 ug (n.p.)* BioLegend C
FoxP3 Rat, IgG2b/APC 0,2 ug (n.p.)* BioLegend C
mCD16/CD32 Rat, 19G2, 0,2 ug (n.p.)* BioLegend C
mADAM17 Ludzkie, IgG2 10 yg/g—in  Dr. Hang Fai BA
A9(B8) vivo, Kwok (Makao)
200 ng/ml,
in vitro
Kontrola izotypowa Ludzkie, IgG2 10 pg/g —in Sigma-Aldrich BA
izolowana z osocza vivo 200
osoby chorej na ng/ml in
biataczke vitro
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Uzywane

Target Rodzaj/ Y . Firma Metoda
) rozcieri/ stezenie
/sprzegniete z
Przeciwciata II-rzedowe
Anty-krolicze Kozie, IgG /peroksydaza 1:40000 Sigma-Aldrich WB
chrzanowa (HRP)
Anty-mysie Kozie, Ig/ peroksydaza 1:20000 BD WB
chrzanowa (HRP) Pharminogen
Anty-mysie Kozie/FITC 1:100 Jackson Immuno C
Research Lab.
Anty-chomicze Krolicze, IgG/ Alexa 1:100 BD C
fluor 546
Anty-krdlicze Kozie/FITC 1:200 BD C

1 P, poliklonalne; M, monoklonalne, 2 WB — Western blotting, C — Cytometria przeptywowa, ICH -
Barwienie immunochemiczne, BA — Blokowanie aktywnosci biologicznej, > uzywane wielokrotnie, ‘na
probke w przypadku ICH i na 1 mln komorek w objetosci 100 pl w metodzie C.

5. Startery

Wykorzystywane w tej pracy startery zostaly zsyntetyzowane przez firme¢ Genomed

(Tabela 4).

Tabela 4. Sekwencje wykorzystanych starterow.

Nazwa genu

Starter lewy

Starter prawy

hEF2
hADAM17
hEGFR
hHER?2
hHER3
hHER4
hBIG-H3
hTGFp1
hTGEFp2
hTGFB3
hOAS1
mAdam17
mEF2
mEgfr
mErbb2
mErbb3
mErbb4
mTYR

CGAGATCAAGGACAGTGTGG
TGCAGTGACAGGAACAGTCC
AGTGACTGCTGCCACAACC
ATAGACACCAACCGCTCTCG
GCCAATGAGTTCACCAGGAT
ATGGCCTTCCAACATGACTC
ATGCTTGAAGGTAACGGCCA
AGTGGACATCAACGGGTITCAG
CTGTCCCTGCTGCACTTTTGTA
GGACTTCGGCCACATCAAGA
TTCTCCACCTGCTTCACAGA
CCAGGAGCGCAGCAACAAGGT
CCACGGCAAGTCCACGCTGAC
CCCAAGGACCACTTCACAGT
AGGGGCTGGCTCCGATGTGTTIT
CCACGTGGGAGCCAGAGTCTTT
ACTGCTGCTTAACTGGTGTG
AGTTTACCCAGAAGCCAATGC

AAGGTAGATGGGCTCCATGA
GGATGCATTTCCCATCCTTA
GGTGGCACCAAAGCTGTAATT
ACAGATGCCACTGTGGTTGA
ACGTGGCCGATTAAGTGTTC
CACCTGCCATCACATTGTTC
CGCCTTCCCGTTGATAGTGA
CATGAGAAGCAGGAAAGGCC
TGTGGAGGTGCCATCAATACCT
ATAGGGGACGTGGGTCATCA
TGGGCTGTGTTGAAATGTGT
TCCTATCACTGCACTGCACACCCG
AGAAGAGGGAGATGGCGGTGGATT
ACACTGCTGGTGTTGCTGAC
GGCTGGTTCACATACTCGGGCT
TTCAGCCTCAGAGCCCGTCACA
ACACTCCAGAGCCATCCATT
CGACTGGCCTTGTTCCAAGT
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mTYR2 ‘ TGCAAGTGGGGTAATAGGAAAGT AGTGCTTAGACATGCATCCAGTA
mHB-EGF TGAGAAGTCCCACGATGACA GACCCATGCCTCAGGAAATA

h - sekwencje wykorzystywane dla gendow ludzkich, m - sekwencje wykorzystywane dla genéw
mysich. Sekwencje zapisano w kierunku 5" - 3'.

6. Odczynniki do PCR i RT-qPCR

Polimeraza OptiTaqg, mieszanina 5 -trifosforanéw deoksyrybonukleozydéw (dNTPs)
— Eurx, odwrotna transkryptaza wirusa mysiej biataczki Moloneya (M-MLV) —
Promega, oligo(dT) — Genomed, KAPA™ SYBR qPCR Kit — Kapa Biosystems, Real-
time 2xHS-PCR Master Mix SYBR A — A&A Biotechnology, agaroza — Bioshop, bromek

etydyny — Sigma Aldrich

7. Odczynniki wykorzystywane w barwieniach komdrkowych i tkankowych

Fiolet krystaliczny, Pkh26 red fluorescent cell linker kit for membrane labelling, ptyn
Bouina, CM-Dil, DAPI - Sigma

8. Zestawy

e Alpha/Beta Integrin-Mediated Cell Adhesion Array Kit (Merck-Millipore).
e Human Soluble Receptor Array (R&D Systems)
e Testy ELISA

o VEGF-A ELISA Duoset - R&D Systems

o HB-EGF - Abcam

o TGFpB2 - R&D Systems

9. Zwierzeta

A) Myszy — Wykorzystywane w eksperymentach myszy szczepu C570laHsd lub
C57BL/6] byty urodzone i hodowane w Zwierzetarni Wydzialu Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii. Eksperymenty prowadzono na zwierzetach w wieku od 6-8 tygodni.
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B) Ryby - Wykorzystywana w eksperymentach transgeniczna linie ryb tg(casper fli
la:egfp) uzyskano z Miedzynarodowego Centrum Hodowli Danio pregowanego
(ZIRC, Zebrafish International Resource Center). Ryby tej linii charakteryzuja sie
przezroczystoscia i ekspresjq biatka wzmocnionej zielonej fluorescencji (eGFP, Enhanced
Green Fluorescent Protein) pod komdrkowo-specyficznym srédbtonkowym promotorem
flila. Hodowla ryb, parowanie i pozyskiwanie embrionow wykonywane bylo

w Laboratorium Uniwersytetu w Murcji w Hiszpanii.

10. Inne odczynniki

Wszystkie podstawowe odczynniki chemiczne (organiczne i nieorganiczne) kupiono

w firmie Polskie Odczynniki Chemiczna (POCH), Sigma-Aldrich lub Bioshop.

Metody in vitro:

11. Hodowle komorkowe

Linie komdérkowe hodowano rutynowo w pozywce hodowlanej DMEM z zawartoscia
D-glukozy 4,5 g/l i dodatkiem FBS, odpowiednio 5% dla komorek nowotworowych
i 10% dla komorek linii srédbtonkéw, chyba ze opisano inaczej. W przypadku hodowli
komodrek nowotworowych izolowanych z guza pierwotnego oraz z narzaddw,
stosowano pozywke DMEM z 10% FBS oraz dodatkiem antybiotykoéw: penicyliny
i streptomycyny (PENSTREP). Linie nowotworowe pasazowano 3 razy w tygodniu,
kiedy osiagnety ok 90% pokrycia plytki metoda enzymatyczng z zastosowaniem
trypsyny lub, w eksperymentach zwiazanych z adhezjq miedzykomdrkowa - akutazy.
Komorki LEC hodowano w suplementowanym medium wzrostowym EGM2 (EGM2
BulletKit) z dodatkiem 2% FBS oraz puromycyny (0,5 pg/ml) maksymalnie do
30 pasazu [117]. Suplementami byty: FGF-B, VEGFA, IGF-1, witamina C, EGF oraz
heparyna. W okreslonych eksperymentach stosowano medium, dalej zwane

podstawowym, w ktorym medium EGM2 z 2% FBS suplementowano tylko witaming
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C oraz heparyna. W tych eksperymentach, na 24 h przed ich rozpoczeciem,
wymieniano medium z wzrostowego na podstawowe. Komorki pasazowano
z uzyciem akutazy, 2 razy w tygodniu, 1:3.

Wszystkie linie komdrkowe hodowano w warunkach: 37°C w obecnosci 5% CO2 i przy
95% wilgotnosci. Raz na 4 tygodnie wykonywano test PCR, aby wykluczy¢ obecnos¢

mykoplazmy w hodowlach.

12. Transdukcja komorek lentiwirusami w celu wyciszenia ekspresji genu
kodujacego ADAM17

Transdukcje lentiwirusami przeprowadzano zgodnie z procedurami zapewniajacymi
bezpieczenstwo pracy. Komdrki B16F10 oraz LEC wysiewano w ilo$ci odpowiednio
2x10% i 4x10° na dotki ptytki 12-dotkowej. Po zaadherowaniu komorek, medium
wymieniano i dodawano polibren (8 pg/ml) oraz lentiwirusy. Wstepne wyniki
pozwolity ustali¢, ze najwyzszy poziom wyciszenia ekspresji Adam17 w B16F10
uzyskano transdukujac komorki mieszaning wirusdw zawierajacych sekwencje
shRNA1 (MOI 3) oraz shRNA2 (MOI 3) (Tabela 2). W przypadku komoérek LEC
najwieksze wyciszenie osiagnieto dzieki transdukcji komorek wirusem zawierajacym
sekwencje shRNA1 (MOI 5) (Tabela 2). W celu potwierdzenia specyficznosci efektéw
dziatania sekwencji sShRNA1 w komorkach LEC przygotowano takze stabilng linie,
w ktorej transdukowano komorki mieszaning lentiwiruséw z sekwencjami shRNA2
i ShRNA3 targetujacymi ludzki ADAM17. Jako kontrole przeprowadzono transdukcje
komorek lentiwirusem zawierajacym shRNA z sekwencja niekodujaca. Stabilnie
wyciszone linie otrzymano poprzez presje antybiotykowa puromycyna (0,5 pg/ml).
Wydajnos$¢ wyciszenia oceniano za pomoca metod ilosciowego PCR potaczonego

z reakcjg odwrotnej transkrypcji (RT-qPCR) oraz Western blotting.
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13. Liza komorek do analizy Western blotting

Lize komdrek przeprowadzano na dwa sposoby:

A) Komorki LEC wysiewano na ptytki 6-dotkowe (5x10° na dotek). Po zaadherowaniu
komorek, pozywke zmieniano na medium podstawowe. Po 24 lub 48 h, ptytki ptukano
dwukrotnie PBS-em, po czym do dotkow dodawano po 80 ul buforu obciazajacego do
probek SDS-PAGE (0,312 M Tris-HCI pH 6,8; 30% glicerol; 12,5% B-merkaptoetanol;
10% (w/v) SDS; 0,01% blekit bromofenolowy), rozcienczonego woda w stosunku 1:4.
Komérki zeskrobywano przy uzyciu tzw. ,skrobaka”, przenoszono do
mikroprobdéwek i denaturowano przez 10 min w 95°C. Lizaty porcjowano i zamrazano
w -20°C lub od razu nakladano na zel SDS-PAGE. W niektdrych eksperymentach

stosowano dla tych komorek takze procedure B.

B) Komorki trypsynizowano, ptukano dwukrotnie PBS-em, zawieszano w buforze
lizujgcym RIPA z dodatkiem inhibitoréw proteaz (Sigma), inkubowano przez ok.
20 min na lodzie, po czym zamrazano w -20°C do czasu dalszej analizy. Po
rozmrozeniu, lizaty wirowano (15 s, 10 000 g), nadsacz przenoszono do nowych
mikroprobéwek i oznaczano stezenie bialtka metoda z zastosowaniem kwasu
bicynchoninowego (BCA), zgodnie z protokotem [118]. Réwne ilo$ci biatka dodawano
do buforu obcigzajacego do prébek SDS-PAGE, denaturowano przez 10 min w 95°C

i nakltadano na zel poliakrylamidowy.

14. Elektroforeza bialka technika SDS-PAGE, transfer mokry bialek na membrane
PVDF oraz immunodetekcja bialek metoda Western blotting

Elektroforeze, transfer biatek na membrane oraz analize Western blotting
przeprowadzono zgodnie z protokotem [119] z niewielkimi modyfikacjami. Lizaty
biatkowe w ilosci 20-50 pg (metoda lizy — p. 13B) lub 20-40 ul (metoda lizy — p. 13A)
rozdzielano elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym 7, 8% lub 10%
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) w systemie Laemmli’ego. Rozdzielone
biatka przenoszono na membrane PVDF (Merck Millipore) metoda mokrego transferu
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w 4°C przez noc przy napieciu 35V. Do blokowania uzyto 5% roztworu
odttuszczonego mleka w proszku w buforze TBS. Przeciwciala I- i II- rzgdowe (Tabela
2) byly rozpuszczane w 2% roztworze mleka w buforze TBS z dodatkiem 0,05%
Tween. Do uwidocznienia bialek stosowano substrat chemiluminescencyjny dla HRP
(ThermoFisher Scientific); membrany inkubowano ok. 5 min z substratem, po czym
obraz analizowano przy uzyciu aparatu i programu do detekcji Fusion-Fx (Vilber
Lourmat). W niektorych przypadkach, membrane po detekgji przeciwcial barwiono
barwnikiem Coomassie Brilliant Blue (Sigma) zgodnie ze standardowym protokotem

[120].

15. Izolacja RNA z hodowli komérkowych

RNA z komdrek izolowano metoda bazujaca na standardowej procedurze
Chomczyniskiego i Sacchi dostosowujac podane objetosci dodawanych substancji do
300 lub 500 pl lizatu [121]. Podczas izolacji dodawano dwukrotnie wigcej chloroformu
niz w protokole. Wyizolowany precypitat RNA zawieszano w wodzie wolnej od
nukleaz (Sigma) i zamrazano w -20°C. W prébkach oznaczano spektrofotometrycznie
stezenie RNA i czysto$¢ preparatu wykorzystujac spektrofotometr ND-1000

(NanoDrop Technologies) zgodnie z protokotem [121].

16. Odwrotna transkrypcja i analiza ekspresji genow metoda ilosciowego PCR

Wyizolowane RNA (1000 lub 500 ng) przepisywano na cDNA w reakcji odwrotnej
transkrypgji (zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta odwrotnej
transkryptazy) dodajac starteréw oligo-dT. Parametry programu: 65°C — 5 min, 37°C
— 60 min, 70°C — 15 min, 4°C — . Uzyskane cDNA amplifikowano w reakcji PCR w
czasie rzeczywistym z uzyciem zestawow odczynnikow zawierajacych polimeraze
KAPA SYBR DNA (Materialy, p. 6) postepujac zgodnie z protokotem producenta
zestawu. Reakcje przeprowadzano w objetosci 10 ul w termocyklerze PCR Eco

(Illumina) stosujgc program: wstepna denaturacja 10 min — 95°C, 40 cykli (15 s — 95°C,
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15 s - 60°C, 15 s — 72°C), 72°C — 5 min. Jako cDNA referencyjne wykorzystano cDNA
kodujace eEF2. Wyniki opracowano w programie Illumina wykorzystujac metode

delta-delta Ct. Oznaczenia RT-qPCR wykonywano w duplikatach.

17. Analiza ekspresji gendéw metoda PCR

Aby namnozy¢ dana sekwencje DNA lub c¢cDNA stosowano PCR z uzyciem
polimerazy OptiTaq zgodnie z zaleceniami producenta polimerazy. Temperatury
przylaczania starteréw optymalizowano doswiadczalnie. Produkt reakcji PCR
rozdzielano elektroforetycznie w 1% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny
(0,5 pg/ml) w buforze TAE [119] po czym wykonywano zdjecie zelu w Swietle UV

w aparacie do dokumentacji zeli Quantum ST5 (Vilber Lourmat).

18. Analiza proliferacji komorek

A). MTT

Komdrki B16F10 lub LEC wysiewano na ptytki 96-dotkowe (odpowiednio 10%i 3x10°
komorek na dotek) i hodowano w réznych warunkach. Po 24, 48 lub 72 h mierzono
aktywno$¢ metaboliczng komorek stosujac test MTT [122]. Absorbancje produktu
redukcji MTT (rozpuszczonego formazanu), ktéra odzwierciedla liczbe i Zywotnos¢
komorek, mierzono przy dtugosci fali 545 nm na czytniku mikroptytek VersaMax przy
wykorzystaniu oprogramowania SoftMax®Pro (Molecular Devices). W niektérych
doswiadczeniach do okre$lenia liczby komorek wykorzystywano pokrewny test
z uzyciem alamarBlue. Do hodowli dodawano medium z jego 10% dodatkiem
i inkubowano okoto 3 h. Po tym czasie mierzono sygnat fluorescencji produktu
redukgji barwnika w medium przy dtugosciach fali 530/590 (wzbudzenie/emisja) na

czytniku fluorescengji Synergy H1 Hybrid Reader (BioTek Instruments).
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B) Analiza cyklu komorkowego

Sublinie komdrek B16F10 i LEC wysiewano w ilosciach odpowiednio 5x10° i 1x10° na
ptytkio srednicy 10 cm. Po 24 1ub 48 h hodowli zbierano je z uzyciem akutazy, ptukano
PBS-em i utrwalano w 70% etanolu przez co najmniej 24 h. Po dwukrotnym ptukaniu
komorek buforem PBS, dodawano RNaze (40 pg/ml) oraz jodek propidyny (PL 50
ug/ml) i inkubowano przez 45 min. Fluorescencje mierzono w kanale FL-2 (liniowo)
na cytometrze przeplywowym FACS Calibur (BD Bioscience). Analize cyklu
wykonywano w programie Flow]Jo v10.0.7 (FlowJo LLC) [123].

C) Wzrost pojedynczych komorek

Komorki B16F10 wysiewano na szalki o $rednicy 10 cm (1x10° komorek na szalke)
w medium DMEM, 10% FBS. Raz w tygodniu medium wymieniano lub
(w okreslonych eksperymentach) do hodowli dodawano 5 ml swiezego medium, 5%
FBS oraz 5 ml odwirowanego (5 min, 3000xg) medium z nad komoérek kontrolnych
B16F10 po 24 h ich hodowli w medium DMEM 10% (komorki wysiewane byly na
plytki o $rednicy 10 cm w liczbie 3 x 10°). Po 14 lub 21 dniach hodowle ptukano PBS-
em, fotografowano ok 10-15 reprezentatywnych kolonii komdrek pod mikroskopem
Leica DFC 450C, a nastepnie komorki barwiono 0,01% roztworem fioletu
krystalicznego w 10% etanolu przez 15 min w temperaturze pokojowej. Po usunieciu
roztworu barwiacego, szalki fotografowano w Swietle biatym przy uzyciu aparatu do

analizy obrazu Fusion-Fx, a nastepnie liczono kolonie.

D) Wzrost komorek w agarze

Zdolno$¢ do wzrostu komorek w sposdb niezalezny od podtoza oceniano poprzez test
wzrostu w agarze wedlug metody Pluznika i Sachsa [124] z niewielkimi
modyfikacjami. Test wykonywano na szalkach 24-dotkowych. Agar o niskiej
temperaturze topnienia — 0,6% (dolna warstwa) i 0,3% (goérna warstwa) przygotowano

w medium DMEM z 10% FBS. Komorki B16F10 w liczbie 2x10% lub 25 sferek
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(przygotowanych w sposdb opisany w punkcie 22), mieszano z 0,3% agarem przed
jego dodaniem na szalke. Na zestalony agar dodawano 200 ul medium DMEM z 5%
FBS. Hodowle pozostawiano w cieplarce na 7 dni, po czym fotografowano 8-10 kolonii
komorek z kazdej studni pod mikroskopem Leica DFC 450C i mierzono ich wielkos¢

w programie Image]J 1.48v (National Institute of Health).

19. Analiza stymulacji komoérek srédbtonka przez pozywki znad komorek B16F10

Komoérki B16F10 wysiewano w duzej gestosci na szalki 6-dotkowe (5x10°komorek na
dotek) w pozywce DMEM z 2% FBS lub w pozywce DMEM bez FBS suplementowanej
albuming (0,5 mg/ml), transferyna (5 pg/ml) i selenem (2 ng/ml). Po 24 h medium

zbierano i wirowano, aby usung¢ martwe komorki B16F10 (5 min, 3000xg).

A) Proliferacja

Media przygotowane zgodnie z powyzszym opisem dodawano po 50 ul na ptytki
96-studniowe z 24 h wczesniej wysianymi komoérkami MBE (1x10*) w stosunku 1:1 ze
swieza pozywka (zawierajaca suplementowany DMEM). Po 48 h oceniano liczbe

i zywotnos$¢ komorek wykorzystujac test MTT (Metody, p. 18A).

B) Tworzenie sie struktur pseudokapilarnych na matrigelu

Na plytki 96-studniowe dodawano po 60 ul matrigelu i pozostawiano na ok. 15 min,
aby zastygl. Nastepnie dodawano do studni 80 ul zawiesiny zawierajacej 1x10°
komorek MBE lub MSI w medium przygotowanym w sposdb opisany powyzej
zmieszanym 1:1 z $wiezym medium DMEM 2% FBS. W niektorych eksperymentach
do komorek MBE dodawano inhibitor EGFR1 (AG-1478, Enzo Life Science) w stezeniu
2 uM lub inhibitor HER2 (AG-825, Sigma) w stezeniu 10 uM albo przeciwciata
kontrolne lub hamujace aktywno$¢ biatka ADAM17 (200 ng/ml). Kontrole pozytywna
dla komoérek MSI stanowil dodatek do pozywki VEGFA (20 ng/ml). Plytki
z komdrkami wstawiano do cieplarkina ok 18 h, po czym wykonywano zdjecia kazdej

studni w jej centralnym punkcie.
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20. Analiza ruchliwosci komorek

A) Test rany

Ruchliwo$¢ komorek badano poprzez test rany [125] z niewielkimi modyfikacjami.
Komorki B16F10 wysiewano na plytki 6-dotkowe (po 4x10° na dotek) w medium
DMEM z 2% FBS. Po 24 h konicowka p200 wykonywano rang, po czym hodowle
ptukano ostroznie buforem PBS i dodawano $wieza pozywke z 2% FBS. W niektoérych
eksperymentach do komodrek dodawano 1 ml swiezej pozywki 2%FBS oraz 1 ml z nad
hodowli komdrek kontrolnych B16F10 w DMEM 2% FBS, ktéra opisano w punkcie 19.
Rany fotografowano w kazdym dotku w trzech oznaczonych miejscach tuz po
zranieniu (czas 0) oraz 18 h poézniej. Nastepnie przy uzyciu programu Image] 1.48v.
obliczano poczatkowa powierzchnie rany (a) i jej powierzchni¢ po czasie 18 h (b).

Stopien zaro$nigcia rany (x) obliczano wedtug wzoru: x (%) = 100% — %’

B) Test pierscienia

Badanie ruchu komérek MBE wykonywano dzigki zmodyfikowanej wersji testu rany
[126]. Komorki wysiewano na ptytki 12-dotkowe (10° komdrek na dotek), na srodku
ktérych umieszczono wczesniej sterylny pierscien o srednicy ok. 0,8 cm, w pozywce
DMEM 10% FBS. Po 48 h, gdy komorki zarosty cala wolna powierzchnie dotkow
usuwano pierscien. Zmieniano pozywke na $wiezg: DMEM + 10% FBS lub DMEM
zawierajacy 10% FBS zmieszany w stosunku 1:1 z pozywka zebrang znad komorek
B16F10 (warunki hodowli jak w punkcie 19 z wyjatkiem procentowosci dodanego
FBS). Stopien zarosniecia pierscienia po 48 lub 72 h oceniano przy uzyciu programu

Image]J 1.48v zgodnie ze wzorem podanym powyzej - w punkcie 20A.

C) Test ruchu pojedynczych komoérek
Komorki LEC (5x10%) wysiewano w medium podstawowym na ptytki 6-dotkowe. Po
24 h komdrki ptukano PBS-em, dodawano $wieze medium podstawowe, a nastepnie

plytke umieszczano w specjalnej komorze (warunki: 37°C, 5% CO2) potaczonej
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z mikroskopem Leica DM IRE 2. Ustalonym pozycjom na plytce (3 na dolek)
wykonywano zdjecia co 5 min przez 6 h. Nastepnie analizowano przebyta droge,
przemieszczenie i szybkos¢ ruchu 60 komdrek w danej studni wykorzystujac program
Hiro 2.0. W analizie nie uwzgledniano komorek dzielacych si¢ lub ulegajacych
w ktérymkolwiek momencie testu apoptozie.

Test ten z niewielkimi modyfikacjami wykorzystano tez do badania wpltywu
inhibitoréw receptoréw HER na ruch komorek. LEC (2x10%) wysiewano na plytki 12-
dotkowe, a do medium, w ktérym inkubowano komorki podczas eksperymentu
dodawano inhibitor EGFR1 (AG-1478, Enzo Life Science) w stezeniu 1,5 uM, inhibitor
HER?2 (AG-825, Sigma) w stezeniu 1 nM, oba te inhibitory lub DMSO (0,01 lub 0,001%),
stanowiacy = rozpuszczalnik  inhibitorow. Monitorowanie ruchu komorek
rozpoczynano po 1 h od dodania inhibitorow. W kazdym eksperymencie analizowano

ruch 30 komorek.

21. Analiza adhezji komdrek

A) Adhezja komorek do podloza i do wybranych bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej

Komoérki LEC (2x10%) wysiewano na plytki 96-dotkowe oplaszczone fibronektyna
(20 pg/ml, Merck) lub kolagenem typu I (50 pug/ml, Gibco) lub nieoptaszczone. Po 10
min (dla kolagenu) i 15 min dla innych podlozy, niezaadherowane komorki
odptukiwano poprzez trzykrotne plukanie dotkéw PBS-em. Ilos¢ komorek
analizowano testem z uzyciem alamarBlue. W przypadku eksperymentu z cyklicznym
peptydem RGD (Tebu-Bio) komorki inkubowano przed testem adhezji przez 45 min
w zawiesinie w medium podstawowym, a nastgpnie przez 30 min w medium
podstawowym z dodatkiem okreslonego stezenia peptydu (1 pM, 10 uM, 100 uM, lub
1 mM) lub DMSO (w objetosci odpowiadajacej tej, jakg dodano w przypadku 1 mM
stezenia peptydu). Czasy adhezji zostaly wybrane podczas optymalizacji tak, aby po

ptukaniach, w studniach zostawata wystarczajaca do kwantyfikacji liczba komorek.

48



B) Adhezja komdrek LEC do przeciwcial rozpoznajacych integryny

Komoérki LEC (5x10%), po zebraniu akutaza i 45-min inkubacji w 37°C, wysiewano na
plytki 96-dotkowe optaszczone przeciwciatami specyficznymi dla réznych taricuchow
integryn (Alpha/Beta Integrin-Mediated Cell Adhesion Array Kit). Plytke nastepnie
inkubowano przez 1 h w warunkach standardowych, po czym trzykrotnie ptukano
PBS-em. Zaadherowane komorki barwiono barwnikiem fluorescencyjnym CyQuant
GR, a nastepnie mierzono sygnat fluorescencji przy dlugosciach fali 485/530

(wzbudzenie/emisja) na czytniku fluorescencji Synergy H1 Hybrid Reader.

C) Adhezja komorek nowotworowych i komorek ukladu odpornosciowego do
komorek LEC
Komérki MCF-7, Caco-2 i THP-1 wysiewano na plytki tak, aby do nastepnego dnia ich
konfluencja nie przekraczala 80%. W dniu eksperymentu zbierano je akutaza
i barwiono barwnikiem fluorescencyjnym PKH26 zgodnie z zaleceniami producenta.
Dla komodrek Caco-2 dodawano o 1/5 barwnika wiecej niz zalecano w protokole. Po
zakonczonej inkubacji z barwnikiem, komorki ptukano PBS-em, zawieszano
w PBS-ie z dodatkiem 2% FBS i dodawano na ptytki 96-studniowe (po 3x10° komdrek
na studni¢), na ktére dzien wczesniej wysiano komoérki LEC w medium
podstawowym (po 3x10* komorek na studnie). Po 20 min ptytki ptukano dwukrotnie
PBS-em i do komdrek dodawano jego swieza porcje. Zdjecia komdrek (centralnej
czesci dotka) wykonywano pod mikroskopem fluorescencyjnym Leica DFC 450C.

Nastepnie liczono fluorescencyjne komorki na kazdym zdjeciu.

22, Przygotowanie sferek z komorek LEC i B16F10

Aby stworzy¢ sferki z komorek LEC lub B16F10, inkubowano je w liczbie
odpowiednio 750 i 1000 komdrek na studnie, przez 12 h na nieadherentnych

okraglodennych ptytkach 96-dotkowych z dodatkiem 0.25% (w/o0) metylocelulozy
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w wodzie. W przypadku komorek LEC inkubowano je wczesniej przez noc w medium

podstawowym.

23. Ocena limfangiogennych wlasciwosci komdrek LEC

Ocene wlasciwosci limfangiogennych komorek LEC oceniano przez test
,kietkowania” opisany przez Korffa i Augistina [127] z niewielkimi modyfikacjami.
Na dotek ptytki 24-dotkowej dodawano okolo 48 sferek w pozywce DMEM
zawierajacej kolagen typu I (1,5 mg/ml), 0,125% (w/0) metyloceluloze i 15% FBS; pH
~7,4. Po ok. 30 min, na dotki dodawano po 200 pl medium podstawowego, z VEGFC
(100 ng/ml) lub bez dodatku VEGFC. Po 24 h hodowli sferki (co najmniej dziesie¢ na
studnie) fotografowano pod mikroskopem Leica DFC 450C. Dtugos¢ i liczbe wypustek
w sfotografowanych sferkach analizowano przy pomocy programu Image-Pro Plus

(Media Cybernetics).

24. Barwienie komorek w celu analizy cytometrycznej bialek

Barwienie bialek blonowych i analize cytometryczna przeprowadzono zgodnie ze
standardowym protokotem [128]. Komdrki LEC, po nocnej inkubacji w medium
podstawowym, barwiono mysimi przeciwciatami anty-integryna ol przez 20 min
w 4°C[119]. Jako kontrole izotypowa wykorzystano mysie przeciwciata IgGlk. Po
dwukrotnym plukaniu buforem PBS, do komorek dodano drugorzedowe
przeciwciala: kozie anty-mysie sprzegniete z FITC (opis przeciwciat w Tabela 3)
i inkubowano komorki w ciemnosci przez 15 min. Intensywnos$¢ sygnatu fluorescencji
i procent pozytywnych komorek oceniano na cytometrze przeplywowym

FACScalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson) i analizowano w programie Flow]o.
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25. Analiza macierzy biatkowych

Aby jednoczesnie poréwnaé¢ poziom wielu biatek w subliniach komoérek LEC
wykorzystano zestaw Human Soluble Receptor Array (R&D Systems) stosujac si¢ do
zalaczonego do niego protokotu z niewielkimi modyfikacjami. Test ten pozwala na
szybka i jednoczesna detekcje 119 réznych rozpuszczalnych bialek znajdujacych sie
w medium hodowlanym lub lizacie komérkowym. Komorki kazdej sublinii LEC
wysiewano na 6 plytek o srednicy 10 cm (~1.6x10°komorek na ptytke), a po inkubagji
przez noc w medium podstawowym, zmieniano je na $wieze medium podstawowe
(8 ml) i inkubowano przez 16 h. Nastepnie medium zbierano i zageszczano przy
uzyciu proboéwek wiréwkowych z membrang o granicy przepuszczalnosci 3 kDa
(Millipore) do objetosci okoto 600 ul. Komoérki, po dwukrotnym ptukaniu PBS-em,
zbierano akutaza, wirowano i lizowano przez 3 h w 4°C w 600 ul buforu lizujacego
dotaczonego do testu, do ktérego dodano inhibitory proteaz Complete (Roche Applied
Science). Dotaczone do zestawu membrany, na ktorych w okreslonych miejscach
unieruchomione byly przeciwciata dla réznych biatek, inkubowano w 300 ul
zageszczonego medium lub z 300 g lizatow komdrkowych (300 ul). Sygnat
chemiluminescencyjny zbierano w aparacie Fusion FX5 i analizowano w programie

BIO1D software (Scientific Software Group).

26. Test immunoenzymatyczny ELISA

Aby mierzy¢ metoda ELISA poziom réznych biatek w mediach hodowlanych
komorek LEC i B16F10 wysiewano je odpowiednio w ilosci 5x10° i 3x10° na dotek
plytki 6-dotkowejiinkubowano w 2,5 ml medium przez 24 h. Komoérki LEC hodowane
byly przez 24 h przed wysianiem w medium podstawowym. Testy z uzyciem
komercyjnych zestawdéw prowadzono zgodnie z instrukcjami producentow.

Przeprowadzono takze test ELISA oznaczajacy poziom ludzkich przeciwciat anty-
mysi ADAM17 A9(B8) oraz kontroli izotypowe]j (ludzkie IgG2) w surowicy krwi

myszy i w lizatach nowotwordw, watroby i sledziony pobranych od zwierzat, ktorym
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podawano dozylnie te przeciwciala. W tym przypadku stosowano standardowy
protokot [129]. Lizaty przygotowano tak jak opisano w p. 41. Do oplaszczenia
wykorzystano szczurze przeciwciala poliklonalne anty-ludzkie IgG w stezeniu
2 pg/ml, a jako przeciwciala wykrywajace — biotynylowane mysie przeciwciala
monoklonalne wykrywajace ludzkie Ig (w stezeniu 0,5 ug/ml) w parze ze
streptawidyna sprzegnieta z peroksydaza chrzanowa. Do analiz uzyto 5000x

rozcienczonej surowicy krwi myszy (100 ul) oraz po 12 ug biatka lizatow.

Doswiadczenia in vivo:

27. Warunki hodowli myszy

Wszystkie wykorzystywane w  eksperymentach myszy, hodowane byly
w zwierzetarni o standardzie SPF (ang. specific pathogen free — zwierzeta wolne od
specyficznych patogendéw wystepujacych u danego gatunku) na Wydziale Biochemii
Biofizyki i Biotechnologii U], zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w dokumencie
,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (Dyrektywa 2010/63/EU Parlamentu
Europejskiego). Na wszystkie wykonywane eksperymenty otrzymano zgode Komisji

Bioetycznej UJ, nr: 231/2015 i 134/2016.

28. Podawanie myszom komdrek nowotworowych i przebieg eksperymentu

Komorki podawane myszom hodowano do maksymalnie 80% konfluendji,
pasazowano przy uzyciu akutazy, plukano dwukrotnie buforem PBS, trzykrotnie
liczono w komorze Biirkera lub liczniku automatycznym TC20 (Bio-Rad), a nastepnie
zawieszano w takiej objetosci sterylnego PBS-u, aby planowana do podania liczba

komorek znalazta sie¢ w 100 pl.
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A) Podanie ortotopowe

1) W celu badania wzrostu i przerzutowania komodrek B16F10,

myszy szczepiono ortotopowo tj. $rodskdrnie na grzbiecie po

prawej stronie podajac 0,8x10° komorek. Wzrost guzéw

monitorowano mierzac je suwmiarka elektroniczng co 3 dni. Po 18 dniach od iniekcji,
myszom podawano odpowiednig do eutanazji dawke ketaminy i ksylazyny, po czym
pobierano krew z serca, wycinano narzady: wezty chtonne (osobno pobierano wezet
drenujacy obszar, na ktorym rést nowotwdr oraz pozostale wezty chlonne z prawej
strony ciata myszy, ptuca, a w niektérych eksperymentach takze sledzione i watrobe,
ktdre nastepnie mrozono w cieklym azocie. Izolowano takze guz pierwotny, z ktérego
zaleznie od eksperymentu czes¢ przeznaczano do trawienia i pozyskania komodrek
w celu analizy cytometrycznej lub hodowli, a cze$¢ zatapiano w roztworze O.C.T
(VWR), zapewniajacym odpowiednie srodowisko zabezpieczajace tkanke podczas
przygotowywania skrawkow na kriostacie, i mrozono w ciektym azocie lub od razu
przechodzono do barwienia immunohistochemicznego.

Myszom przed podaniem komodrek nowotworowych, a takze w 7, 14 i 17 dniu
eksperymentu pobierano po ok. 20 ul krwi z ogona do mikroprobdéwek z 0,5 M EDTA.
Nastepnie wykonywano morfologie krwi przy uzyciu analizatora hematologicznego

HORIBA ABX. Kazda grupa eksperymentalna sktadala si¢ co najmniej z 5 myszy.

2) W celu lepszej obserwacji angiogenezy wokdoinowotworowej,

komorki podawano takze srédskornie do ptatka ucha myszy w ilosci

1x10° komorek zawieszonych w 15 ul buforu PBS. Wzrost guzow
monitorowano, a po 2 tygodniach lub gdy guzy osiagnely 3 mm
$rednicy, fotografowano je, a myszy poddawano eutanazji. Kazda grupa

eksperymentalna sktadata si¢ co najmniej z 5 myszy.
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B) Podanie dozylne

W celu badania zdolnosci komorek B16F10 do zasiedlania

i przezywania w nowej niszy, podawano komorki nowotworowe

w ilosci 5x10°do zyly ogonowej. Tak podane komorki tworza guzy
nowotworowe w ptucach widoczne jako czarne kolonie. Po 3 tygodniach od iniekgji,
myszy poddawano eutanazji, po czym ptuca wypetniano barwnikiem Bouina (przez
jego iniekcje do tchawicy myszy w ilosci ok 200 ul — 300 pl), izolowano je
i umieszczano na 48 h w roztworze tego barwnika. Nastepnie ptukano dwukrotnie
70% etanolem (kazde ptukanie trwato 24 h) i pozostawiano w etanolu do czasu liczenia
kolonii komoérek nowotworowych w ptucach. W dwodch eksperymentach kolonie
liczyly dwie osoby, ktore nie znaty grup badawczych. W dwoch pozostatych
eksperymentach kolonie liczyla jedna osoba nieznajaca przydziatu analizowanych
ptuc do poszczegélnych grup doswiadczalnych. Kazda grupa eksperymentalna

sktadata si¢ co najmniej z 5 myszy.

29. Podawanie przeciwcial hamujacych aktywnos$¢ biatka ADAM17 oraz kontroli
izotypowej myszom zaszczepionych komorkami B16F10

Myszom, po trzech dniach od iniekcji komdrek nowotworowych typu dzikiego
podawano dootrzewnowo przeciwciala w stezeniu 10 pg/g ich masy. Przeciwciala
kontrolne byly przed podaniem zwierzetom dializowane w celu usunigcia z nich
azydku. W celu utrzymania odpowiedniego stezenia przeciwciat we krwi, myszom,
co kazde kolejne 3 dni eksperymentu, wstrzykiwano przeciwciala w stezeniu 5 ng/g
masy ciata. Przed kazdym podaniem przeciwciat, pobierano kilka kropel krwi z ogona
myszy, z ktorej pozyskiwano surowice (opisano w punkcie 35), ktora nastepnie

mrozono w —20°C.
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30. Warunki hodowli danio pregowanego

Warunki hodowli danio pregowanego i dalszych procedur byly zgodne ze
standardami opisanymi w , The Zebrafish Book. A Guide for the Laboratory Use of
Zebratish (Danio rerio)” [130]. Embriony zabijano poprzez uspienie ich w roztworze
trykainy (200 pg/ml), a nastepnie dodanie roztworu podchlorynu sodu (w stosunku
1:5 do objetosci wody, koricowe stezenie podchlorynu 6,15%). Zgodnie z Ustawa Rady
Europy (1986) oraz Dyrektywy 86/609/EEC oraz zasad Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu w Murcji nie jest wymagana zgoda na przeprowadzanie

eksperymentéw na embrionach rybich do ok. 7 dnia ich zycia.

31. Pozyskiwanie embrionow

Ryby linii tg(casper fli la:egfp) krzyzowano, aby pozyskac¢ embriony. Zaptodnione
jajka przenoszono do buforu do hodowli embrionow tzw. egg water tj. wody
destylowanej z dodatkiem soli morskiej (60 pg/ml) oraz barwnika blekitu
metylenowego (ok. 0,01 mg/l) i umieszczono w inkubatorze w temperaturze 28°C,
w ilo$ci maksymalnie 100 embrionéw na szalke hodowlana o $rednicy 10 cm. Po ok.
16 h, hodowle oczyszczano z martwych lub nieprawidlowo rozwijajacych sig

embrionow.

32. Barwienie i iniekcja komoérek nowotworowych do embrionéw danio
pregowanego

Komorki B16F10 wysiewano w ilosci 5x10° na szalki o $rednicy 10 cm a nastepnego

dnia trypsynizowano i po dwukrotnym ptukaniu PBS-em barwiono barwnikiem

fluorescencyjnym CM-Dil (rozciericzenie 1:100 w DMEM) przez 45 min. Dodawano

FBS (do stezenia 10%) i wirowano (5 min, 1000xg). Znéw dwukrotnie ptukano

buforem PBS, po czym komdrki zawieszano w ok. 30 pl PBS-u z 10% dodatkiem

czerwieni fenolowej (Sigma) pozwalajacym okresli¢ wielko$¢ wstrzykiwanej kropli.
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Po 48 h po zaplodnieniu jaj z embrionéw usuwano kosmoéwke i umieszczano je
w buforze z trykaing (200 pg/ml) w celu anestezji. Nastepnie przy pomocy
mikroiniektora (Narishige) wstrzykiwano do przestrzeni okolozottkowej (Rysunek 3)
kazdego z embrionow okoto 2-5 nl mieszaniny komorek tj. ok. 150 komorek linii
B16F10 barwionych barwnikiem fluorescencyjnym. Po okoto 60 min, przy pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego (LEICA MZ16FA), sprawdzano kazdy z embrionow
pod wzgledem obecnosci komodrek nowotworowych w odpowiednim miejscu (i ich
braku w krwiobiegu) i odpowiedniej ich ilosci. Pozytywnie zweryfikowane embriony

inkubowano w buforze do hodowli embriondéw w temperaturze 35°C [115].

Rysunek 3. Zdjecie miejsca iniekcji komodrek nowotworowych do embrionu danio
pregowanego z mikroskopu swietlnego. Podziatka na zdjeciu odpowiada 500 pm.

33. Analiza wplywu komdrek B16F10 na angiogeneze w modelu danio pregowanego

Po 48 h od iniekcji komorek opisanej w punkcie 32, ogladano, przy uzyciu
stereomikroskopu fluorescencyjnego LEICA MZ16FA, zyle SIV (subintestinal vein)
kazdego z embrionéw w sSwietle niebieskim i policzono liczbe embrionow
z nieprawidlowym jej rozwojem - z dodatkowymi rozgatezieniami lub

o niestandardowym ksztalcie.
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Iniekcja barwionych Obserwacja nieprawidtowosci
komodrek B16F10 W rozwoju naczyn SIV

Linia danio pregowane:
casper Fli:GFP

to 48 gpz (0 gpi) 72 gpz (48 gpi)

Rysunek 4. Schemat eksperymentu na badanie wptywu komdrek B16F10 na angiogeneze
u danio pregowanego. to - zaptodnienie jaj, gpz — godzin po zaptodnieniu, gpi — godzin po
iniekgji.

34. Analiza procesu migracji i przezycia komorek B16F10 w modelu danio
pregowanego

Po 5 dniach od iniekcji komorek opisanej w punkcie 32, przy uzyciu stereomikroskopu

fluorescencyjnego LEICA MZ16FA, wykonano zdjecia embriondéw w $wietle biatym

i zielonym. Nastepnie liczcono komorki nowotworowe w czesci ogonowe;.

— cze$é przednia czes¢ ogonowa

Linia danio pregowane:
casper Fli:GFP

to 2 dpz (0 dpi) 7 dpz (5 dpi)
Iniekcja barwionych Liczenie komdérek nowotworowych
komérek B16F10 W czesci ogonowej

Rysunek 5. Schemat analizy zdolnosci komorek B16F10 do migracji i przezycia poza
miejscem iniekcji w organizmie danio pregowanego. to— czas zaptodnienia jaj, dpz — dni po
zaptodnieniu, dpi — dni po iniekgji
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Metody ex vivo

35. Izolacja surowicy z krwi

Po pobraniu krwi od myszy, pozostawiano ja na ok. 60 min do wykrzepienia
i izolowano z niej surowice zgodnie ze standardowym protokotem [131]. Probki

surowicy przechowywano w -20°C do czasu dalszej analizy.

36. Izolacja komorek z tkanek i guzow nowotworowych

A) Izolacja komoérek z guzé6w nowotworowych

Fragmenty guzoéw po pobraniu od myszy umieszczano w ok 200 pl buforu PBS z 2%
FBS. Guzy dokladnie rozdrabniano skalpelem i przekltadano na filtry o $rednicy porow
50 um umieszczone w probéwkach wiro6wkowych o objetosci 50 ml. Kazdy filtr
przeptukiwano ok. 25 ml buforu PBS z 2% FBS. Zawiesing komorek wirowano przez
10 min, przy 200xg, po czym komorki zawieszano w 5 ml PBS-u i liczono na

urzadzeniu Muse Cell Analyzer zgodnie z zaleceniami producenta.

B) Izolacja komorek z weztow chlonnych

Wezly  chlonne  rozdrabniano  skalpelem a  nastgpnie  umieszczano
w mikroprobéwkach i dodawano roztworu kolagenazy C (1 mg/ml) i DNazy I
(1 mg/ml) w buforze PBS i inkubowano na platformie rotacyjnej przez okoto 2 h. Po
tym czasie uwolnione komorki dwukrotnie plukano w buforze PBS (wirowanie 10
min, 250xg) i cato$¢ uzyskanego materialu wysiewano na plytki 6-studniowe.
Hodowle obserwowano przez 3 tygodnie zmieniajac medium co 5 dni i sprawdzajac

czy rosng w nich komorki nowotworowe.
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37. Barwienie = immunochemiczne i analiza cytometryczna  komodrek
immunologicznych w guzie

Komérki pozyskane z fragmentow guzéw (punkt 36A) nakltadano na plytki 96-
studniowe (2 mIn komorek z kazdej probki) i wirowano 300g przez 5 min. Dodatkowo
nakladano mieszanke komorek z réznych guzoéw, ktdre wykorzystywane byly na
kontrole: komorki niebarwione, komorki barwione pojedynczymi przeciwciatami,
kontrola FMO. Barwienie przeprowadzano zgodnie z protokotem Multicolor Staining
Protocol for Flow Cytometry (Greg A. Perry). Jako bloku do ograniczenia
oddzialywania komdrek z przeciwciatami poprzez receptor Fc uzyto przeciwciata
CD16/CD32 zawieszonego w buforze PBS. Przeciwciatami wykorzystanymi do
analizy populacji komdrek immunologicznych w guzach (szczegdlnie limfocytow)
byly szczurze przeciwciata anty: CD45, CD3, CD4, CDS8, CD25 (opis uzytych
przeciwcial w Tabeli 3) oraz barwnik UV barwiacy zywe komorki (LIVE/DEAD Blue,
ThermoScientific). Nastepnie komorki permabilizowano i utrwalano uzywajac w tym
celu zestawu firmy Biolegend FoxP3/PERM Buffer Set, a nastepnie dodawano
przeciwciato anty FoxP3 i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 min. Czes¢
komorek nie barwiono tym przeciwciatek aby stanowita kontrole FMO. Po barwieniu
komorki przechowywano w lodoéwce przez ok. 12 h. Nastepnie przektadano je do
probowek cytometrycznych i zbierano po 100 tys. zywych komorek przy uzyciu
cytometru LSRFortessa (BD) oraz analizowano w programie FlowLogic Miltenyi

Biotec.

38. Przygotowanie lizatow z tkanek

Zamrozone w cieklym azocie guzy nowotworowe lub organy pobrane od myszy
przechowywane byty w -80°C (do 3 tygodni) lub w cieklym azocie (do pot roku) do
czasu dalszej analizy. Aby przygotowac lizaty tkanek, probki przenoszone byly na
suchy 16d. Nastepnie miazdzono je na proszek w mozdzierzu lub rozcinano na

kawatki skalpelem (utrzymujac je wciaz w stanie zamrozenia) i po ok. 0,1 g tkanki
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przenoszono do mikroprobdéwek o pojemnosci 1,5 ml. Dodawano po 300 ul buforu
RIPA z- lub bez SDS-u, stalowa kulke do homogenizacji o srednicy 8 mm
homogenizowano tkanki uzywajac tkankowego homogenizatora Tissue Lyzer II LT
(Qiagen) stosujac nastepujace warunki — (i) dla watroby i ptuc: 15 Hz - 60 s, 30 Hz — 60
s, (ii) dla guzow, Sledziony i weztow 15 Hz — 60 s, 30 Hz — 90 s. Probki nastepnie
dwukrotnie wirowano (10 min, 10 000xg) za kazdym razem zbierajac nadsacz, ktory
zamrazano w -80°C do czasu dalszej analizy. Stezenie biatka w probkach mierzono
metoda BCA; krzywa kalibracyjna sporzadzono wykorzystujac rozcienczenia

albuminy wolowe;j.

39. Izolacja RNA z tkanek

Tkanki wyjete z cieklego azotu lub zamrazarki przenoszono na suchy 16d. Pluca
miazdzono na proszek w mozdzierzu lub rozcinano na kawatki i ok. 0,1 g tkanki
przenoszono do mikroprobowek o pojemnosci 1,5 ml. Do weztéw i fragmentéw ptuc
dodawano po ok. 300 ul TRIzolu (Thermo Fisher Scientific), kulke do homogenizacji,
a nastepnie homogenizowano prébki z czestotliwoscig 15 Hz - 60 s, 30 Hz - 30 s i po
ok. 30 s przerwy kolejne 30 s. Dalsza izolacja przebiegata jak w przypadku izolowania
RNA z hodowli komdrkowych (p. 15) z modyfikacja. Po zebraniu fazy wodnej po
pierwszym wirowaniu probek, dodawano do niej 150 pl chloroformu, mieszano
i powtornie wirowano. Dalsza procedura przebiegata zgodnie z protokolem. RNA
rozdzielano na zelu agarozowym z dodatkiem formaldehydu w buforze TEA [132],

aby potwierdzi¢ jego czystos¢ i brak degradacji.

40. Reakcja PCR w celu wykrycia przerzutow w tkankach mysich

cDNA (200 ng) otrzymany na matrycy RNA wyizolowanego z ptuc i weztow
chtonnych wykorzystywano do przeprowadzenia reakcji PCR ze starterami dla genu
tyrozynazy. Transkrypt ten powinien znajdowac¢ si¢ jedynie w komdrkach

zawierajacych melanosomy. Startery zostaly zaprojektowane tak, aby pierwsza para
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faczyta sie z fragmentem cDNA odpowiadajacego poczatkowi transkryptu, a druga
jego koncowi. Jesli po reakcjach PCR uzyskiwano produkt dla obu par starterow,
uznawano, ze w danej tkance znajdowaly si¢ komorki nowotworowe. Kontrole
negatywng stanowil cDNA otrzymany na matrycy RNA z pluc i wezltow myszy
kontrolnych (bez nowotworu), a kontrole pozytywna — z ptuc myszy, ktéorym podano
komorki B16F10 do zyly ogonowej (p. 28B) lub z czarnych i powigkszonych
przyusznych weziéw chtonnych, pobranych od myszy, ktérym wstrzyknieto komorki

B16F10 do ptatka ucha (p. 28A2).

41. Analiza immunochemiczna skrawkow z nowotworow

Guzy nowotworowe zamrozone w roztworze OCT przenoszono na suchy 16d,
a nastepnie do kriostatu do czasu wyréwnania si¢ temperatury prébek z otoczeniem
(—29°C). Nastepnie krojono guzy na preparaty o grubosci 0,2 mm, przenoszono na
szkietka podstawowe i mrozono w -80°C albo od razu przystepowano do procedury
barwienia. W tym celu preparaty utrwalano metanolem w -20°C przez 15 min,
blokowano 10% surowica osla w buforze TBS z dodatkiem 0,5% kazeiny przez 60 min.
a nastepnie pozostawiono na noc w 4°C w roztworze przeciwciat I-rzedowych (Tabela
2) w komorze zapewniajacej wysoka wilgotnos¢. Po trzykrotnym ptukaniu w buforze
TBS, preparaty inkubowano przez 2 h w roztworze przeciwciat II-rzedowych w 0,5%
roztworze kazeiny w TBS w warunkach wysokiej wilgotnosci, w temperaturze
pokojowej. Nastepnie preparaty dwukrotnie ptukano, dodawano na 10 min 300 nM
barwnik DAPI w celu uwidocznienia jader komoérkowych i ponownie ptukano. Aby
utrwali¢ fluorescencje na preparaty dodawano po ok. 20 pl odczynnika Vectashield
(Vector Laboratories), przykrywano szkietkami nakrywkowymi i zabezpieczano
przed wysychaniem przy pomocy lakieru do paznokci. Po 24 h preparaty analizowano
pod mikroskopem fluorescencyjnym Leica DMI60000B (Leica Microsystems) przy

pomocy programu LAS X (Leica Application Suite X). Powierzchnig¢ specyficznego
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sygnatu fluorescencyjnego na zdjecia analizowano przy uzyciu programu Image]

1.48v.

42. Analiza statystyczna

Analize statystyczna wykonano uzywajac programu GraphPad Prism wersja 5.0
(GraphPad Software) wykorzystujac nieparametryczny test t-Studenta, chyba ze

w opisie danej ryciny napisano inaczej.
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WYNIKI

Aby lepiej zbadac role biatka ADAM17 w rozwoju nowotwordéw skupiono si¢ na
dwoch  aspektach: (i) poznaniu potencjalnej roli szedazy ADAM17
w limfangiogenezie, procesie waznym dla rozwoju nowotworéw i dla przerzutowania
oraz (ii) na poszerzeniu wiedzy na temat wptywu biatka ADAM17 na funkcjonowanie

komorek nowotworowych, ich wzrost, przerzutowanie, stymulacje angiogenezy.

CZESC 1

Rola biatka ADAM17 w komorkach srédbtonka naczyn limfatycznych
i jego wplyw na proces limfangiogenezy — badania in vitro

Aby zbada¢ wptyw biatka ADAM17 na naczynia limfatyczne, zdecydowano sie
zahamowac jego ekspresje w komodrkach LEC (lymphatic endothelial cells) i sprawdzi¢
jak wptynie to na ich funkcje w procesach istotnych dla limfangiogenezy tj.: na
proliferacje, migracje i adhezje, a takze potencjal tych komdrek do tworzenia nowych
naczyn limfatycznych. Pierwszym krokiem badan byto stworzenie odpowiedniego

modelu komdrkowego i zweryfikowanie jego dziatania.

1. Stworzenie modelu komoérkowego do badania roli biatlka ADAM17
w komorkach naczyn limfatycznych

Ekspresje biatka ADAMI17 wyciszono poprzez transdukcje komdrek LEC
lentiwirusami zawierajagcymi odpowiednio zaprojektowane sekwencje shRNA.
Poprzez uruchomienie degradacji transkryptu dla biatka ADAMI17, shRNA
bezposrednio wplywa na ograniczenie jego syntezy. Stransdukowane komorki
zyskaly opornos¢ na puromycyne, dzieki czemu, poprzez presje antybiotykowa,
mozliwe bylo uzyskanie stabilnych linii komdrkowych. Sposréd 5 testowanych
sekwencji jedynie shRNA1 spowodowal znaczace wyciszenie ekspresji mRNA
ADAM17 (o okoto 80% na poziomie transkryptu) w linii nazywanej dalej L1. Aby
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wykluczy¢é mozliwo$¢ niespecyficznego dziatania tej sekwencji (tzw. efekt , off
target”), czes¢ eksperymentéw wykonano takze na linii otrzymanej poprzez
transdukcje komorek mieszaning lentiwiruséw z sekwencjami shRNA2 i 3 (linia L2).
Otrzymane wyciszenie bylo znacznie mniejsze — ok. 50% na poziomie transkryptu.
Wyprowadzono rowniez linie kontrolnych komoérek LEC (K), stransdukowanych
lentiwirusami zawierajacymi niekodujaca sekwencje shRNA. Poréwnujac ekspresje
biatka ADAM17 w tych komoérkach i w komdrkach nietransdukowanych (typu
dzikiego, WT), nie stwierdzono, aby transdukcja miala na nia wplyw. Stopien
wyciszenia ekspresji ADAM17 badano poprzez analize ilosci transkryptu metoda

RT-qPCR i ilosci biatka w komorkach metoda Western blotting (Rysunek 6).
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Rysunek 6. Ocena skutecznosci wyciszenia ekspresji mRNA i biatka ADAM17 w komoérkach
LEC. Poziom mRNA ADAMI17 analizowano metoda RT-qPCR (A) poziom biatka - technika
Western blotting (B) L1 — linia komdrkowa z ekspresja wyciszang sekwencja shRNA1, L2 —linia
komérkowa z ekspresjq wyciszang sekwencjami shRNA 21 3, K — komorki linii kontrolnej, WT
— komorki linii nietransdukowanej. (A) Wzgledny poziom transkryptu dla biatka ADAM17
w komodrkach po transdukgji. Poziom transkryptu w komorkach kontrolnych przyjeto jako 1.
Dane  prezentowane sa jako drednia +  odchylenie  standardowe  (SD)
z 3 niezaleznych eksperymentow przeprowadzonych w duplikatach. *P<0,01 vs K
(B) Na zel poliakrylamidowy nakladano po 40 ug biatka. Poziom p-aktyny w probkach
wykorzystano jako kontrole réwnych ilosci natozonego na zel biatka i prawidtowego transferu
biatek na membrane. NS — prazek niespecyficzny.

64



Wprowadzenie do komdrki obcego dwuniciowego RNA (dsRNA), a nawet
jednoniciowego RNA o specyficznej sekwencji, moze wywotac produkcje interferonu
i tzw. odpowiedz interferonowa. Obejmuje ona aktywacje wielu szlakow sygnatowych
i moze prowadzi¢ do zmiany w funkcjonowaniu komorki, a nawet do jej apoptozy
[133]. Wprowadzenie do komorki shRNA metoda transdukcji lentiwirusowej rowniez
moze wywola¢ odpowiedz interferonowa, co wynika¢ moze np. z zastosowania
niektdrych promotoréw czy wykorzystania okreslonych sekwencji nukleotydowych
[134], [135]. Aby mie¢ pewno$¢, ze w stworzonym przez nas modelu nie wywotano
odpowiedzi interferonowej, badano w komdrkach, metodg RT-qPCR, poziom mRNA
OAS1 (2'-5'-oligoadenylate synthetase 1), genu, ktorego poziom jest Scisle zalezny od
poziomu interferonu [133]. W stransdukowanych liniach stwierdzono tylko niewielki
wzrost ekspresji tego genu (danych nie pokazano), znacznie ponizej poziomu

uznawanego za charakterystyczny dla reakgcji interferonowe;j.

Aby mdc uznac¢ komorki LEC za odpowiedni model do badania wlasnosci srodbtonka
limfatycznego, musza one posiadac¢ ekspresje bialek markerowych tj. biatka CD31
i podoplaniny [136]. W analizie cytometrycznej potwierdzono ekspresje tych
czasteczek jak i rowniez stwierdzono brak réznic w ekspresji CD31 lub podoplaniny

pomiedzy stransdukowanymi liniami [137].

2. Wplyw wyciszenia biatlka ADAM17 na profil bialkowy w komérkach LEC

Ze wzgledu na funkcje metaloproteazy ADAM17, ograniczenie jej ekspresji moze
wplywa¢ na wiele proceséw. Biatko to jest dezintegryna - a wiec poprzez
oddzialywania z integrynami moze wplywac¢ na ruch i adhezje komorek - jak
i szedaza, bez ktdérej mniej bialek adhezyjnych, czynnikow wzrostu i receptorow
bedzie ztuszczanych z blony komdrkowej [12]. To z kolei moze przyczynié si¢ do m.in.
zahamowania migragji i proliferacji komoérek czy tez do zmiany ich wrazliwosci na
sygnaly zewnatrzkomdrkowe. Enzym ADAM17 uwalnia z btony takze czynniki, ktére

moga autokrynnie wptywac na zmiany transkryptomu i proteomu komorek [1].
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Aby zbada¢ wpltyw szedazy ADAMI17 na profil biatkowy komdrek LEC, poréwnano
poziom roznych bialek w lizatach i mediach komorek kontrolnych (M) oraz tych
z obnizong ekspresjg enzymu ADAM17 (L1). W tym celu wykorzystano macierze
biatkowe firmy R&D, ktore pozwalaja na jednoczesne wzgledne poréwnanie poziomu
119 okreslonych biatek w réznych prébkach. Test ten oparty jest o wigzanie sie biatek
obecnych w mediach hodowlanych Iub w lizatach komdrkowych do
unieruchomionych na nitrocelulozowych membranach specyficznych przeciwciat.
Uzywajac odpowiedniej mieszaniny przeciwciat sprzegnietych z biotyna, a nastepnie
dodaniu streptawidyny skoniugowanej z peroksydaza chrzanowa (HRP), mozliwe
byto wykrycie zwigzanych do membrany biatek i poréwnanie ich ilosci na
membranach dzigki sygnatowi chemiluminescencyjnemu. Macierz pozwalala na
analize wielu biatek blonowych, wsrdéd nich kilku znanych substratéw ADAM17, ale
takze bialek wewnatrzkomorkowych. Test ten mial wigc pozwoli¢ na ocene funkcji
enzymu ADAMI17 w komérkach LEC zaréowno jako szedazy jak i posredniego

regulatora ekspresji innych biatek.

Po przeprowadzeniu wstepnego doswiadczenia ustalajacego jego optymalne
warunki, przeprowadzono jedna pelna analize macierzy biatkowych, w ktdrej
wykryto 61 biatek w tym 51 w lizatach i 39 w mediach (nie liczac kontroli testu),
(Rysunek 7). Sygnaty chemiluminescencyjne pochodzace od substratow enzymu
ADAM17, czyli biatek uwalnianych z btony komodrkowej, powinny by¢ wyzsze
w mediach znad komérek K niz L1 i/lub nizsze w lizatach komoérek K niz L1.
Przewidywania odnosnie takich biatek sprawdzily sie¢ w przypadku: sygnalu
w mediach dla syndekanu-4 i JAM-A oraz w lizatach dla biatek HB-EGF i TNFR2.
Jednak w tescie wykazano, ze sygnatem chemiluminescencyjnym pomiedzy liniami
L1 i K o wiecej niz 50% rozni si¢ az 30 biatek. Byty to w lizatach: kadheryna 13,
lipokalina-2, integryna av, BIG-H3, HB-EGF, CD58, BACE-1, CD44H, integryna [33
i p4, CXCLS, Pref-1, MD-1, JAM-A, Galectin-3BP, RECK, a w mediach: ESAM,
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BIG-H3, MMP-2, JAM-C, semaforyna 3A, kadheryna 13, SREC-1, emmpryna, RECK,
ECM-1, integryna ob i (35, P-kadheryna, syndekan-4, galektyna-3, TROP-2, JAM-A.
Pogrubiong czcionka zaznaczono te biatka, dla ktorych sygnat chemiluminescencyjny
byl wyzszy w komorkach L1 niz w K. Dane liczbowe pokazujgce wartosci Sredniej
chemiluminescencji wszystkich analizowanych biatek zamieszczono w suplemencie
(Tabela 2sup).

W przypadku trzech biatek adhezyjnych: emmpryny-1, kadheryny 13 i faricucha
integryny av zaobserwowano zaleznosci, ktére wskazywataby na nie jako potencjalne
substraty biatkka ADAM17 (w S1 w porownaniu do K mniejsza — mniejsza ilos¢
emmpryny i kadheryny 13 w medium i wigksza ilos¢ kadheryny 13 i taricucha
integryny av w lizatach). Do tej pory nie ma dowodoéw, ktore wskazywatyby, ze biatka
te s lub nie s uwalniane przez badang szedaze, jednak w przypadku emmpryny
pokazano, ze w jej ekspresja jest zalezna od poziomu biatka ADAMI17 [138].
Obserwowana w wynikach macierzy zmiana ekspresji i/lub lokalizacji tych bialek
mogtaby tez wynikad posrednio z aktywnosci ADAM17.

Zalezno$¢, ktéra powinna by¢ charakterystyczna dla substratéw biatka ADAM17,
dotyczyta rowniez dwdch biatek macierzy zewnatrzkomorkowej: BIG-H3 oraz
lipokaliny-2. Ich poziom byt wyzszy w lizatach i nizszy w mediach komoérek L1 niz
w komorek K. By¢ moze ADAM17 wplywa na poziom ekspresji ich genow w komorce
a takze, poprzez posredni wptyw na strukture macierzy zewnatrzkomoérkowej, rzutuje
na uwalnianie tych biatek do medium z scisle przylegajacej do komoérek macierzy.
Zgodnie z t¢ hipoteza, w komorkach z obnizona ekspresja ADAM17, wigksza pula

biatek macierzy znajdowataby si¢ po izolacji w lizacie komorek a nie w medium.

Wyniki analizy macierzy nalezy traktowac jako wyniki wstepne — zwracajace uwage
na biatka, ktorych ekspresja i/lub funkcjonowanie zalezy od poziomu proteazy
ADAM17. Nie nalezy traktowac ich ilosciowo, szczegoélnie, Ze test w pelnym zakresie
zostal wykonany tylko jeden raz. Nie mozna wykluczy¢, ze wykorzystane w tej

analizie przeciwciala (ktorych Zrodta i numery katalogowe nie zostaly podane przez
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producenta) moga dawac niespecyficzne sygnaly. Dobrym tego przykladem jest
sygnat dla biatka ADAM17. W powyzszym doswiadczeniu rdznica w lizatach
komoérkowych K i L1 dla tego biatka wynosi ok 30% (Tabela 2 sup), podczas gdy
w analizie Western blotting wykonywanej tylko dla tego biatka poziom wyciszenia
wynosit ok. 70-80%. W naszym laboratorium przetestowano kilkanascie réznych
przeciwcial anty-ADAM17 i nie udalo si¢ do tej pory odnalez¢ takiego, ktdre nie
dawatoby Zadnego niespecyficznego sygnatu. Mniejsza niz spodziewana roéznica
w poziomie ADAM17 miedzy L1 i K w analizie macierzy biatkowych moze wigc
wynikad z tego, ze uzyte przez producenta przeciwciata oprocz biatka ADAM17 wiaza
i wykrywajq takze inne biatka. Obecnosci niektorych biatek (np. P-kadheryny), dla
ktorych uzyskano sygnal w analizie macierzy (mimo, ze do$¢ staby), nie udato sie
potwierdzi¢ innymi metodami wykorzystujacymi specyficzne przeciwciata — technika
Western blotting i analiza cytometryczna. Z drugiej strony, w analizie macierzy nie
uzyskano sygnatu dla biatka TIMP-3, ktorego ekspresje i aktywnos¢ w komorkach
LEC potwierdzono w innych eksperymentach (danych nie pokazano). Podczas analizy
membran nie brano pod uwage takze tych sygnatow, ktore w duplikatach

(sasiadujacych kropkach) wykazywaty réznice w sygnale wigeksza niz 10%.

Mimo wypisanych powyzej ograniczen przeprowadzonej analizy, byta ona Zrodlem
informacji, ktéore w toku badan pozwalaly lepiej pozna¢ i wyttumaczy¢ badane
procesy, a takze potwierdzita funkcjonalnos¢ modelu. Wskazata takze biatka, ktorych
zmian w poziomie w lizatach lub mediach komdrkowych nie oczekiwano po
wyciszeniu enzymu ADAM17 np. BIG-H3 czy tancuchy integryn.

Ze wzgledu na wykazane réznice w poziomie wielu biatek adhezyjnych pomiedzy
poréwnywanymi liniami mozna podejrzewac, ze brak aktywnosci biatka ADAM17
ma wplyw na oddziatywania miedzykomdrkowe i na kontakt komorek z otoczeniem,
a przez to moze mie¢ znaczenie w procesach takich jak adhezja komorek i ich migracja.
Badania nad wplywem wyciszenia ekspresji ADAMI17 na te procesy te opisano
w dalszej czesci pracy.
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Rysunek 7. Membrany prezentujace poziom bialek w lizatach i mediach z komdrek LEC L1
i K. Rycina, przetlumaczona tu na jezyk polski, pochodzi z opublikowanej przez nasz zespot
pracy [137]. Sygnaly w miejscach A1, A2, A12, B1, B2, G1, G12 na wszystkich membranach
stanowia kontrole ilo$ci natozonego biatka i prawidlowego przeprowadzenia procedury.
Podkreslone miejsca odpowiadaja biatkom (w duplikatach), ktérych poziom detekgcji byt
wyzszy niz poziom tta. Sygnatow z lizatéw oraz mediéw nie nalezy poréwnywac miedzy
soba, jako ze nie pochodzily z takich samych ilosci komorek.
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3. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na proliferacje komérek LEC

ADAM17, dzigki uwalnianiu czynnikéw wzrostowych moze stymulowac
proliferacje komorek [53], [139], [140]. Jako Ze jest to jeden z najwazniejszych procesow
w limfangiogenezie, sprawdzono, czy obnizenie ekspresji ADAMI17 zahamuje lub

spowolni procesy podziatéw komoérkowych LEC.

Wykorzystano w tym celu test MTT, okreslajacy catkowitg aktywnos¢ metaboliczna
komorek, a zatem wskazujacy na tempo ich proliferacji i/lub Zywotnosc.
Przeprowadzono rowniez, przy pomocy cytometrii przeptywowej, analize cyklu
komorkowego. Pozwolilo to na okreslenie jaka czes¢ badanej populacji komorek
znajduje si¢ w poszczegodlnych jego fazach: G0/G1, S, G2/M.

Zaréwno test MTT przeprowadzony po 24 i 48 h hodowli w pozywce podstawowej
i pozywce wzrostowej (Rysunek 8A), jak i zbadanie cyklu komoérkowego (Rysunek
8B i Rysunek 8C) wskazuja na brak efektu biatka ADAM17 na proliferacje i Zywotnos¢
komoérek LEC. Wynik ten potwierdzono takze przez liczenie komdrek poszczegdlnych
linii w trakcie pasazu potaczone z testem eliminacji biekitu trypanu (danych nie
pokazano).

Dla komorek LEC K i L1 obserwowano niemal identyczne proporcje komorek
w poszczegdlnych fazach cyklu (Rysunek 8C). W medium podstawowym,
w pordéwnaniu do wzrostowego, komodrki zwalniaty swoja proliferacje. Réznica ta po
24 h hodowli nie byta duza, jednak po 48 h widac¢ znaczace przesunigcie komdrek
z fazy S i G2/M do fazy G0/G1 w przypadku hodowli w medium podstawowym
(Rysunek 8B). Wynik ten zgodny jest z wynikiem testu MTT (Rysunek 8A) — komorki
bez stymulacji w postaci czynnikow wzrostu dodawanych do medium wzrostowego

zwalniaja swoja proliferacje.
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Rysunek 8. Wplyw wyciszenia biatka ADAM17 na proliferacje komoérek LEC. (A) Test MTT
po 24 i 48 h od wysiania komédrek K, L1 i L2 w medium wzrostowym i podstawowym. Dane
prezentowane sa jako $rednia + SD z 3 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych
w duplikatach lub tryplikatach. Poziom absorbancji komorek kontrolnych w medium
podstawowym przyjeto jako 100%. (B) Reprezentatywny wykres cyklu komodrkowego
kontrolnych komorek LEC po 24 i 48h hodowli w medium podstawowym i po 48 h w medium
wzrostowym. Strzatki na wykresie wskazujq zakresy fazy cyklu komoérkowego: GO/G1, S,
G2/M. (C) Tabela prezentujaca procent komorek K i L1 w réznych fazach cyklu komorkowego
po 48 h hodowli w medium podstawowym i wzrostowym. Srednie + SD zostaly wyliczone
z 3 niezaleznych eksperymentow.
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4. Wplyw wyciszenia biatka ADAM17 na zdolnos¢ migracji komorek LEC

Proliferacja to wazny, ale nie jedyny proces warunkujacy limfangiogeneze.
Bardzo istotna jest takze ruchliwos¢ komorek. Dlatego tez kolejnym krokiem byto
zbadanie czy biatko ADAM17 wptywa na te ceche komorek LEC.

Zdolnos¢ komdrek do ruchu to jedna z ich podstawowych cech, kluczowa w wielu
procesach takich jak rozwdj embrionalny, odpowiedZ immunologiczna, procesy
zapalne, gojenie si¢ ran czy przerzutowanie komdrek nowotworowych. Istnieje wiele
metod badania zdolnosci komorek do ruchu [141]. Te najbardziej popularne to analiza

ruchu pojedynczych komdrek, test rany oraz test transmigracji.

Ze wzgledu na uwalnianie z blony komdrkowej przez szedaze ADAM17 czynnikow
wzrostu (ktore w sposob autokrynny moga stymulowac migracje), a takze wielu biatek
adhezji miedzykomodrkowej i tych odpowiadajacych za oddziatywanie z macierza
zewnatrzkomorkowa, wyciszenie jego ekspresji powinno zahamowadé, przynajmniej
cze$ciowo, zdolnos¢ komodrek do migracji. Aby to sprawdzi¢ zastosowano test ruchu
pojedynczych komdrek. Okreslono szybkos$¢ migracji i zalezna od niej przebyta droge
w danym czasie a takze przemieszczenie si¢ komodrek. Droge przebyta przez
pojedyncza komorke definiuje sig jako catkowita dlugos¢ trajektorii jej ruchu, szybkosé
migracji oblicza sie przez podzielenie wartosci pokonanej drogi przez czas wedrowki,
natomiast przemieszczenie oznacza odleglos¢ z punktu poczatkowego komorki do

miejsca zakonczenia analizy jej ruchu.

Analiza opisanych parametrow wykazata, ze komodrki z obnizona ekspresja biatka
ADAM17 poruszaja si¢ wolniej; pokonuja droge krotsza o okoto 50% (komorki L1)
i okoto 40% (komorki L2) w stosunku do komdrek kontrolnych (Rysunek 9). Poniewaz
komorki nie wykazuja kierunkowosci ruchu, ze wzgledu na brak jakiegokolwiek
chemoatraktanta czy czynnika ukierunkowujacego migracje, stad brak istotnie
statystycznych roznic w wartosciach okreslajacych przemieszczenie si¢ komorek linii

K, L1iL2.
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Rysunek 9. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na ruch pojedynczych komorek
LEC. (A) Reprezentatywny wyniki analizy ruchu 60 komorek K, L2 lub L1 obserwowanych
przez 6 h. Stupki reprezentujqa wartoéci $rednich arytmetycznych + SD. Srednie wartosci
parametréw oznaczonych dla komorek kontrolnych przyjeto jako 100%. *P<0.01 vs K.
(B) Reprezentatywny wynik analizy ruchu 60 komorek K, L1 i L2 wraz z wykresami
kotowymi przebytej przez nie drogi, powstalymi przez umieszczenie w centrum wykresu
poczatku ruchu kazdej komorki. Na osiach zaznaczono odlegtos¢ 400 pum. (C) Tabela
liczbowych wartosci parametréw ruchu komoérek LEC K. L2 i L1. Przedstawiono $rednie
arytmetyczne + SD z 7 dla Ki L1 oraz 3 dla L2 niezaleznych doswiadczen.
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Widoczna réznice w ruchliwosci komorek, ze wzgledu na mnogosc substratéw biatka
ADAM17, w tym takze biatek adhezyjnych, mozna starac¢ si¢ wytlumaczy¢ na wiele
sposobow. Dane literaturowe wskazujg, iz biatko ADAMI17 moze wplywac na
ruchliwos$¢ komorek poprzez uwalnianie przez niego z blony komorkowej czynnikdéw
wzrostu, ktdre nastepnie wptywajq na os sygnatowa receptoréw HER [59], [142], [143].

Postanowiono sprawdzi¢, czy w przypadku komodrek LEC jest podobnie.

5. Wplyw ligandow HER1 i HER2 na migracje komérek LEC

Receptory z rodziny EGFR, ich budowe, sposob aktywagji i funkcje, opisano we
Wstepie (punkt 1.2.1). ADAM17 uwalnia z btony komorkowej ligandy dla tych
receptoréw, przez co w komorkach moga zosta¢ aktywowane rézne szlaki sygnatowe.
Prowadza one do okreslonych proceséw w komorkach: proliferacji, réznicowania,

przezycia czy wlasnie migracji.

W pierwszej kolejnosci sprawdzono, czy komoérki LEC wykazuja ekspresje receptorow
z rodziny EGFR. W analizie PCR, wykorzystujac cDNA jako matryce, wykazano
obecnos¢ transkryptéw tylko dla receptorow HER1 i HER2 (Rysunek 10A).
Dodatkowo, analiza metoda RT-qPCR (danych nie pokazano) i Western blotting
(Rysunek 10B) wykazala, Ze nie istnieje korelacja migedzy ich ekspresja, a poziomem

biatka ADAM17.
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Rysunek 10. Analiza ekspresji receptorow HER w komdrkach LEC. (A) Wynik elektroforezy
produktéw PCR w zelu agarozowym. Na matrycy cDNA z komorek LEC K i L1
amplifikowano fragmenty HER1, 2, 3, 4. Jako kontrole pozytywna wykorzystano produkty
amplifikacji tych fragmentoéw na matrycy cDNA ludzkich komoérek nowotworowych MCE-7.
Produkty amplifikacji eEF2 stanowia kontrole iloSci matrycy i prawidlowego przebiegu
reakgji. (B) Analiza Western blotting komdrek LEC K i L1 dla biatek: HER1 i HER2. Na zel
poliakrylamidowy naktadano po 40 ug biatka. Poziom (-aktyny w prébkach wykorzystano
jako kontrole ilosci natozonego na zel biatka i prawidlowego transferu bialek na membrane.
Pokazano potozenie standardéw o masach czasteczkowych najblizszych analizowanym
biatkom (170, 130 i 37 kDa).

Aby sprawdzié, czy funkcjonowanie HER1 i HER2 jest istotne dla ruchliwosci
komorek LEC, zbadano ich migracje przy zahamowaniu aktywnosci tych receptorow
przez specyficzne inhibitory. W tym celu do komoérek dodano inhibitor receptora
HERT1 i/lub HER2, odpowiednio: AG-1478 (w stezeniu 1,5 uM) i AG-825 (w stezeniu
1 nM) lub DMSO w ilosci odpowiadajacej objetosci dodanych inhibitoréw, i badano

ruch komdrek. Stosowane stezenia nie byly toksyczne dla komorek.

Zahamowanie aktywno$ci pojedynczych receptoréw, jak i obu receptoréw
jednoczesnie, znaczaco spowolnito ruch komorek K (o 42,9% dla inhibitora HER1,
48,1% — HER2, 57,3% — przy potaczeniu obu z nich), a tylko w niewielkim — komorek
L1 (odpowiednio o 7,7%, 12% i 14,9% (Rysunek 11). Co wazne, mieszanina
inhibitorow AG-1478 i AG-825 wyrdwnala szybkos$¢ ruchu komorek K i L1 do

odpowiednio: 0,82 + 0,14 um/min oraz 0,84 + 0,14 um/min.
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Rysunek 11 Wyniki analizy ruchu komdrek LEC w obecnosci inhibitorow HER1 (AG-1478)
oraz HER2 (AG-825). Stupki reprezentuja wartosci $rednich arytmetycznych + SD
z 3 niezaleznych eksperymentow, w ktorych analizowano ruch 30 komoérek K lub L1 przez
6 h. Wartosci zostaly znormalizowane w stosunku do wartosci sredniej arytmetycznej dla
komorek K, do ktérych zamiast inhibitoréw dodano ich rozpuszczalnika, DMSO.
*P<0.02 vs K DMSO, #P<0,05 vs L1 DMSO.

Otrzymane wyniki podkreslaja istotny wplyw aktywnosci inhibitoréw HER na
migracje komorek LEC. Zniesienie réznicy w szybkos$ci ruchu komoérek w badanych
subliniach, przy zahamowaniu dziatania receptoréw HER1 i HER?2, sugeruje, Ze to ich
aktywacja w komodrkach K moze odpowiada¢ za obserwowane rdéznice w tempie
migracji miedzy komdrkami K i L1. Dodatkowo, znaczenie enzymu ADAM17 dla
dzialania receptorow HER1 i HER2 potwierdza fakt, iz dodanie inhibitoréw
hamujacych ich aktywnos¢ do hodowli komoérek w medium podstawowym na 24 h,
ograniczylo zywotnos¢ i/lub proliferacje komorek K o 25% podczas gdy w komorkach

L1 spadia ona tylko o 13% (test z alamarBlue).

Jako ze doswiadczenie przeprowadzono w pozywce podstawowej, pozbawionej
czynnikéw wzrostowych, mozna byto wysnu¢ hipoteze, ze komodrki LEC wydzielaja
czynnik lub czynniki wzrostowe dziatajace w sposob autokrynny. Ewentualna roznica
w poziomie uwalnianych czynnikéw wzrostowych pomiedzy linig kontrolna a linia
z obnizonym poziomem ekspresji ADAM17 mogtaby ttumaczy¢ rézny potencjat
migracyjny tych sublinii.
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W doswiadczeniu opisanym w punkcie 2 Wynikéw ,Wplyw wyciszenia biatka
ADAM17 na profil biatkowy w komoérkach LEC”, dotyczacego rownoczesnej analizy
poziomu wielu biatek, wykazano, iz poziom HB-EGF jest znacznie wyzszy w lizatach
komorek z wyciszong ekspresja biatka ADAMI17 niz w komorkach kontrolnych.
Prawdopodobne jest, ze przy niskim poziomie biatka ADAM17, mniej tego czynnika
wzrostu zostaje uwolnione z powierzchni komorek. Mogloby to powodowac
ograniczenie aktywacji receptoréw HER. Co wiecej, znany jest silny wptyw HB-EGF
na ruchliwo$¢ réznych typow komorek [144]-[147]. Postanowiono zatem poréwnac
poziom HB-EGF w komodrkach LEC metoda Western blotting. Analiza ta wykazala, ze
ilos¢ biatka HB-EGF w lizatach i mediach hodowlanych jest zalezna od poziomu
ekspresji biatka ADAM17 (Rysunek 12). W lizatach komorek K bylo znacznie mniej,

a w mediach znad tych komorek znacznie wigcej HB-EGF w poréwnaniu do komorek

L1iL2.
lizaty media hodowlane
K L2 L1 K L2 L1
[kDa]
mHB-EGF —» S e s — «— rHB-EGF

prakt B e B
-aktyna — o S _~~

Rysunek 12. Analiza Western blotting poziomu bialka HB-EGF w lizatach i mediach
hodowlanych komérek K, L1 i L2. mHB-EGF - forma blonowa biatka (m.cz. ~25 kDa),
rHB-EGF forma rozpuszczalna biatka (m.cz. ~23 kDa). Jako kontrole ilosci natozonego na zel
biatka i prawidlowego transferu bialek na membrane wykorzystano w lizatach poziom
p-aktyny, a w przypadku mediéw hodowlanych poréwnano intensywnos$¢ prazkow na
membranie wybarwionej barwnikiem Coomassie, ktéra sfotografowano i pokazano jej
fragment. Wskazano polozenie standardu o masie czasteczkowej 25 kDa.

kontrolailosci
natozonej préobki
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Wynik opisanych eksperymentéw moze wskazywac, ze wptyw biatkka ADAM17 na
migracje komorek LEC wynika z poziomu aktywacji receptoréow HER1 i HER?2,
zaleznego od ilosci uwolnionego z btony HB-EGF. Aby jednak tego dowies¢,
konieczne byloby potwierdzenie specyficznej roli HB-EGF w tym procesie poprzez

wykonanie dodatkowych testéw, np. zahamowanie jego ekspresji w komorkach LEC.

W warunkach in vivo na naczynia limfatyczne moga dziata¢ takze inne niz
produkowane przez same komorki LEC czynniki wzrostowe. Zarowno podczas
embrionalnej limfangiogenezy jak i podczas patologicznej limfangiogenezy bardzo
istotng role odgrywa biatko VEGFC. Dodatkowo, komdrki silnie oddziatuja na siebie
nawzajem — inaczej niz w wyzej opisanym tescie ruchu pojedynczych komorek.
Zbadano wiec zdolnos¢ do migracji i tworzenia nowych struktur przestrzennych
przez komorki LEC, w warunkach bardziej zblizonych do tych, jakie panuja

w organizmie, poprzez ich hodowle w uktadzie tréjwymiarowym.

6. Wplyw wyciszenia ekspresji bialka ADAM17 na wlasciwosci komdrek LEC
w hodowli trojwymiarowej

Hodowle w ukladzie tréojwymiarowym (3D), to hodowle, w ktérych komorki
rosng w agregatach lub sferkach, zawieszone w substancjach, sktadem i gestoscia
przypominajacymi macierz miedzykomorkowa. Interakcje miedzy komoérkami oraz
komodrkami a otoczeniem, a takze ich wrazliwos¢ na substancje bioaktywne, lepiej
odzwierciedlaja to, co dzieje si¢ w zywych organizmach w poréwnaniu do
tradycyjnych dwuwymiarowych hodowli [148]. Sa wuznawane jako model

limfangiogenezy w warunkach in vitro.

Aby bada¢ komorki LEC w systemie 3D, komoérki hodowano na nieadherentnym
podtozu w medium z dodatkiem metylocelulozy, a nastepnie utworzone w ten sposob
sterki przenoszono do kolagenu typu IV. Po 24 h mozna bylo obserwowac , wypustki”,
ktore utworzone byty z 2 lub 3 komoérek o wydtuzonym ksztalcie odchodzace pod

roznymi katami od sferek. Proces ten przypomina jeden z pierwszych etapow
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limfangiogenezy czy angiogenezy in vivo, a wigc uwolnienie proteinaz przez komorki
srodbtonka i trawienie macierzy zewnatrzkomodrkowej (w tym tescie - kolagenu),
a nastepnie migracja i/lub proliferacja komorek $rddbtonka i tworzenie struktur

naczyniowych (w tym tescie - wypustek) [149].

Srednia liczba i suma dtugosci wypustek odzwierciedla potencjat limfangiogenny
komorek w sferkach. Oba te parametry byly ponad dwukrotnie wyzsze w komorkach
kontrolnych (odpowiednio 4,2 + 0,3 i 5,7 + 1,1 mm) niz w komdrkach z wyciszona
ekspresja biatka ADAM17 (odpowiednio 2,0 + 0,9 i 2,5 + 1 mm) (Rysunek 13). Aby
pobudzi¢ komérki LEC do migracji, do hodowli dodawano VEGFC, co stymulowato
powstawanie i wydtuzenie si¢ wypustek szescio- do oSmiokrotnie, jednak nie znosito
roéznic miedzy poréwnywanymi komoérkami. Warto wspomnie¢, ze dodatek VEGFC
do dwuwymiarowej hodowli LEC nie wptywal na ich proliferacje (danych nie

pokazano).

Stwierdzono, Ze oprocz samej migracji komorek LEC, ich zdolno$¢ do wymigrowania
z istniejacego juz zbiorowiska komorek silnie zalezy od ekspresji biatka ADAM17. Oba
te procesy zalezne sa od wzajemnych oddzialywan pomiedzy komorkami oraz
pomiedzy komdrkami a ich otoczeniem, co starano si¢ zbada¢ w kolejnych

eksperymentach.
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Rysunek 13. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na ”“limfangiogeneze in vitro”
w hodowlach 3D. (A) Analiza tworzenia wypustek przez sferki komdrek K i L1 hodowane bez-
i w obecnosci VEGFC. Stupki reprezentuja wartosci $rednich arytmetycznych + SD liczby
wypustek tworzonych przez sferki i sumy ich dlugosci z 3 niezaleznych eksperymentow,
w ktérych analizowano po 10 sferek. *P<0,05 vs K (odpowiednio - i +VEGFC),
#P<0,02 vs odpowiednie komorki bez stymulacji VEGFC. (B) Zdjecia sferek komorek K i L1
z mikroskopu swietlnego, po 24 h hodowli w kolagenie z dodatkiem VEGFC. Podziatka na
zdjeciu odpowiada 50 um.

7. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na adhezje komorek LEC do
roznych podlozy
Roéznice w adhezji komorek LEC — kontrolnych i z wyciszona ekspresja biatka
ADAM17 - zauwazono od poczatku pracy z liniami K, L1 i L2. Po pasazu komorki
kontrolne wolniej adherowaty do podtoza niz te z wyciszona ekspresja ADAM17. Aby
doktadniej to zbada¢, komorki, ktore nie zaadherowaly do podloza po okreslonym

czasie od ich wysiania odptukiwano a do hodowli, na ok. 3 h, dodawano alamarBlue.
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Substangja ta przeksztatcana jest przez metabolizujace komorki do fluorescencyjnego
zwigzku, ktorego ilos¢ mozna tatwo zmierzy¢. Po optymalizacji warunkow
doswiadczenia, za czas, przy ktdérym obserwuje si¢ najwieksze rdéznice w adhezji
komorek réznych sublinii uznano 15 min (danych nie pokazano). Testy wykonano

rowniez na innych podiozach - fibronektynie i kolagenie — ktore lepiej odzwierciedlaja

oddziatywania komoérek LEC z macierza zewnatrzkomdrkowa.

W tych warunkach doswiadczalnych wykazano, ze adhezja komdérek LEC z obnizona
ekspresja biatka ADAM17 do plastiku jest wyzsza o 19,9 + 59% w komorkach L1
w porownaniu do komdrek K. W przypadku fibronektyny i kolagenu byto to
odpowiednio 17,7 + 4,9 % i 25,4 + 5,6%. Komorki L2 nie roznily si¢ w adhezji do
wszystkich badanych podiozy od komoérek kontrolnych (Rysunek 14).
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Rysunek 14. Wplyw wyciszenia ekspresji bialka ADAM17 na adhezje¢ komdrek LEC do
roznych podlozy. Dane prezentowane sg jako $rednia arytmetyczna + SD z 5 (dla plastiku)
i 3 (dla fibronektyny i kolagenu) niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych
w tryplikatach. Warto$¢ sygnatu fluorescencji produktu redukacji alamarBlue przez komorki
kontrolne na kazdym z podlozy przyjeto jako 100%. *P< 0.05 vs K.

Wynik ten potwierdzil obserwacje, ze komorki z niska ekspresjq biatka ADAM17
wykazuja szybsza adhezje do podtoza. Moze wynikac to z obecnosci wiekszej ilosci
btonowych biatek adhezyjnych nieztuszczonych przez ADAM17 z powierzchni tych

komorek.
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Komorki oddzialuja z otoczeniem oraz z innymi komdrkami gtownie poprzez
biatka adhezyjne (cell adhesion molecules, CAMs). Do ich gtéwnych rodzajow naleza:
integryny, kadheryny, selektyny, nadrodzina immunoglobulin oraz mucyny [150].
Analiza macierzy biatkowych przedstawiona w p. 2 rozdziatu Wyniki wykazata
roznice w poziomie kilku biatek adhezyjnych pomiedzy badanymi komdrkami, w tym
roznych faricuchow integryn: av, a5, 33, 34, 35, a takze biatka BIG-H3 (TGFp-Induced
Gene H3) (Tabela 2sup). Wptyw BIG-H3 na migracje i adhezje komorek, w tym tez
komorek srodbtonka, pokazywany byl w wielu pracach, np. [151], [152].
Zdecydowano dokladniej sprawdzi¢ jak biatko ADAM17 wplywa na ekspresje
integryn i BIG-H3 na powierzchni komdrek LEC, a zatem czy moga one mie¢ wplyw

na zaobserwowane réznice w migracji i adhezji komdrkowe;.

8. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na ekspresje integryn na blonie
komorkowej i na poziom mRNA i biatka BIG-H3

Integryny maja duze znaczenie w rozwoju i funkcjonowaniu naczyn
limfatycznych. Biorg udzial zaré6wno w oddziatywaniach miedzykomdrkowych, jak
i w oddzialywaniach komdrek z macierza zewnatrzkomdrkowa, jako ze sa
receptorami dla takich biatek jak kolagen, fibronektyna czy laminina [153]. Wigkszo$¢
integryn ma zdolno$¢ oddzialtywania z cytoszkieletem aktynowym [154], chociaz
wykazano tez, ze integryna a6p34 faczy sie z filamentami posrednimi [155]. Dzigki swej
lokalizacji i interakcji z wieloma biatkami (w tym receptorami z rodziny EGF)
integryny nie tylko sa przekaznikami sygnaléw pochodzacych od swoich ligandéw
(bialek macierzy zewnatrzkomorkowej) ale takze moga modulowac inne sygnaty;
m.in. uczestnicza w regulacji poziomu wapnia w komorkach i w regulacji ekspres;ji
roznych gendw [156]. Zahamowanie aktywnosci poszczegolnych integryn poprzez
specyficzne inhibitory moze silnie ograniczac limfangiogeneze [157]. Jako szczegolnie
wazne w rozwoju naczyn limfatycznych uznaje si¢ integryny alp1, a21, a4p1, a5p31

oraz a9p1 [157].
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Aby zbada¢ wplyw metaloproteazy ADAM17 na funkcjonalno$¢ integryn na
powierzchni LEC, wykonano test wigzania komdrek do immobilizowanych na plytce
przeciwcial, specyficznych dla konkretnych biatek lub receptoréw integrynowych.
Wykazano, ze komorki L1 oddziatuja silniej niz K z przeciwciatami rozpoznajacymi
fancuchy a3, a4 i a5, a takze receptor a5p31 odpowiednio o ok. 97, 47, 81 i 38%
(Rysunek 15A). Natomiast komorki L1 oddziatuja stabiej z przeciwcialami
rozpoznajacymi lancuch b4. Na nizszy poziom tancucha b4 w lizacie sublinii L1
wskazywata takze analiza macierzy biatkowych (Tabela 2sup).

W pojedynczym eksperymencie stwierdzono, ze komorki L2 nie rdznia sie od
komodrek K wigzaniem do przeciwcial rozpoznajacych rézne tancuchy integryn
z wyjatkiem oddzialywania z przeciwcialami anty-a5p1 (sygnal w przypadku
komorek L2 byt wyzszy o 60% niz w komdrkach K). Aby sprawdzi¢, czy wykazana
w tescie, powtarzajaca sig, ale nieistotna statystycznie, réznica pomiedzy subliniami
w wiazaniu do przeciwciat dla integryny al, wynikata z okreslonej czutosci testu czy
z braku rzeczywistych roznic w jej poziomie w blonie komoérkowej, wykonano
dodatkowo barwienie cytometryczne. Mimo stosunkowo niskiego sygnatu
fluorescencji, intensywnos¢ fluorescencji przeciwcial rozpoznajacych taricuch
al zwigzanych z komodrkami L1 byta wyzsza (Srednia geometryczna
(GeoM) - 20,4 + 3,5) niz intensywno$¢ fluorescencji komodrek L2 (GeoM - 15 + 2,8)
i K (GeoM - 13,3 + 4,2). Zalozono bramke obejmujaca populacje tzw. komodrek
pozytywnych, czyli o intensywnosci fluorescencji wyzszej niz najwyzsza wartos¢
intensywnosci fluorescencji kontroli izotypowej. Stwierdzono, ze procent tak
zdefiniowanych pozytywnych komoérek wynosit érednio 68,3 + 5,5 dla L1 i 36 + 14%
dla K (Rysunek 15B) oraz 47 + 2,8% dla L2.

Czasteczki wszystkich receptoréw integrynowych sa heterodimerami sktadajacymi
si¢ z podjednostek alfa i beta. Istnieje 13 réznych tancuchéw a i 8 taricuchow f.
Laicuchy a i B wiaza si¢ w okredlony sposéb tworzac 24 biatka integrynowe.

Poszczegolne tancuchy beta moga tworzy¢ pary z jednym, dwoma lub kilkoma
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roznymi tancuchami alfa. To nie ekspresja pojedynczych taricuchéw alfa i beta,
a mozliwos¢ utworzenia pelnych funkcjonalnych receptorow w btonie komdrkowej
odgrywa faktyczna role w komorkach [158].

Integryny rozpoznaja w wielu biatkach macierzy zewnatrzkomorkowej, w tym
w fibronektynie, witronektynie czy fibrynogenie tripeptyd Arg-Gly-Asp (RGD) [159].
Zastosowanie syntetycznego peptydu blokuje miejsce wigzace integryn, przez co
ogranicza ich oddzialywanie z innymi biatkami. Te wlasciwos¢ wykorzystano
w kolejnym eksperymencie, w ktérym analizowano czy réznice w adhezji pomiedzy
subliniami komorek LEC moga wynika¢ z rdéznic w powierzchniowej ekspres;ji
integryn. W tescie wigzania do immobilizowanych przeciwcial anty-integryny
wykazano, ze poziom integryny a5fB1 (m.in. receptora dla fibronekty [160]) jest
wyzszy na komodrkach L1 niz K. Aby zbada¢ czy zahamowanie oddziatywan,
w ktdrych uczestniczy a5@31, zniesie réznice w wlasnosciach adhezyjnych pomiedzy
subliniamii LEC, zastosowano cykliczny pentapeptyd zawierajacy sekwencje RGD
(cRGDSC, tebu-bio, okreslany dalej jako cRGD), ktéry jest bardzo silnym

i selektywnym ligandem dla integryn zawierajacych tanicuch a5 lub av [161], [162].

Wykazano iz po inkubacji komdrek z cRGD ich adhezja do fibronektyny byla
hamowana w sposob zalezny od stezenia peptydu. Jego wysokie stezenie (1 mM)
zréwnato poziom adhezji w komorkach L1 i K. Stwierdzono réwniez, ze adhezja

komorek L1 byta w sposdb statystycznie istotny hamowana przy nizszych stezeniach

peptydu (10 uM) w poréwnaniu do komorek kontrolnych (100 uM) (Rysunek 15C).
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Rysunek 15. Wplyw biatka ADAM17 na poziom integryn i ich role w adhezji komérek L1
i K. (A) Poziom fluorescencji komorek barwionych CyQuant GR, zaadherowanych po 60 min
inkubacji do przeciwcial specyficznych dla réznych taricuchdw i receptoréw integryn,
unieruchomionych na plytce. Dane prezentowane sg jako wartosci srednich arytmetycznych
+ SD z 2 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach. *P<0.05 vs K.
(B) Analiza cytometryczna poziomu integryny al na powierzchni sublinii komoérek LEC.
Wykres przedstawia reprezentatywny wynik jednego z trzech eksperymentéw. Przerywana
linia przedstawia zatozong bramke (C) Wplyw cyklicznego peptydu RGD na zahamowanie
adhezji komorek LEC do fibronektyny. Dane prezentowane sa jako $rednia fluorescencja + SD

z jednego z 3 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach. *P<0.05 vs K
lub L1 bez dodatku RGD.
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Otrzymany wynik wskazuje, ze integryny moga by¢ jednym z bialek wptywajacych
na adhezje komorek LEC, a ich ekspresja w btonie i/lub funkcjonalno$¢ moga by¢

w pewien sposob zalezne od aktywnosci biatka ADAM17.

Drugim interesujacym biatkiem adhezyjnym, ktorego poziom byl wyzszy
w lizatach L1 w porownaniu do K bylo BIG-H3 nazwane takze TGFBI (transforming
growth factor beta (TGFB) inducible). Jest to biatko wydzielnicze, znajdujace sie
w macierzy zewnatrzkomorkowej, ktorego ekspresje oprocz TGFP moga stymulowac
takze IL-1iIL-4, TNF czy retinoidy [152]. Jego role¢ udowodniono w adhezji i migracji
komorek, angiogenezie, morfogenezie czy gojeniu ran, a jego nadekspresja
obserwowana jest w wielu typach nowotwordéw [152]. Role BIG-H3 wykazywano
takze w komorkach srodbtonka limfatycznego w warunkach hipoksji. Wplywat on na

przyspieszenie migracji i zwigkszenie adhezji komorek [163].

Aby potwierdzi¢ wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na BIG-H3 wykonano
analize Western blotting ze specyficznymi dla niego przeciwciatami. Doswiadczenie
to wykazato, ze rdéznica w poziomie BIG-H3 pomiedzy subliniami LEC byta
zauwazalna nie tylko w lizatach (wigcej w L1 niz w K), ale takze w mediach
hodowlanych (wiecej w K niz w L1), a takze w catkowitej jego produkcji (wiecej w L1
niz w K) (Rysunek 16A). Okazato sig, ze jego zwigkszony poziom w komodrkach
L moze wynikaé, przynajmniej po czesci, ze zmian na poziomie transkryptu, ktorego
w komodrkach L1 i L2 byto odpowiednio 4 i 1,3 razy wiecej niz w K. Jako ze jednym
z gléwnych czynnikéw stymulujacych ekspresje genu kodujacego biatko BIG-H3 jest
TGEFp [152], sprawdzono poziom transkryptow trzech izoform TGFB w subliniach
LEC. Stwierdzono, ze ilo$¢ transkryptu dla TGF1 i TGF[33 jest w nich poréwnywalna,
za to ekspresja TGF[32 jest nasilona w komdrkach z wyciszong ekspresja ADAM17:
poziom TGFB2 mRNA jest o ok. 4 razy wigkszy w L1 niz w K (Rysunek 16B).
Zwigkszonej ekspresji genu towarzyszyl podwyzszony poziom biatka w mediach

hodowlanych, co potwierdzono metoda ELISA. W pozywkach po hodowli komdrek
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L1 stezenie biatka TGFB2 wynosilo 585,9 + 157,5 pg/ml, L2 — 408,9 + 78,7 pg/ml
aw K356,4+79,1 pg/ml (Rysunek 16C). Stezenie TGF1 bylo takie samo w pozywkach
badanych sublinii i wynosito ok. 322,9 + 58,6 pg/ml. Wzrost poziomu TGF[32
w komorkach z wyciszonym biatkiem ADAM17 (L1) méglby tlumaczy¢ wyzsza
ekspresje BIG-H3 w tych komdrkach. Powod obnizonego poziom uwalniania tego

biatka do medium hodowlanego pozostaje jednak w sferze hipotez (patrz str. 68)

media media+
A hodowlane I|zatvy77 __ “ZitY,,f
K L1 K L1 K L1
BIGH3 —— w— W . e 63 [kDa)

kontrola ilosci
natozonej probki

—— ii- S S e e <— B-aktyna

B C  soo- *
1B ] i
s 4 B¢ I = 600
s | O E
> 3_ b0
§2°) = 400-

- ) >
s o
£ = 200-
0' T T 0' T

TGFB1 TGFp32 BIGH3 K L2 L1

Rysunek 16. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na ekspresje biatka BIG-H3
i TGFB w L1, L2 i K. (A) Analiza Western blotting poziomu biatka BIG-H3 w lizatach
i mediach komoérek L1 i K. Jako kontrole ilosci nalozonego na zel biatka w lizatach
i prawidlowego transferu bialek na membrane wykorzystano poziom (-aktyny,
a w przypadku mediow intensywnos$¢ prazkow na membranie wybarwionej barwnikiem
Coomassie. Reprezentatywny wynik z 2 przeprowadzonych, niezaleznych doswiadczen. (B)
Wzgledny poziom transkryptéw dla biatek BIG-H3, TGF31, TGF32 w subliniach L1, L2 i K.
Poziom badanych transkryptéw w komodrkach kontrolnych przyjeto jako 1. Wyniki
przedstawiajg wartosci $rednich arytmetycznych + SD z 5 (dla L1 i K) i z 2 (dla L2)
niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach. *P<0.01 vs K. (C) Poziom
TGFB2 w mediach komorek L1, L2 i K. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednich
arytmetycznych + SD z 3 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach.
“P<0.05 vs K.
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Zwigkszony poziom biatka BIG-H3 w komodrkach L1 w poréwnaniu do K moze
wplywac na ich zwigkszona adhezje, szczegdlnie, ze udowodniono oddziatywanie
tego biatka z integrynami (miedzy innymi przez motyw RGD), zwlaszcza z a5031, av[33
[163].

Biatka adhezyjne, na ktore ADAM17 moze mie¢ wplyw, biorq udzial nie tylko
w oddziatywaniach z podlozem/macierza zewnatrzkomdrkowa, ale takze w tych
miedzykomorkowych. Jako ze naczynia limfatyczne sa droga nie tylko dla komorek
immunologicznych, ale takze nowotworowych, sprawdzono czy komorki kilku
wybranych linii oddziatuja z réznym powinowactwem z subliniami LEC rézniacymi

sie poziomem ekspresji biatka ADAM17.

9. Wplyw wyciszenia ekspresji bialka ADAM17 na oddzialywania miedzy

komoérkami LEC a innymi komérkami

Do testow adhezji z komorkami LEC wykorzystano ludzkie linie nowotworowe:
MCEF-7 (nowotwor piersi), Caco-2 (nowotwor jelita) oraz THP-1 (biataczka
monocytarna). Dodatkowo testy adhezji przeprowadzano na jednojadrzastych
komorkach krwi obwodowej (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) izolowanych
z ludzkiej krwi (dr Monika Bzowska). Testy przeprowadzano 1 do 3 h po ich izolacji;
do kazdego doswiadczenia wykorzystywano komorki innej osoby. Komorki
nowotworowe oraz immunologiczne barwiono fluorescencyjnie, po czym dodawano
na wysiane na ptytkach komérki LEC L1 lub K. Po 20 minutach studnie ptukano,
a zaadherowane do LEC komorki wykazujace fluorescencje, liczono pod

mikroskopem.

Zaskakujaco, mimo obserwowanej zwigkszonej adhezji komorek L1 do biatek
macierzy zewnatrzkomorkowej, to komorki kontrolne duzo silniej oddziatywaly
z komorkami nowotworowymi. W wykonanych testach adhezji wykazano, ze
odpowiednio 73+19%, 66+24%, 60+20%, wiecej komdrek MCF-7, Caco-2, THP-1
zaadherowalo w tym samym czasie do komoérek K niz do komorek L1 (Rysunek 17).
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W przypadku limfocytéw wyniki nie byly tak jednoznaczne i na pie¢ wykonanych
eksperymentéw, w dwdch z nich wykazano zwigkszong adhezje PBMC do komorek
K, w jednym do komorek L1 i w dwodch brak znaczacych réznic miedzy badanymi
komoérkami. Dodatkowo  wystepowaly bardzo silne réznice pomiedzy
eksperymentami w ilosci zaadherowanych komorek. Ze wzgledu na fakt, iz PBMC
byly izolowane od réznych oséb mogly znaczaco rézni¢ si¢ miedzy soba ekspresja

poszczegdlnych biatek adhezyjnych.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zmieniona ekspresja biatka ADAM17 moze wptywac
na oddzialywania komdrek naczyn limfatycznych mnie tylko z macierza
zewnatrzkomorkowa, ale takze z komodrkami immunologicznymi lub
nowotworowymi. Nie jest jasne, jakie czasteczki odpowiedzialne sq za silniejsza
adhezje komorek nowotworowych do komorek K, szczegdlnie, Zze obserwowano
zwiekszony poziom roznych biatek adhezyjnych (kadheryny 13, taricucha integryny
aV) lub ich oddzialywania (faricuchy integryn a3, a4, a5 i a5p1) w blonie komodrek
z niska ekspresja biatka ADAM17. Wynik ten stanowit wazna informacje w kontekscie
drugiej czesci pracy, gdzie skupiono si¢ na roli biatka ADAMI17 w procesach

zwigzanych ze wzrostem i przerzutowaniem nowotworow.
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Rysunek 17. Analiza adhezji réznych typéw komdrek do sublinii LEC. (A) Stupki
przedstawiaja wartosci srednich arytmetycznych liczby komorek nowotworowych + SD
zwigzanych z monowarstwa sublinii LEC 2z 3 niezaleznych eksperymentéw
przeprowadzonych w duplikatach lub tryplikatach. Studnie z komoérkami fotografowano pod
mikroskopem fluorescencyjnym (3 zdjecia na studnig, z nienachodzacych na siebie pdl).
Zdjecia wykorzystywano do policzenia komorek. Liczbe zaadherowanych do K
wybarwionych komdrek poszczegolnych linii nowotworowych przyjeto jako 100%. *P<0.02 vs
K #P<0.05 vs K (B) Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego komoérek MCF-7, Caco-2 i THP-1
barwionych PKH26, zaadherowanych do sublinii komoérek LEC. Przedstawiono sygnatl
fluorescencyjny komdrek na monowarstwach Ki L1 oraz obraz komoérek na monowarstwie L1
w $wietle biatym (L1w). Podziatka na zdjeciu odpowiada 100 pm.
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CZESC 11

Rola biatka ADAM17 we wzroScie i rozwoju nowotwordw na
przykladzie komorek mysiego czerniaka

Aby zbadac¢ role biatka ADAMI17 we wzroscie i przerzutowaniu mysiego
nowotworu skory - czerniaka, zdecydowano sie, podobnie jak w powyzej opisanej
czesci pracy zwiazanej z naczyniami limfatycznymi, ograniczy¢ ekspresje tej
metaloproteazy, tym razem w komodrkach B16F10. Pozwolilo to na badania, jak
ADAM17 wplywa na wzrost, migracje oraz oddzialywania komorek czerniaka
z komorkami srodbtonka in vitro i in vivo w modelu mysim oraz na migracje komoérek
i angiogeneze w embrionach ryby danio pregowane. Pierwszym krokiem badan byto

stworzenie odpowiedniego modelu komdrkowego.

Na wybdr tej konkretnej linii komorkowej wptynelo kilka czynnikéw. B16F10
opisywane sa jako komorki przerzutujace, zarowno poprzez naczynia krwionosne jak
i limfatyczne, po podaniu ortotopowym - czyli do tkanki z ktorej pochodza.
Dodatkowo, badania wstepne wykonane przez dr Sudipte Das, wskazywaly, ze

zahamowanie ekspresji biatka ADAM17 w tym nowotworze ogranicza jego wzrost.

10. Stworzenie modelu komorkowego do badania wplywu bialka ADAM17
na komoérki nowotworowe B16F10

Poczatkowo w naszym zespole prowadziliSmy badania nad wplywem wyciszenia
biatka ADAM17 w réznych komorkach stosujac plazmidy kodujace wyciszajace
shRNA i selekcjonujac klony komorek z najsilniej wyciszong ekspresja. Takiemu

podejsciu jednak towarzyszyto niebezpieczenstwo wylonienia takich klondw,

w ktorych réznice fenotypowe beda wynikaly z klonalno$ci a nie z wyciszenia genu.

Wraz z rozwojem technik edycji genomu, pojawilo sie wigcej mozliwosci i metod
umozliwiajacych stworzenie linii komdrkowych z obnizong lub catkowicie

zahamowana produkcja danego biatka. W naszym zespole badawczym podjeto probe
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stworzenia komorek réznych linii nowotworowych z nokautem metaloproteazy
ADAMI17 wykorzystujac metody TALEN oraz CRISPRi (mgr Maria Czarnek i dr
Jarostaw Jucha). Niestety w przypadku komodrek B16F10, po transfekcji odpowiednio
zaprojektowanymi plazmidami (metoda TALEN) i po selekci klonalnej, udato
uzyskac sie tylko jeden klon z catkowitym brakiem syntezy biatka ADAM17. Linia
wyprowadzona z pojedynczej komorki, ze wzgledu na mozliwos¢ niespecyficznego
wbudowania sie¢ transgenu, a takze posiadania réznych mutacji (co w komdrkach
czerniaka jest bardzo czestym zjawiskiem) nie jest najlepszym modelem do
prowadzenia badan. Niektore obserwowane cechy takich komdrek moga w ogole nie
mie¢ zwiazku z zahamowana ekspresja danego biatka.

Jako, ze metoda te, podobnie jak te zastosowang wczesniej (transfekcja plazmidami
kodujacymi wyciszajace shRNA) nie stworzono satysfakcjonujacego modelu do
badan, probowano go uzyska¢ takze metoda CRISPRi. Aby uniknac¢ efektu
klonalnosci, zachowano cala populacje komorek B16F10, ktore ulegly transfekcji
odpowiednio zaprojektowanym plazmidem (zawierajacymi gen opornosci na
puromycyne) i przezyly presje antybiotykowa. Sumarycznie w calej populacji, poziom
ekspresji tego biatka wynosit okoto 30-40% w stosunku do komorek typu dzikiego
(Rysunek 18A). Populacja zawierata prawdopodobnie komorki, w ktérych naprawa
genomu poprzez mechanizm NHE] nie doprowadzita do przesuniecia ramki odczytu
oraz komorki, w ktérych doszlo do zmiany w obrebie co najmniej jednego allelu.
Przy zalozeniu, ze ADAMI17 pelni w komdrkach istotne funkcje mozna sig
spodziewad, ze w trakcie dalszej hodowli populacja komodrek produkujacych biatko
ADAM17 na wysokim poziomie bedzie si¢ jednak zwiekszaé. W zwigzku z tym
zdecydowano sie wyciszy¢ ekspresje biatkka ADAMI17 poprzez transdukcje
lentiwirusowa, a linie komodrkowe otrzymane technika TALEN i CRISPR;,
wykorzystywac tylko w niektérych eksperymentach, jako dodatkowa kontrole
specyficznosci efektow obserwowanych w linii komodrkowej uzyskanej dzieki
zastosowaniu lentiwiruséw. Dla kazdej stworzonej sublinii przygotowano

odpowiednig kontrole:
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» Dla komorek z nokautem biatka ADAM17, nazywanej w dalszej czesci pracy
komoérkami T, byty to B16F10 transfekowane plazmidami niezawierajacymi
sekwencji kodujacej domeny TALEN. Komorki pieciu z tak uzyskanych
klonéw spulowano w réwnym stosunku. Oznaczono je jako komorki TK.

» Dla sublinii stworzonej z puli komorek z réznym poziomem biatka ADAM17,
uzyskanej metodg CRISPRi, nazywanej w dalszej czesci pracy: komorkami C,
za kontrole uznano pule komoérek B16F10, transtekowana plazmidem bez
fragmentu sgRNA, ktéry odpowiedzialny jest za rozpoznawanie docelowej
sekwencji DNA. W dalszej cze$ci pracy oznaczono je jako komorki CK.

> Dla sublinii stworzonej poprzez transdukcje lentiwirusowa, nazywanej
w dalszej czesci pracy komorkami S, kontrole stanowily komorki otrzymane
w ten sam sposob w jaki opisano to w punkcie 1 wynikéw — w przypadku
komorek LEC. Zastosowano jedynie wieksze MOI - odpowiadajace takiemu,
jakie wykorzystano przy transdukcji komoérek B16F10 w celu wyciszenia biatka
ADAM17. W dalszej czesci pracy oznaczono je jako komorki M (mock

transfected).

Poziom biatka ADAM17 w przygotowanych subliniach sprawdzono poprzez analize
Western blotting (Rysunek 18A). Dla komorek transdukowanych lentiwirusem

sprawdzono takze poziom transkryptu technika RT-qPCR (Rysunek 18B).
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Rysunek 18. Ocena poziomu biatka ADAM17 w subliniach B16F10. Ekspresje ADAM17
w komorkach B16F10 wyciszano trzema metodami: TALEN, CRISPRi i transdukcja
lentiwirusowa za pomoca specyficznego shRNA. S, C, T — komdrki z wyciszong ekspresja
ADAM17, M, CK, TK, komorki kontrolne. (A) Poziom biatka ADAMI17 po wyciszeniu
analizowano za pomoca techniki Western blotting. Na zel poliakrylamidowy naktadano po 30
ug biatka lizatow komdrkowych. Poziom B-aktyny w probkach wykorzystano jako kontrole
ilosci natozonego na zel biatka i prawidlowego transferu biatek na membrane. NS — prazek
niespecyficzny. (B) Wzgledny poziom transkryptu dla biatka ADAM17 w komorkach po
transdukgji lentiwirusowej analizowano takze przy pomocy qRT-PCR. Poziom transkryptu
w komorek kontrolnych przyjeto jako 1. Dane prezentowane sa jako $rednia + odchylenie
standardowe (SD) z 3 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach.

*P<0,01 vs K.

Po stworzeniu sublinii komdrek B16F10 istotne byto scharakteryzowanie ich zdolnosci

do proliferacji i migracji zaleznie od poziomu biatka ADAM17.
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11. Wplyw wyciszenia ekspresji bialka ADAM17 na proliferacje komorek B16F10

W opisywanych w pierwszej czesci pracy komorkach LEC, wyciszenie ekspresji
biatka ADAM17 nie wplywatlo na ich proliferacje. W wielu badaniach pokazywano
jednak, ze szedaza ta wplywa na podzialy komodrkowe w licznych liniach
nowotworowych [28], [30], [53], [54]. Dlatego tez zdecydowano sie sprawdzi¢, czy

istnieje zaleznos¢ miedzy proliferacja komorek B16F10 a poziomem biatka ADAM17.

Tempo proliferacji badano przez pomiar aktywnosci mitochondrialnej (test MTT, test
z alamarBlue) oraz przez analize cyklu komdrkowego (danych nie pokazano).
Pierwsze wykonane eksperymenty, nie wykazaty zadnych réznic miedzy wzrostem
sublini M i S. Jednak rezultaty uzyskane z badan in vivo przeprowadzonych na
myszach (opisane ponizej) wskazywaty na réznice w ich potencjale proliferacyjnym.
Stwierdzono, ze by¢ moze warunki in vitro, w ktorych sublinie rosty w monowarstwie
i w duzej gestosci, nie pozwalaja na zaobserwowanie wptywu poziomu ADAM17 na
ich wzrost. Dlatego tez przeprowadzono dodatkowe eksperymenty: analizowano
(i) wzrost komorek wysianych w bardzo matej gestosci, tak, aby nie miaty ze soba
kontaktu, (ii) wzrost pojedynczych komorek niezalezny od podioza (wzrost w agarze),

(iii) wzrost komorek w sferkach.

W przypadku wzrostu komorek wysianych w bardzo matej gestosci, te z obnizona
ekspresja ADAM17 (komorki S) wykazywaly duzo wolniejsze tempo wzrostu od
komdrek M (Rysunek 19A). Dodatkowo, ich zdolnos¢ do podjecia proliferacji byta
nizsza - $rednio: 563 na 1000 komorek vs 768 na 1000 wysianych komorek
w przypadku M. Zmniejszenie ilosci wyrosnietych kolonii zaobserwowano tez dla
komorek T vs TK, ale juz nie dla komorek C vs CK (Rysunek 1sup).

Znaczaco opdzniona byla takze pigmentacja komorek z niska ekspresja biatka
ADAM17 (A nr. 3 i 4). Co wiecej, stwierdzono, ze komorki S sa bardziej wydtuzone

i nie tworza tak silnie przylegajacej struktury jak w przypadku komorek M
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(Rysunek 19 A nr. 1 i 2). Aby sprawdzi¢, czy powyzej opisane rdznice wynikaty
z autostymulacji komodrek wynikajacej z wydzielanych przez nie substangji, testy
powtdrzono, wymieniajagc komdérkom medium co drugi dzien przez 1 tydzien
eksperymentu, a nastepnie kazdego kolejnego dnia. Ich wyniki nie r6znily sie jednak
od tych, jakie uzyskano w hodowlach, w ktérych wymieniono medium tylko raz (po

2 tygodniach).

Wyniki te wskazuja, ze aktywnos¢ biatka ADAM17 wpltywa na wzrost komorek i ich
zdolnos$¢ do podjecia proliferacji i to nieuwalniane z komorek substancje odpowiadaja
za rbéznice w tych procesach miedzy komorkami S i M. Majac na uwadze
zaobserwowane w tym tescie réznice w oddziatywaniu ze soba komodrek (komorki M
Scisle do siebie przylegaja w przeciwienstwie do komoérek S) (Rysunek 19A nr 11 2),
zastanawiajace bylo czy wiasnie ta wlasciwos¢ moze mie¢ znaczenie dla proliferacji
komorek.

Aby to sprawdzi¢, pojedyncze komérki hodowano w sposob niezalezny od podtoza,
a wiec bardziej przypominajacy warunki in vivo — w agarze o niskiej temperaturze
topnienia. Komorki rosty tworzac , kule” zawieszone w agarze, bardzo $cisle do siebie
przylegajac, niwelujac réznice w odleglosciach komorek i ich przylegania istniejace
w poprzednim tescie. Mimo tego, kolonie komodrek S po 10 dniach eksperymentu byty
znacznie mniejsze od tych z komorek M, a wiec roznica w proliferacji komdrek wciaz
wystepowata (Rysunek 19 B nr. 1 i 2). Nie mozna wykluczy¢, ze oddzialywanie na
siebie komorek M byto jednak wciaz rozne od komorek S, jako, ze pokazano, ze biatko
ADAM17 moze wplywac na profil ekspresji lub/i dystrybucji biatek w komdrkach

w tym tych btonowych, ktére moga mie¢ znaczenie w tym procesie.

Biorac pod uwage wynik dotyczacy proliferacji komorek w duzej gestosci, a wigc brak
réznic miedzy subliniami S i M, mozna podejrzewad, ze biatko ADAMI17 ma
najwieksze znaczenie w przezyciu i podjeciu proliferacji komoérek B16F10 kiedy
procesy te nie sa silnie stymulowane przez inne mechanizmy np. wysokie stezenie

czynnikdw wzrostu czy oddzialtywanie na siebie wielu komorek. Mozliwe, Ze na
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roznice w ich proliferacji wptywa, wydtuzony w przypadku komorek S, etap ich

adaptacji do nowego srodowiska i podjecia wzrostu i podzialéw komorkowych.
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Rysunek 19. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na proliferacje komoérek B16F10,
(A) Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe komdrek M i S rosnacych na ptytkach w niskiej
gestosci po 14 (zdjecie 112) 121 (zdjecie 3 i 4) dniach od ich wysiania. Na zdjeciu 5i 6 pokazano
komorki wybarwione fioletem krystalicznym 21 dni od ich wysiania. (B) Wykres
przedstawiajacy $rednia liczbe kolonii powstatych po wysianiu na ptytki komoérek w niskiej
gestosci, po 21 dniach od rozpoczecia eksperymentu. Dane prezentowane sa jako srednia + SD
z 5 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach. *P< 0.05 vs M.
(C) Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe komorek M i S rosngcych w agarze w niskiej
gestosci (zdjecia 1 i 2) 10 dni po ich wysianiu, oraz sferek z komorek (zdjecia 3 i 4) 5 dni po
umieszczeniu ich w agarze. Strzatki na zdjeciach A 3, 4 oraz C 1, 2 wskazujq upigmentowane
komorki. Podziatka na zdjeciach odpowiada 50 um.
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Zgodnie z te hipoteza, wigksza ilos¢ oddziatujacych ze sobg komorek juz na poczatku
testu, zapewniajaca im lepsze warunki do proliferacji (wzajemna stymulacja) powinna
wiec niwelowac¢ obserwowang réznice w ich wzroscie. Dlatego tez sprawdzono, czy
komorki S lub M, juz silnie na siebie oddzialujace — tworzace sferke liczaca ok 1000
komorek, beda dalej wykazywacd roznice w proliferaciji.

Po 7 dniach eksperymentu, okazato sie, Ze sferki sktadajace sie z komdrek S i komorek

M mialy taka sama srednice (Rysunek 19B 3 i 4).

Powyzej opisane wyniki wskazuja wigc na mozliwe znaczenie biatka ADAM17
w zdolnosci komodrek do ,aklimatyzacji” w nowym s$rodowisku i na ich

przezywalnos¢ w niskiej gestosci hodowli.

12. Wplyw wyciszenia ekspresji bialka ADAM17 na zdolnos$¢ migracji komorek
B16F10

Rozwdj nowotworow zalezny nie tylko od tempa proliferacji jego komorek.
Bardzo waznym czynnikiem jest takze ich zdolnos$¢ do migracji, co moze wptywac tak
na wzrost jak i przerzutowanie nowotworu [164].

Zbadano wiec jak wyciszenie ekspresji biatka ADAM17 wplywa na potencjat
migracyjny komorek B16F10 sprawdzajac ich zdolnos¢ do zarastania ,rany”.
Poniewaz wczesniej wykazano, ze wyciszenie ADAM17 nie wptywa na proliferacje
komorek rosnacych w monowarstwie w duzej gesto$ci — mozna wnioskowac, ze
potencjalne roéznice w tempie zarastania rany przez rdzne sublinie B16F10 beda
wynikaly jedynie z r6znic w ich ruchu. W te$cie rany badano wiec migracje wszystkich
stworzonych sublinii B16F10, a dodatkowo, aby potwierdzi¢ role biatka ADAM17
w tym procesie, do komorek M dodano przeciwciata hamujace jego aktywnosc¢ -
A9(B8) lub przeciwciata kontrolne - IZO.

W wykonanych eksperymentach wykazano, ze komdrki z niska aktywnoscia biatka
ADAM17 duzo wolniej zasklepiaja wykonang rane niz komorki kontrolne, a wiec

wolniej migruja. Dodatek przeciwcial izotypowych do komoérek M nie wptywatl na
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tempo ich migracji, ale przeciwciata hamujace aktywnos¢ ADAMI17 ograniczaty
zarastanie rany do poziomu obserwowanego w komorkach S. Potwierdza to znaczenie
tego biatka w procesie migracji komoérek B16F10. Wyniki dla komérek C i CK oraz T

i TK zamieszczono w suplemencie (Rysunek 2 sup).

M S S + medium M

t=18h

v
=3 s
3 S+ mediaM

1 M+ A9(B8)
M + kont izotypowa

-
o
<

*

LT

o
e

% zarosniecia rany

0- T T ; |I:-

Rysunek 20. Test rany komdrek B16F10. (A) Reprezentatywne zdjecia komorek M, S oraz
komdrek S do ktérych dodano medium znad komodrek M. (B) Reprezentatywne zdjecia
komorek M, do ktérych dodano przeciwciata kontrolne lub hamujace aktywnos¢ ADAM17
w stezeniu 200 nM. (A,B) Te same miejsca na ptytkach fotografowano tuz po zranieniu oraz
18 h pdzniej. Podziatka na zdjeciach odpowiada 50 pm. (C) Stopienl zarosniecia rany przez
komorki M i S w réznych warunkach po 18 h od zranienia. Dane prezentowane sg jako $rednia
+ SD z 6 (dla M)S) i 3 (dla innych warunkéw) niezaleznych eksperymentow
przeprowadzonych w duplikatach. *P<0,001 vs M.

Inna szybkos¢ migracji komdérek M i S moze wynika¢ np. z ich odmiennego
oddzialywania ze sobg lub z podtozem. Jako, ze roznica w potencjale migracyjnym nie

zostala zniesiona po dodaniu do komoérek S medium znad komdrek M (zebranego po
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24 h z nad ich gestej hodowli) nie wynikata ona uwalnianych z komoérek substratow
biatka ADAM17 (Rysunek 20). Brak tego efektu moze wynika¢ z faktu, ze
w wykorzystywanych do badann komodrkach B16F10 nie stwierdzono ekspresji
receptora EGFR, przez ktéry dziala wigkszos¢ czynnikdéw wzrostu (danych nie

pokazano).

13. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 w komdrkach B16F10 na komarki
srodblonkow.

Komoérki nowotworowe wplywaja nie tylko na siebie nawzajem, ale takze na otoczenie
w ktorym sie znajduja, w tym na komorki $rodbtonkéw, a przez to m.in. na
angiogeneze. Wywotluje ja niedotlenienie w obrebie guza, powodujace wydzielanie si¢
z komodrek nowotworowych substancji proangiogennych. Jednak nie tylko hipoksja
wplywa na ten proces. Istotnymi molekulami w procesie angiogenezy sa tez np.
czynniki wzrostu rowniez wplywajace na proliferacje i migracje komorek
srodbtonkéw. Komorki z wyciszong ekspresjia ADAM17 moga uwalnia¢ do medium
mniej biologicznie aktywnych czasteczek, co by¢ moze przektada si¢ na ograniczenie

proangiogennej aktywnosci komdrek nowotworowych.

Zdecydowano si¢ wigc sprawdzi¢ czy potencjalne roznice jakosciowe i ilosciowe
w czynnikach uwalnianych z komorek B16F10 rézniacych sie ekspresja ADAM17
wplywaja na procesy zwigzane z angiogeneza a wigc na proliferacje i migracje
komorek srédbtonka. W badaniach proliferacji — testem z alamarBlue, oraz migracji —
zmodyfikowanym testem rany — wykorzystano dwie linie mysiego srodbtonka
wlosdniczek: z mozgu (MBE) i z trzustki (MSI) do ktorych dodawano media kontrolne

lub z nad 24 h gestej hodowli sublinii B1I6F10 M lub S.

Dodatek suplementowanej (albuming, transferyna i selenem) pozywki DMEM z nad
komorek B16F10 w poréwnaniu do $wiezego suplementowanego medium,
przyspieszal wzrost komorek MBE w przypadku medidow z nad komoérek M i S

odpowiednio o 30% i 17% (Rysunek 21A). Swiadczy to o wptywie uwolnionych
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z powierzchni komorek B16F10 biatek na proliferacje tej linii sSrodbtonkow, ktorych
w mediach z nad komdrek kontrolnych mogto by¢ wiecej. W przypadku komorek MSI

nie wykazano réznicy w ich proliferacji niezaleznie od dodawanego medium.

Na obserwowane réznice wptywac mogly uwalniane przez biatko ADAM17 czynniki
wzrostu, co omowiono ponizej, ale takze inne biatka. Jednym z najsilniejszych
czynnikow stymulujacym komorki $rodbtonka jest VEGE. Istniejg badania, ktore
pokazuja zaleznos¢ miedzy ekspresjq enzymu ADAM17 a poziomem tego biatka (jego
ekspresji lub jego wydzielania z komodrek), mimo, Ze nie jest jasne z jakiego
mechanizmu mialby wynikac taki efekt [30], [54], [165].

Metoda ELISA sprawdzono wigc poziom rozpuszczalnego biatka VEGF w mediach
z nad hodowli komérek M i S B16F10. Mimo niewielkiej jego ilosci uwalnianej przez
komorki, okazato sie, Ze jest go wiecej bo ok. 342 + 15 pg/ml w przypadku mediow
znad komodrek M 1278 + 21 pg/ml w mediach z nad komorek S. Aby jednak moc ocenic
czy ten czynnik i taka ilos¢ mogly wptynac¢ na proliferacje komérek MBE konieczne

bylyby dodatkowe eksperymenty.

W badaniach migracji srodblonkéw nie bylo mozliwe wykonanie rany bez
odrywania od ptytki wigkszosci komorek, co wynikalo z ich silnego oddzialywania ze
soba, szczegdlnie przy duzej gestosci hodowli. Zdecydowano sie wigc na
zmodyfikowany test, w ktérym komdrki wysiewano na plytki, na ktérych
umieszczono najpierw plastikowy sterylny pierscien. Kiedy komorki obrosty go,
zarOwno na zewnatrz jak i wewnatrz, usuwano go, a powstala przestrzen traktowano
jako rane. Stopien jej zarosniecia analizowano po 48 h (komorki MBE i MSI) i 72 h
(komoérki MBE).

Komoérki MBE stymulowane mediami znad B16F10 M migrowaly duzo szybciej
w porownaniu do tych w kontrolnym medium, tak, ze po 72h rana nie byla juz
widoczna. Po stymulacji mediami znad komorek B16F10 S nie zaobserwowano réznic
w tempie migracji w poréwnaniu do kontroli, a po 3 dniach wciaz ok 20% rany byto

niezarosniete (Rysunek 21B i C). Podobnie jak w przypadku proliferacji, roznica
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w migracji komorek moze wynikac z ilosci czynnikow wzrostu lub innych biatek,
ktore w wigkszej ilosci zostaly uwolnione do medium komdrek kontrolnych.

Ponownie, nie zaobserwowano wplywu mediow znad komorek B16F10 na komorki

MSI.
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Rysunek 21. Test proliferacji i migracji komorek sréodbtonka po stymulacji mediami znad
komorek S i M B16F10. (A) Test MTT po 24 i 48 h od wysiania komdrek MBE i MSI w medium
kontrolnym (suplementowany DMEM bez dodatku FBS) lub z dodatkiem mediéw z nad
komorek M lub S. Dane prezentowane sa jako srednia + SD z 3 niezaleznych eksperymentéw
przeprowadzonych w duplikatach lub tryplikatach. Poziom absorbancji komorek kontrolnych
w medium podstawowym przyjeto jako 100%. *P<0,02 vs medium kontrolne, **P<0,002 vs
medium kontrolne. (B) Stopien zarosniecia rany przez komoérki MBE i MSI w réznych
warunkach po 48 i 72 h od zranienia. Dane prezentowane sa jako srednia + SD z 5 (dla MBE)
i 2 (dla MSI) niezaleznych eksperymentdéw przeprowadzonych w duplikatach. *P<0,002 vs M.
(O) Reprezentatywne zdjecia komorek MBE do ktorych dodano medium kontrolne (10%
DMEM) znad komorek M lub S. (D) Reprezentatywne zdjecia komoérek MSI do ktérych
dodano medium znad komorek M lub S. (C, D) Te same miejsca na plytkach fotografowano
tuz po zranieniu oraz 48 lub 72 h po6zniej. Podziatka odpowiada 50 um.
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Bardziej adekwatnym modelem do badan angiogenezy in vitro jest analiza
formowania struktur pseudokapilarnych przez komorki srédblonka wysiane na
matrigel, w obecnosci substancji ja stymulujacych. Postanowiono zbadac¢ czy media
z nad komodrek B16F10-M i S beda stymulowac¢ komorki srodbtonka do tworzenia
takich struktur, ajesli tak, to czy w takim samym stopniu.

Po 18 h od dodania do hodowli komorek MBE medium z nad hodowli komoérek M,
stwierdzono, ze substancj¢ w nim zawarte zastymulowaly komorki $rodbtonka do
stworzenia struktur pseudokapilarnych na matrigelu. Taki efekt nie byt obserwowany
w przypadku mediéw z nad komoérek B16F10 z niska ekspresja biatka ADAM17
(Rysunek 22A).

Aby potwierdzi¢, ze to aktywnos¢ biatka ADAM17 w komorkach B16F10 powoduje
roznice w ilosci zawartych substancji proangiogennych w mediach z nad komorek
S i M, do hodowli komoérek kontrolnych B16F10 dodano przeciwciata A9(B8) -
hamujace jego aktywnos¢ lub przeciwciata izotypowe. Po 24 h hodowli dodawano
takie media na wysiane na matrigel komdrki MBE.

Stwierdzono, Zze media zebrane z nad komodrek M hodowanych z dodatkiem
przeciwcial A9(B8) nie powodowaly tworzenia si¢ pseudokapilar przez komorki MBE.
Z kolei media uzyskane z nad komdrek M hodowanych z przeciwcialami
izotypowymi nie wplynety na ich zdolno$¢ do stymulacji tych komoérek (Rysunek
22B).

W przypadku komorek MSI, nie zaobserwowano zadnych zmian w hodowli po
dodaniu do nich mediéw z nad M jak i S (Rysunek 22C). Aby sprawdzi¢ czy komorki
te sa w ogole zdolne do tworzenia struktur pseudokapilarnych, do medium
kontrolnego dodano VEGFA - bardzo silny stymulator angiogenezy. Spowodowato
to powstanie kilku struktur komdérkowych, wskazujac, ze w mediach z nad komorek
B16F10 nie znajduja si¢ odpowiednie lub nie ma wystarczajaco duzo czynnikéw
proangiogennych koniecznych do wywotania omawianego procesu w komorkach

MSI.
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Zastanawiajace bylo, jakie roznice pomiedzy $rodblonkiem MSI i MBE, moga
decydowac o réznicy w ich wrazliwosci na media znad hodowli B16F10. Postawiono
hipoteze, ze MSI moga by¢ pozbawione receptorow czynnikéw wzrostu z rodziny
EGF. Sprawdzono wigc metoda RT-PCR ekspresje receptoréw z rodziny ErbB w tych
komorkach. Stwierdzono, ze komdrki MBE majaq ekspresje wszystkich czterech

receptoréw, natomiast MSI nie wykazuja ekspresji EGFR (ErbB1) i ErbB4.

Brak receptora EGFR i ErbB4 w komodrkach MSI moze by¢ odpowiedzialny za brak
reakcji na czynniki wzrostu uwalniane z powierzchni komorek czerniaka przez
proteaze ADAM17, czyli brak stymulacji proliferacji, migracji w tescie rany i tworzenia
struktur pseudokapilarnych w matrigelu.

Aby zweryfikowac hipotezg, Ze 0$ sygnatowania - czynniki wzrostu z rodziny EGFR-
receptory ErbB sa zaangazowane w stymulacje komorek MBE, przeprowadzono test
tworzenia pseudokapilar przez MBE w obecnosci inhibitora receptora ErbB1 lub
ErbB2. Do medium znad komorek M dodano wiec odpowiednie inhibitory i po 18 h

wykonano zdjecia hodowli (Rysunek 22D).

Zahamowanie aktywnos$ci receptora EGFR, ale nie ErbB2, zapobieglo stymulacji
komoérek MBE przez substancje zawarte w mediach z nad komodrek B16F10 M.
Potwierdza to znaczenie czynnikow wzrostu uwalnianych z blon komodrek przez
biatko ADAMI17, na aktywacje receptora EGFR a przez to na promowanie
angiogenezy. Mozliwe, ze na obserwowany efekt ma lub maja biatka: TGF, HB-EGF
i EPG - czynniki wzrostu, bedacymi substratami biatka ADAM17 i dziatajacymi przez
ten receptor, ktérych ekspresje w przeciwienstwie do AREG, EREG, Neu stwierdzono
w komorkach B16F10 (danych nie pokazano). Aby wyciagnac¢ taki wniosek konieczne

by byly jednak dalsze badania nad ich iloscia i funkcja w subliniach B1610.
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Rysunek 22. Test tworzenia pseudokapilar w matrigelu przez komoérki MBE i MSIL.
Reprezentatywne zdjecia komdrek MBE rosnacych na matrigelu po dodaniu (A) medium znad
komorek B16F10-M, -S, lub medium kontrolnego (2% DMEM), (B) medium znad komorek
B16F10-M w obecnosci przeciwciat kontrolnych lub hamujacych aktywnos¢ ADAM17.
(C) Reprezentatywne zdjecia komoérek MSI rosnacych na matrigelu po dodaniu medium znad
komorek B16F10-M, -S lub po stymulagji przez VEGFA (20ng/ml) jako kontrola potencjatu
wzrostowego komorek. (D) Reprezentatywne zdjecia komdrek MBE rosnacych na matrigelu
po dodaniu medium znad komoérek B16F10-M w obecnosci inhibitoréw ErbBl (AG 1478,
2uM), ErbB2 (AG-825, 10uM). (A,B,C,D) Zdjecia wykonane zostaty 18 h po wysianiu komorek.
Podziatka odpowiada 100 pm.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze poziom biatka ADAMI17 w komdrkach

nowotworowych moze silnie rzutowac na ich proliferacje w okreslonych warunkach,
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przezywanie, migracje i ich wplyw na komorki srédbtonka. Postawiono pytanie, czy
réznice w poziomie ekspresji biatka ADAMI17 beda mialy wplyw na wzrost
nowotworu in vivo i jego zdolnos¢ do przerzutowania. W tym celu wykorzystano dwa
modele zwierzece — myszy, czyli organizm, z ktorego pochodzily komorki

nowotworowe, a takze danio pregowane.

14. Wplyw bialka ADAM17 na stymulacje angiogenezy, migracje i przezycie
komorek B16F10 w modelu danio pregowanego
Badania nowotworowe wykonywane z wykorzystaniem organizmu modelowego
jakim jest danio pregowane, nie sg jeszcze w Polsce rozpowszechnione. Mimo
oczywistych ograniczen takich badan, o ktérych wspomniano we wstepie tej pracy,
posiadaja one wiele zalet. Umozliwiaja obserwacje procesow zachodzacych in vivo
w czasie rzeczywistym, juz od pierwszych chwil po implantacji komodrek

nowotworowych.

Celem opisanych ponizej eksperymentow byla obserwacja nowotworowej
angiogenezy oraz zdolnosci do migracji i przezycia B16F10 w nowej niszy jakim byt
organizm danio. Ze wzgledu na zrdéznicowana wrazliwo$¢ embrionow danio
pregowanego na rozne linie nowotworowe, badania rozpoczeto od optymalizacji
ilosci wstrzykiwanych im komorek. Podane do pecherzyka zoéttkowego komorki
kontrolne B16F10, migrowaty najpierw do obszaru wokdt niego, a nastepnie do czesci
przedniej embrionu. Jesli zdolne byty do przedostania si¢ do naczyn krwionosnych,
przemieszczaly sie z krwig do czesci ogonowej. Wstrzykniecie matej ilos¢ komorek
(<50) skutkowato zanikiem lub zbyt powolnym rozwijaniem si¢ nowotworu (zgodnie
z dyrektywa 86/609/EEC eksperymenty na embrionach rybich mozna przeprowadzac
do 7 dnia od zaptodnienia), zbyt duza liczba (>200) powodowala smieré¢ wszystkich

embrionéw w 5 dniu eksperymentu. Wyniki optymalizacji zebrano w

Tabela 55. Ostatecznie zdecydowano si¢ podawac okoto 150 komdrek do kazdego

embrionu.
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Tabela 5. Optymalizacja liczby komdrek nowotworowych B16F10 wstrzykiwanych do
embrionu.

Liczba Angiogeneza Przemieszczanie sie | Przemieszczanie | Przemieszczanie
komoérek | nowotworowa komérek poza sig komorek do sig komorek do
pecherzyk zéttkowy | czeSci przedniej | czesci ogonowej
50 nie tak nie nie
100 20% tak tak rzadko
150 40% tak tak tak
200 55% t t t

t — powyzej 80% martwych embrionéw. Kazda liczba komorek zostata podana 20 embrionom.

Wiele czynnikéw wzrostu i cytokin posiada r6zna strukture w organizmach ludzkich,
mysich i rybich. Przez to np. nie wykazujq zdolnosci do oddzialywania z receptorami
dla ortologu z innego gatunku albo oddzialuja z receptorami z nizszym
powinowactwem. Mimo to w licznych pracach zaobserwowano wpltyw komorek
nowotworowych ssakéw na danio pregowane [111], [166]-[169]. Ten fakt

wykorzystuje si¢ np. w badaniach nad angiogeneza

Aby zbada¢ czy wyciszenie ekspresji ADAM17 w komdrkach B16F10 wptywa na
angiogeneze w modelu danio pregowane analizowano rozwdj zyly SIV po
wstrzyknieciu komdrek nowotworowych do przestrzeni okotozéttkowej embrionéw.
Biatka uwalniane przez komoérki nowotworowe potencjalnie mogtyby stymulowac
komorki $rodblonka naczyn krwionosnych do migracji i proliferacji. Do badan
wykorzystano szczep danio, w ktérym naczynia krwionosne wykazywaty
fluorescencje EGFP. Komorki nowotworowe natomiast przed iniekcja barwiono
fluorescencyjnie, aby po ich nastrzyknieciu méc oceni¢ ich ilo§¢ w danym embrionie
i ich umiejscowienie poprzez obserwacje pod mikroskopem fluorescencyjnym.
W doswiadczeniu, obok komorek w ktdrych ekspresja ADAM17 byta wyciszona przez
lentiwirusy kodujace shRNA (komorki S) i komdrek kontrolnych (M) zastosowano tez
klon B16F10, w ktérym ekspresje ADAM17 wyltaczono metoda TALEN (T). Ze
wzgledu na ograniczong ilo$¢ typoéw komorek, ktére mogly zosta¢ wykorzystane do
eksperymentu, nie testowano kontroli dedykowanej komoérkom T, uznajac ze

w innych testach komoérki K i TK nie roznily sie swoimi wlasciwosciami. Aby
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sprawdzi¢ czy sama iniekcja wptywa na nieprawidlowosci w rozwoju zyt SIV do

embrionow wstrzykiwano takze jedynie bufor PBS.

Angiogeneza wywotana u embrionow, na skutek jej stymulacji poprzez wydzielane
przez komorki nowotworowe biatka, nie byta silna. Ograniczata si¢ do powstawanie
pojedynczych nowych naczyn skierowanych najczesciej w kierunku nowotworu
(Rysunek 23A i B). Po wstrzyknieciu komorek M zmiany w obrebie zyly SIV
u embrionéw wystepowaty u 32,3 +2,5% embrionow. W przypadku podania komorek
S i T nieprawidlowosci takie obserwowane byly odpowiednio u 25,3 + 3,5% i 21,7
+ 4,7% embrionow. Naturalnie wystepujace zaburzenia w budowie SIV lub te
wywotane samym procesem iniekcji zaobserwowano u 4,7 + 2,4 % embrionéw
(Rysunek 23C).

Nie jest pewne, ktore biatka komdrek B16F10 wplywaja na angiogeneze u danio
pregowanego. Jako, ze mysi VEGFA, rézni sie¢ od tego czynnika u ryb
i w badaniach praktycznie nie wptywat na rozw¢j ich naczyn krwionosnych (D. Britto,
B. Wyroba et al. - Macrophages drive angiogenesis in an embryonic zebrafish tumour
xenograft — manuskrypt w przygotowaniu) raczej to nie to biatko odpowiedzialne jest
za obserwowany wynik. FGF, ktory zgodnie z badaniami literaturowymi bardzo silnie
stymuluje angiogeneze u ryb [166], nie jest produkowany przez badane przez nas
komorki (danych nie pokazano). Niektdre prace pokazuja wpltyw na ten proces IL-8
(i jej mysiego odpowiednika CXCL-1). [169] Zaobserwowano roznice pomiedzy
komoérkami M i S w poziomie CXCL1 wydzielanego do medium (danych nie
pokazano) co mogloby ttumaczy¢ obserwowane w eksperymencie réznice. Konieczne
bylyby jednak dalsze eksperymenty, aby mdc wyciagna¢ wnioski, ze to wtasnie ta
cytokina wptywa na obserwowang réznice w indukcji angiogenezy w badanym

modelu.
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Rysunek 23. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 w komorkach B16F10 na
stymulacje angiogenezy w modelu danio pregowanego. (A i B) Wptyw sublinii B16F10 - M
na angiogeneze w embrionach danio. Do pecherzyka zoéttkowego podano PBS lub 150 komorek
nowotworowych. (A) Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego wykonane 48 godzin po iniekcji
PBS (zdjecie 1, prawidlowo rozwinieta zyla SIV) lub komdrek B16F10- M (zdjecia 2, 3, 4,
nieprawidfowy rozwdj, wyindukowana angiogeneza). Biatymi strzatkami oznaczono nowo
powstajace naczynia krwionosne. Podziatka odpowiada 100 pm. (B) Obraz z mikroskopu
fluorescencyjnego ztozony ze zdje¢ wykonanych w $wietle zielonym i niebieskim. Strzatka
wskazuje naczynie krwionosne (zielone) kietkujace w strone komdrek nowotworowych
(czerwone) (C) Aktywnos$c¢ pro-angiogenna sublinii BI6F10 M, S i T, wyrazona jako procent
embriondw, w ktérych dwa dni po iniekcji zaobserwowano wyindukowanie angiogenezy.
Kontrolnym embrionom podano PBS. Litera n pod wykresami oznacza liczbe analizowanych
embrionéw z facznie 4 (dla M i S) i 3 (dla T) niezaleznych eksperymentow. *P<0.01 vs PBS,
#P<0.05 vs M.

Kolejnym eksperymentem byto sprawdzenie, czy komorki B16F10 sa zdolne do
migracji z miejsca iniekcji, przedostania si¢ do krwioobiegu i przezycia w nowej niszy.
Proces ten wymaga od komorek podobnych wlasciwosci jak w przypadku zdolnosci

do przerzutowania u ssakow. W tym celu komérki nowotworowe réznych sublinii
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B16F10 barwiono fluorescencyjnie, a nastepnie wstrzyknieto (ok. 150 komdrek) do
przestrzeni okotozottkowej embriondéw. 5 dni po iniekcji komdrek liczono ich ilos¢

W ogonowej czesci embrionu.
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Rysunek 24. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na zdolnos$¢ komoérek B16F10
do migracji do naczynia krwionosnego w modelu danio pregowanego. (A) Potencjal
migracyjny sublinii B16F10 M, S i T wyrazony jako procent embrionow, u ktérych 5 dni po
infekcji mozna bylo zaobserwowac odpowiednio 0-3, 4-15 lub powyzej 15 komorek w czesci
ogonowej. Chi? <0,0001 vs M. Litera n oznacza liczbe analizowanych embriondéw z tacznie
4 (dla M i S) i 3 (dla T) niezaleznych eksperymentéw. (B) Zdjecia z mikroskopu
fluorescencyjnego wykonane 5 dni po iniekcji komorek nowotworowych do pecherzyka
zottkowego (ztozono zdjecia wykonane w Swietle biatym i niebieskim) embrionu bez (1) lub
z komodrkami nowotworowymi poza pecherzykiem zottkowym (2). Biale strzatki wskazuja
na przykladowe komorki. W analizie eksperymentu przyjeto, ze czgs$ci ogonowa i przednia
rozdziela biata linia. Podziatka odpowiada 500 pum.

111



Wsrdéd embriondéw, ktorym podano komoérki M, 15 + 5,8% miato od 0 do 3 komdrek
w tym obszarze, 61 + 3% mialo od 4 do 15 komorek, a 24 + 3,2% ponad 15 komorek. Po
podaniu S lub T liczba komdrek nowotworowych w ogonowej czesci embrionu byta
znaczaco nizsza — ok 50% embriondw miato tam od 0-3 komdrek, ok 40% 4-15 a tylko
ok 10% powyzej 15 komorek (Rysunek 24A). Wyniki te swiadcza o ograniczonej
zdolnosci komorek z niskim poziomem biatka ADAM17 do migracji w tkankach lub
o ich ograniczonym przezyciu w krwioobiegu.

Badania in vitro, jak i in vivo w modelu danio pregowane dostarczyly informacji na
temat wptywu biatka ADA17 na proliferacje, migracje czy na zdolnos¢ wpltywania na
te procesy w komorkach 3$rédbtonka przez komorki B16F10. W rozwoju
i przerzutowaniu nowotworow jednak bardzo duze znaczenie odgrywaja rozne
komorki uktadu immunologicznego, ktdre moga zaréwno hamowac te procesy jak ije
wspomagacé. Aby wiec mdc potwierdzi¢ znaczenie biatka ADAMI17 na wzrost
nowotworu z komdrek B16F10 i na jego metastaze, konieczne bylo zbadanie tych

procesow in vivo w modelu mysim.

Do badan wykorzystano komorki z wyciszong réznymi metodami ekspresja biatka
ADAM17: poprzez transdukcje lentiwirusowa shRNA (komorki S), systemem TALEN
(komorki T) i CRISPi (komorki C) oraz komorki kontrole, odpowiednio M, TK i CK.
Dodatkowo, zdecydowano sie¢ sprawdzi¢ czy zahamowanie aktywnos$ci biatka
ADAM17 nie tylko w guzie, ale takze w jego otoczeniu moze hamowac rozwdj
nowotworu i jego przerzutowanie. Stato si¢ to mozliwe dzigki wspolpracy z Prof.
Murphy, ktdrej zespot stworzyl specyficzne dla mysiego biatka przeciwciata anty-
ADAM17, ktére podawano myszom z rosnagcym nowotworem (z komoérek B16F10
typu dzikiego — WT). Wyniki tych badan byly istotne aby oceni¢ czy hamowanie
aktywnosci ADAM17 u pacjentéw z czerniakiem mogloby mie¢ charakter

terapeutyczny.
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15. Poziom przeciwcial hamujacych aktywnos¢ bialka ADAM17 w surowicy
i w tkankach myszy

Wykorzystane w badaniach przeciwciala A9(B8) zostaly stworzone poprzez
umieszczenie czeSci zmiennej przeciwciala (scFV) rozpoznajacej biatko ADAM17
(zarowno ludzkie jak i mysie) w zrebie ludzkiego przeciwciala klasy IgG2. Jako
kontrole wptywu podawania myszom przeciwciat tego typu, zdecydowano sie

zastosowac wiec ludzkie przeciwciata IgG2 (dalej nazywane kontrola izotypowa IZO).

Aby oceni¢jak dtugo po ich podaniu przeciwciata utrzymuja si¢ w organizmie myszy,
zbadano, metoda ELISA, stezenie przeciwcial w surowicy krwi, 30 min po ich podaniu
dootrzewnowym (10 pg/g masy ciata), a takze po 2, 24, 48, 96 i 144 h. W metodzie tej
wykorzystano fakt, ze przeciwciata posiadaty fragment ludzkiego IgG2, co pozwalato

rozroznic to biatko sposréd wszystkich innych - mysich.

Stezenia przeciwciatl kontrolnych i przeciwciat anty-ADAM17 w czasie od ich podania
myszom byly niemal identyczne. Ich najwyzsze stezenie obserwowano po ok. 2 h po
podaniu (nieco <200 ng/ul), ktore w ciagu doby spadato do poziomu 150 ng/ul,

a nastepnie obnizalo si¢ powoli osiagajac wartos¢ 100 ng/ml po 6 dniach. Aby
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Rysunek 25. Schemat podawania przeciwcial myszom oraz kinetyka zmian ich stezenia
W surowicy
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utrzymac stezenie przeciwcial w granicach 100-150 ng/ul, zdecydowano si¢ podawac

myszom polowe pierwotnej dawki w 6, 10, 13 dniu eksperymentu (Rysunek 25).

Istotne bylo sprawdzenie, czy i czy w duzej ilosci przeciwciata lokalizuja si¢ w guzach
nowotworowych, gdzie ich dzialanie byloby najbardziej wskazane, a takze gdzie
jeszcze w organizmie beda si¢ znajdowaly. Badania pokazujg, ze podane myszy
przeciwciala monoklonalne, oprocz krwi, czesto gromadza si¢ w $ledzionie, ze
wzgledu, ze komorki jej naczynt wlosowatych nie przylegaja do siebie scisle i sa
przepuszczalne dla bialek z surowicy krwi, co nie ma miejsca w przypadku innych
narzadow [170]. Dlatego tez, metoda ELISA zbadano poziom przeciwciat
izotypowych oraz anty ADAM17 w lizatach: ze sledziony, watroby, a takze we
fragmentach guzéw myszy, pobranych po zakoniczeniu eksperymentu.

Obecnos¢ przeciwciat stwierdzono zaréwno w tkankach jak i guzie, chociaz
w watrobie byly to niewielkie ilosci (ok 1,5 ng/ug biatka uzyskanego z tkanki).
Zgodnie z przewidywaniami, duzo wigcej przeciwciat znajdowato si¢ w $ledzionie.
Stwierdzone, nieduze rdznice w stezeniach przeciwcial kontrolnych i hamujacych
aktywnos¢ ADAMI17 w tym organie, odpowiednio ok 5,2 i 8,7 ng/ug bialka
uzyskanego z tkanki, moga wynika¢ z faktu, ze znajduje si¢ w nim duzo komorek,
ktore maja wysoka ekspresje biatka ADAM17 (limfocytow i makrofagdéw), a wiec do
ktorych przeciwciata anty-ADAM17 mogly sie przylaczy¢. Obecnos$¢ przeciwciat
stwierdzono takze w guzach myszy, ktérym je podawano. Bardzo zrdznicowane
wyniki stezenia przeciwciat w nowotworach moga wynika¢ z faktu, ze do
eksperymentu i lizy pobierano tylko ich niewielki fragment — mégt by¢ on np. blisko
lub daleko od naczynia krwionosnego lub zawiera¢ rézne proporcje rozmaitych
populacji komoérek (komoérki nowotworowe, komoérki immunologiczne, fibroblasty,
komorki zywe vs. nekrotyczne) czy nawet rézne proporcje biatek komorkowych
i biatek macierzy zewnatrzkomorkowej. Poziom przeciwcial w tkance nowotworowej

nie przekroczytjednak kilkunastu ng na ug biatka. Wyniki przedstawiono w Tabeli 6.
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Tabela 6. Analiza stezenia podawanych dootrzewnowo przeciwcial w tkankach myszy

Przeciwciato ‘ Watroba ‘ Sledziona ‘ Guz

Ab A9(BS) 1,5+1,2*
1,6 +1,3*

87 +3,7* ‘ 31— 11+

Kontrola izotypowa 52 +25* 1,1-12,5**

* Stezenie podane w ng na pg biatka danej tkanki. Przedstawiono wartosci srednich arytmetycznych +
SD z danych od 8 myszy z dwoch niezaleznych eksperymentow. **zakres stezen przeciwciat (ng/ug
biatka) oznaczony we fragmentach tkanki pochodzacych z 8 guzow.

15. Wplyw wyciszenia ekspresji bialka ADAM17 na wzrost i przerzutowanie

komorek B16F10 w modelu mysim

Na rozwoj nowotworu, oprocz wlasciwosci samych jego komorek, bardzo silnie
wplywa jego otoczenie. Sa to m.in. komdrki uktadu immunologicznego, ktére moga
zarbwno hamowac jak i promowac jego wzrost, ale takze komorki naczyn
krwionosnych czy fibroblasty. Dlatego tak istotne jest badanie rozwoju komorek
nowotworowych w miejscu czy w narzadzie, z ktdrego wywodzi si¢ dana linia
komorkowa tak aby odtworzy¢ warunki jakie panuja przy samoistnym powstaniu
takiego guza [105]. Czerniak — jako typ nowotworu skdry — podawany jest myszy
najczesciej srodskornie.

Ze wzgledu na potwierdzony w badaniach in vitro i in vivo wptyw biatka ADAM17 na
proliferacje réznych typow komorek nowotworowych [43], [53], [54], [171], [172],
a takze jego postulowany wplyw na oddzialanie niektérych komdrek
immunologicznych z nowotworem [31], [51], [173], zdecydowano sprawdzi¢ czy

zahamowanie jego ekspres;ji lub aktywnosci zahamuje rozwdj guza z komoérek B16F10.

W tym celu, komoérki podawano ortotopowo w okolice grzbietu myszy
i monitorowano wzrost guza, za pomoca elektronicznej suwmiarki, dwa razy
w tygodniu przez 3 tygodnie. Czesci myszy podawano przeciwciata anty-ADAM17
lub izotypowe zgodnie z opisanym protokotem, pierwsza dawke dozujac 3 dni po

wstrzyknieciu komorek nowotworowych typu dzikiego. Narzady i guza pobierano
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jedynie od zwierzat, ktére przezyly do ostatniego dnia eksperymentu. Smiertelnosé
myszy byta, na przestrzeni wszystkich eksperymentéw, poréwnywalna we
wszystkich grupach badawczych.

Guzy stawaly sie wyczuwalne pod koniec pierwszego/ na poczatku drugiego tygodnia
od iniekgji. Te powstate z komdrek S, na koniec eksperymentu byly wyrazZnie mniejsze
od guzéw z komorek kontrolnych czy typu dzikiego (Rysunek 26C). Wydaje sig, ze
tempo wzrostu nowotworow bylo poréwnywalne we wszystkich subliniach, jednak
komorki z niskim poziomem biatka ADAM17 rozpoczynaly wzrost z kilkudniowym
opdznieniem (Rysunek 26A). Nieco inaczej wygladata sytuacja, kiedy myszom
z guzem z komorek typu dzikiego podawano przeciwciata hamujace aktywnos¢
ADAM17. U czesci zwierzat w ogodle nie zaobserwowano wptywu tych przeciwciat na
wzrost nowotworow. U niektorych jednak wzrost guza zostat zahamowany do ok.

14 dnia eksperymentu, po czym nastepowal jego bardzo szybki wzrost (Rysunek 26B).

Trzeba wspomnie¢, ze w wynikach nie uwzgledniono rezultatow z jednego
eksperymentu, dotyczacych grupy myszy, ktdrym podawano przeciwciata
izotypowe. Guzy w ogole nie pojawily sie lub byly one bardzo niewielkie. Uznano, ze
byla to wina niewystarczajaco oczyszczonych przeciwcial (niewystarczajaca dializa w
celu pozbycia si¢ zawartego w kupionym preparacie azydku sodu). Kolejne partie
przeciwcial izotypowych nie wptywaly na wzrost guzéw co potwierdzono w trzech

niezaleznych eksperymentach.

Uzyskane wyniki $wiadcza, ze biatko ADAMI17 moze wplywaé¢ na rozwdj
nowotworow z komodrek B16F10 w modelu mysim. Opodznienie w rozpoczeciu
proliferacji komorek S (co widoczne jest na rysunku 26A) jest zgodne z wynikami
uzyskanymi w badaniach in vitro. Moze wynikac to np. z dluzszego przystosowania
si¢ ich do nowego $rodowiska. Komérki, po osiagnieciu odpowiedniej gestosci, nie
roznity sie juz tempem wzrostu. W przypadku zahamowania wzrostu guzéw poprzez
podawanie myszom przeciwcial hamujacych aktywnos$¢ biatka ADAMI17, nie

wyjasniono, czemu efekt byt widoczny tylko u czesci zwierzat i tylko przez okreslony

116



czas. Mozliwe, zZe ilo$¢ przeciwcial w guzie i jego okolicy nie byla wystarczajaca aby
zahamowac aktywnos¢ tego biatka na wszystkich komorkach, lub oddziatywanie
przeciwcial z komorkami nowotworu byto niestabilne w warunkach in vivo. Biorac
pod uwage, ze nawet u tych myszy, u ktorych poczatkowo rozwodj guza zostat
zahamowany, po pewnym czasie nastepowat jego szybki wzrost wydaje sig, ze
hamowanie aktywnosci biatka ADAM17 przez wigzanie si¢ do niego przeciwcial nie

jest wystarczajace aby powstrzymac rozwdj guza.
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Rysunek 26. Wzrost guzéw sublinii B16F10 po podaniu ortotopowym u myszy.
Wykresy wzrostu guzow WT, M i S (A) oraz guzéw WT u myszy ktéorym podawano
dootrzewnowo przeciwciata izotypowe lub hamujace aktywnos¢ ADAM17 — A9(B8) (B). Dla
czytelno$ci wykresu przedstawiono 10 przykladowych krzywych dla kazdego przypadku,
a krzywe oznaczono cigglymi liniami. (C) Wykres przedstawiajacy $rednig i odchylenie
standardowe objetosci guza w 18 dniu eksperymentu. Kropki przedstawiaja pojedyncze
myszy. WT n=24, M n=25, S n=29, abA9(B8) n=16, kontrola izotypowa n=15, dane pochodza
z pieciu niezaleznych eksperymentéw w przypadku komérek WT, M i S i z trzech
w przypadku podawania myszom przeciwciat. *PP<0,001 vs M, *P<0,001 vs kontrola izotypowa.
Objetos¢ guza liczono wedlug wzoru V=(szerokos¢ guza? x dlugos¢ guza)/2 [249].
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Z badan in vitro wynikato takze, ze ADAM wplywa nie tylko na proliferacje, ale takze
na migracje komorek B16F10. Na tej podstawie postawiono hipoteze, ze ADAM17
pelni funkcje w przerzutowaniu nowotwordw. Aby ja zweryfikowac po zakonczeniu
eksperymentow od myszy pobierano narzady - wezly chionne, ptuca, watrobe
i sledzione. Tkanki poddano dziataniu kolagenazy w celu strawienia tkanki facznej
i uwolnieniu komorek, ktore wysiewano na plytki. Przez kolejne 3 tygodnie
obserwowano czy w hodowlach pojawia sie¢ klony komoérek B16F10. Sposéb ten nie
bytjednak wystarczajaco doktadny ani wiarygodny, gdyz w czesci probek w ogole nie
udawato si¢ uzyska¢ hodowli komoérkowej — nawet komorek danego narzadu. Dlatego
tez analize obecnosci potencjalnych przerzutéw zdecydowano przeprowadzac w inny
sposob. Sprawdzano, czy cDNA przepisany z RNA wyizolowanego z weziow lub
pluc, zawiera sekwencje kodujaca tyrozynaze, enzym szlaku syntezy melaniny
charakterystyczny dla komorek czerniaka. Stosujac te¢ metode stwierdzono, ze niski
poziom biatka ADAM17 wptywa na ograniczenie przerzutow do weztéw chtonnych,
jednak w badanym przedziale czasowym nie wplywa na przerzuty do ptuc (Tabela 7).
Wyniki ilo$ci obserwowanych przerzutow u myszy, ktérym podano komérki T lub C
zamieszczono w suplemencie (Tabela 3 sup) Jako kontrole ich wzrostu u myszy
uznano komorki WT.

Tabela 7. Analiza przerzutowania komorek sublinii B16F10 i wplywu przeciwcial
anty-ADAM17 ten proces.

nowotwor/ hodowla - lizat — wezly - lizat — ptuca —
przeciwciato najblizszy wezet* mRNA** mRNA**
WT 63% (5/8)*** 83% (10/12) 29% (4/14)
M 56% (5/9) 75% (9/12) 27% (4/15)
S 33% (3/9) 55% (6/11) 20% (3/15)
WT/Ab A9(BS) - 61% (8/13) 27% (4/15)
WT/kontrola izotypowa - 71% (5/7) 30% (3/10)

*na podstawie obecnosci klonéw czerniaka w hodowli komoérek wezta, **na podstawie obecnosci
*ok N

mRNA tyrozynazy w tkance, *** procent myszy u ktdrych stwierdzono przerzuty, w nawiasie podano

liczbe myszy, u ktorych stwierdzono przerzuty w stosunku do liczby analizowanych zwierzat.
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Z wynikow badan in vitro wynikalo takze, ze biatko ADAM17 moze wplywac na
zdolnos¢ komorek do przezycia w nowej niszy i podjecia w niej proliferacji. Jest to
bardzo istotna cecha w kontekscie potencjalu komérek do tworzenia przerzutéw.
Dlatego zdecydowano si¢ zweryfikowac te teorie¢ w modelu in vivo. Powszechnie
uzywanym modelem do badaniach takich predyspozycji komorek jest podanie ich
myszy dozylnie (do zyly ogonowej). Komorki nowotworowe wraz z krwia docieraja
do ptucitam wigezna w naczynkach i zaczyna proliferowac [174]. Po okreslonym czasie
od podania myszom komorek, w ptucach widoczne sg ich kolonie, gdzie przewaznie
1 kolonia powstaje z 1 ,,uwigezionej” komorki. O badanej cesze Swiadczy zaréwno ilos¢

jak i wielkos¢ kolonii.

Kiedy podano myszom do zyly ogonowej komorki B16F10 kontrolne (M) lub z niska
ekspresja ADAM17 (S), po 3 tygodniach widoczna byta znaczaca réznica w obrazie
ptuc. W przypadku podania komoérek M, kolonie w ptucach byly znacznie wigksze
i liczniejsze niz przy podaniu komoérek S (Rysunek 27 A i B). Czarny kolor kolonii
wynika z obecnosci w komdrkach melaniny. W przypadku podaniu dozylnie myszy

komorek T, kolonii w ptucach bylo jeszcze mniej (Rysunek 3 sup).
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Rysunek 27. Wzrost guzow sublinii B16F10 u myszy. Model zasiedlania nowej niszy. Myszom
podawano komdrki M lub S (5 x 10%) do zyly ogonowej. Po trzech tygodniach pobierano ptuca
i liczono kolonie komdrek nowotworowych. (A) Przedstawiono fotografie reprezentatywnych
ptuc (po 3 z kazdej grupy) oraz (B) wykres wartosci Srednich arytmetycznych + SD liczby kolonii
w plucach. Analizowano 13 ptuc w 3 niezaleznych eksperymentach). *P<0,01 vs M.
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Otrzymane wyniki potwierdzaja obserwacje in vitro dotyczace ograniczenia zdolnosci
komorek z niska ekspresjgq biatka ADAM17 do podjecia proliferacji w nowej niszy.
Cecha ta moze mie¢ bardzo duze znaczenie w obserwowanych rdznicach

w przerzutowaniu komoérek B16F10 M i S.

16. Wplyw bialka ADAM17 na nowotworowa angiogeneze w modelu mysim

Na metastaze bardzo duzy wplyw, oprocz wlasciwosci samych komorek
nowotworowych, ma takze dostepnos¢ naczyn krwionosnych i limfatycznych. Jako,
ze stwierdzono wptyw biatek uwalnianych z komdrek B16F10 na komorki srédbtonka
(punkt 13 wynikéw) postawiono hipoteze, Ze zahamowanie biatka ADAM17 w tych

komorkach ograniczy towarzyszaca wzrostowi guza angiogeneze.

Kiedy myszom podawano komorki ortotopowo, podczas izolacji nowotworow
obserwowano w okolicy guza bardzo wyrazne naczynia krwionosne. W przypadku
podania komodrek z niska ekspresja biatka ADAMI17 lub zastosowania przeciwciat
hamujacych jego aktywnos$¢, srednica poszczegdlnych naczyn i sie¢ naczynek
krwiono$nych zdawata si¢ by¢ duzo mniejsza. Obserwacje dotyczyly jednak tylko
okolic guza i mialy charakter jakosciowy a nie ilosciowy. Aby poréwnac ilos¢ naczyn
w obrebie nowotworu, jego fragmenty (z otaczajacq je skora) mrozono w O.T.C,
a nastepnie przygotowywano skrawki i wykrywano mna nich metoda
immunochemiczna  sygnat od  przeciwcial = rozpoznajacych  antygeny
charakterystyczne dla komorek srodbtonka krwionosnych (CD31), a takze dla naczyn
limfatycznych (LYVE1). Analiza ilosci naczyn w danym guzie byla mozliwa dzieki
poréwnaniu na zdjeciach skrawkow powierzchni zajmowanej przez naczynia

1 samego guza.

Analiza wykazata, ze w guzach z komodrek S w poréwnaniu do komdrek
M znajdowalo sie¢ istotnie statystycznie mniej naczyn krwionos$nych. Zajmowaty one

ok 1,8 % powierzchni guza, kiedy w guzach z komodrek kontrolnych byto to ok 3,7 %
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(Rysunek 28C). Ilos¢ naczyn krwionosnych wydawata sie¢ by¢ jednak zalezna od
wielkos$ci guza. Stwierdzono natomiast, Ze przeciwciata hamujace aktywnos¢ biatka
ADAM17 wplynely na ograniczenie angiogenezy, takze w tych nowotworach, ktore
wielkoscia odpowiadaly guzom z komorek kontrolnych. Moze to wskazywac, ze
przeciwciala te dziataly nie tylko na komdrki nowotworowe ale takze na komorki
srodbtonka naczyn krwionosnych np. hamujac ich migracje lub proliferacje lub na
komorki otaczajace guza np. ograniczajac wydzielanie lub ztuszczanie z nich

czynnikow o dziataniu proangiogennym.

A kont
ab A9(B8) izotypowa

powierzchnia naczyr (%) ()

M S ab Ki
A9(B8)

Rysunek 28. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 w komdrkach B16F10 oraz
wplyw przeciwcial anty-ADAM17 na angiogeneze. Myszom podano komdrki WT, M lub S.
Czes¢ myszy, ktorym podano komorki WT otrzymywaty rowniez przeciwciata anty-ADAM17
— A9(B8), lub izotypowe — KI. Myszom kontrolnym (o) podano objetos¢ PBS réwna objetosci
zawiesiny komdrek nowotworowych. cigg dalszy opisu na nastepnej stronie
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(A) Zdjecia naczyn krwionosnych w otoczeniu guzéw B16F10 M lub S podanych ortotopowo

w prawa strone grzbietu (w dzien zakonczenia eksperymentu) (B) Analiza
immunohistochemiczna. Zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego skrawkéw guzow B16F10
M lub S barwionych przeciwciatem anty-CD31 (kolor czerwony) oraz wybarwionych
barwnikiem DAPI jader komodrkowych (kolor niebieski).
(C) Powierzchnia zajmowana przez naczynia krwionosne w obrebie skrawkéw guzow
(B16F10 M, S, WT+anty-ADAM17, WT+kontrola izotypowa) wyznaczona na podstawie
barwienia immunohistochemicznego. Jako 100% przyjeto analizowana powierzchnie
skrawka. Wyniki to wartosci srednich arytmetycznych + SD uzyskane w wyniku analizy
6 preparatow dla kazdej grupy doswiadczalnej (po 2 guzy z trzech niezaleznych
eksperymentow). W kazdym preparacie analizowano dwa przypadkowe niezachodzace na
siebie pola widzenia. *P<0,05 vs kontrola izotypowa, **P<0,001 vs M. (D) Zdjecia naczyn
krwionos$nych w otoczeniu guzéw B16F10 M lub S podanych ortotopowo do ptatka ucha (18
dzien od podania komorek).

Aby moc lepiej obserwowac proces angiogenezy komorki nowotworowe podawano
myszy takze do platka jej ucha. Ze wzgledu na brak w tym miejscu futerka, a takze
bardzo cienka skdre, naczynia byly szczegdlnie widoczne. Ze wzgleddw technicznych,
nie udalo si¢ niestety przeprowadzi¢ analizy iloSciowej dla tych wynikow. Na
zdjeciach widac¢ jednak wyraznie, ze w przypadku komdrek kontrolnych guzy nie
tylko byly wigksze, ale otaczajace go naczynia krwionosne mialy wigksza Srednice,

a takze wiecej odgalezient (Rysunek 28D).

W guzach, starano si¢ takze sprawdzi¢, czy zaleznie od poziomu biatka ADAM17,
wystepowac bedzie roznica w ilosci naczyn limfatycznych w i wokdt niego.
Nieoczekiwanie okazalo si¢, ze wykorzystywane komodrki B16F10 podane myszy,
w okresie trwania eksperymentu, nie stymulowaty limfangiogenezy na poziomie,
ktory pozwolitby to zanalizowac ilosciowo. Naczynia limfatyczne byty widoczne
tylko na pojedynczych skrawkach w bardzo niewielkiej liczbie, przewaznie na granicy
ze guza ze skora (zdje¢ nie pokazano). Proba analizy ilosciowej takich wynikow mogta
prowadzi¢ do blednych wnioskéw ze wzgledu na wystepowanie naczyn

limfatycznych tylko w pojedynczych prébkach — dlatego jej zaniechano.

122



17. Wplyw wyciszenia poziomu bialka ADAM17 w guzie i jego otoczeniu na
odpowiedz immunologiczna u myszy
Wzrost guzéw zalezny jest nie tylko od wlasciwosci samych komorek
nowotworowych, ale takze od tego co dzieje si¢ w jego otoczeniu. W wielu badaniach
wykazano np., ze podwyzszony poziom komor infiltrujacych guza (TILs) jest
zwigzany z lepszymi prognozami dla pacjentow [175], [176]. Jednak to nie ilosc,
a rodzaj komorek immunologicznych determinuje to czy beda one hamowac rozwdj
nowotworu, czy promowac jego wzrost [177].
Postawiono hipoteze, Ze wyciszenie ekspresji biatka ADAM17 na komoérkach guza
i/lub w jego otoczeniu moze mie¢ wplyw na miejscowq regulacje odpowiedzi
immunologicznej, a takze, na naplywajace do nowotworu populacje komodrek
immunologicznych.
W pierwszej kolejnosci sprawdzano, czy wzrost guza, z komorek kontrolnych lub
z wyciszona ekspresjq biatka ADAM17, a takze zastosowanie przeciwciat hamujacych
jego aktywnos¢, bedzie wywotywad u myszy réznice w ogolnej stymulacji uktadu
odpornosciowego. W tym celu w dzien przed zakonczeniem eksperymentu pobierano
krew z ogonéw myszy i poddawano analizie w analizatorze krwi. Poréwnywano
ogblna liczbe leukocytéw (WBC), a takze procentowa w ilos¢ limfocytow,
granulocytow i monocytow.
Wyniki morfologii myszy z wszystkich grup badawczych byly poréwnywalne i nie
zalezaty od poziomu biatka ADAM17 w komorkach nowotworowych ani od
podanych przeciwcial izotypowych lub A9(B8). Posréd analizowanych populacji
komodrek immunologicznych procentowo najwiecej bylo limfocytow, nastepnie

granulocytow i monocytéw (Tabela 8).
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Tabela 8. Analiza ilosci réznych typow leukocytow we krwi myszy pobranej z ogona, po 17
dniach od podania im komdérek nowotworowych

Komoérki
M S A9(BS) 170
immunologiczne
WBC (x10¢/ml) 15,7 +4,2 17,2 +5,1 14,8 +4,6 16,6 +7,3
Granulocyty (%) 33,3+9,2 26,7+ 11,1 30,5+ 8,7 23,2+ 7,8
Limfocyty (%) 62,5+11,3 68,9 8,3 64,6 +7,5 73,2+9,1
Monocyty (%) 42+1,5 44+1,2 49+33 46+23

Przedstawiono wartosci srednich arytmetycznych + SD z danych pochodzacych z trzech niezaleznych
eksperymentéw od tacznie 16 myszy w przypadku grup gdzie podawano komorki M lub Si 12 myszy
z grupy w ktérych oprocz komoérek WT podawano myszom przeciwciata A9(B8) lub IZO.

Lepszy obraz tego, jak biatko ADAM17 wptywa na komorki immunologiczne byta ich
analiza w samym guzie. Skupiono si¢ na profilu limfocytow T. Uzyskana poprzez
trawienie guza mieszaning komodrek B16F10 oraz immunologicznych, barwiono
przeciwcialami skierowanymi przeciw specyficznym antygenom. Podczas analizy,
limfocyty charakteryzowano jako komdrki na ktorych wystepowata ekspresja CD45
oraz CD3. Wsrod tej populacji rozrézniano limfocyty pomocnicze (CD4+)
cytotoksyczne (CD8+) [178], regulatorowe (CD4+, CD25+, FoxP3+) [177] oraz komorki
na ktérych wystepowata réwnoczesna ekspresja CD4 i CD8 — DP (double positive)
(Rysunek A iB).

Limfocyty T cytotoksyczne maja zdolno$¢ wywolywania apoptozy, poprzez
wydzielanie cytotoksycznych granul po zwiazaniu si¢ do specyficznych antygenéw
na powierzchni komorek nowotworowych. Limfocyty pomocnicze, zaleznie od
podtypu wydzielaja rézne cytokiny, co prowadzi do stymulowani odpowiedzi
humoralnej (limfocytow B) lub komdrkowej (limfocyty cytotoksyczne, NK, makrofagi)
Limfocyty regulatorowe odpowiedzialne sa natomiast za ttumienie zbyt nasilonej
odpowiedzi immunologicznej, a w nowotworach czesto sprzyjaja jego rozwojowi
[179]. Pochodzenie i rola w nowotworach komorek DP nie zostaty jeszcze wyjasniona.

Wydaje sig, ze moga petni¢ w nowotworach funkcje zaréwno cytotoksyczna jak
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i supresorowa. Ich wystepowanie stwierdzono u pacjentow z melanoma,

nowotworem piersi i jelita grubego [178].

Mimo obserwowanych réznic we wzroscie guzow z komorek z r6zna ekspresja biatka
ADAM17 oraz u czg$ci nowotwordow, u myszy ktorym podano przeciwciata A9(BS),
nie wykazano istotnych réznic w populacjach limfocytéw naptywajacych do guza
(Tabela 9). Posréd limfocytow, najwigeksza populacje w guzach z komoérek B16F10,
stanowia limfocyty cytotoksyczne, mniejsza pomocnicze, natomiast limfocyty
regulatorowe stanowity bardzo niewielki procent (ponizej 1%).

Zgodnie z otrzymanymi wynikami, wydaje sig¢, ze poziom biatka ADAM17
w komorkach nowotworowych, a takze w jego otoczeniu, nie wplywa na naplywajace
do guza populacje komdrek immunologicznych, a przez to na wzrost guza i jego
przerzutowanie. Jest jednak mozliwe, Ze to nie sama obecno$¢ komorek

immunologicznych, a ich aktywacja moze mie¢ znaczenie w tym procesie.

populacja CD45+ CD3+ populacja CD45+, CD3+, CD4+
1053
g 104 i _C_D_2_5_+_IFoxP3+
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Rysunek 29 Analiza cytometryczna typow limfocytow T w guzach myszy. Wykresy
przedstawiaja sposob bramkowania danych populacji na reprezentatywnej probce
z guza z komoérek M. (A) Rozrdznienie limfocytow na cytotoksyczne (CD8+)
i regulatorowe (CD4+). (B) Bramkowanie limfocytéw regulatorowych CD45+, CD3,
CD4+, CD25+, FoxP3+
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Tabela 9. Analiza ilosci r6znych typoéw limfocytéw w nowotworach myszy.

Limfocyty (%) M S A9(BS) 170
cytotoksyczne 52,2 +18,3 47,0 +22,1 61,4 +15,2 546 +11,9
pomocnicze 18,4+ 8,9 21,8 +10,2 16,2 +5,3 28,6 12,4
regulatorowe 04+03 05+04 0,7+0,5 03+0,3
DP 51+28 7,3+5,6 6,3+4,4 48 +3,7

Przedstawiono wartosci srednich arytmetycznych + SD z danych pochodzacych z trzech niezaleznych
eksperymentéw od tacznie 16 myszy w przypadku grup gdzie podawano komorki M lub S1i 12 myszy
z grupy w ktérych oprocz komoérek WT podawano myszom przeciwciala A9(B8) lub 1ZO. DP -
limfocyty CD4+ oraz CD8+.
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DYSKUSJA

Badanie wplywu wyciszenia biatka ADAM17 — modele komoérkowe

Jedna z powszechnie wykorzystywanych metod badania funkgcji biatek jest tworzenie
linii komorkowych z nadekspresja lub z wyciszona ekspresja danego biatka i ocena
wynikajacych z tego zmian fenotypowych w komorkach. Aby uzyska¢ staly
biologiczny efekt, najczesciej do genomu komorki wprowadzany jest odpowiednio
zaprojektowany transgen. Obserwowane nastepnie zmiany w funkcjonowaniu czy
morfologii komorek moga wynika¢ jednak z innej przyczyny niz zmiana poziomu
danego biatka. Transgen moze zosta¢ wbudowany w dowolne miejsce w genomie np.
w obrebie sekwengji kodujacej innego genu lub jego regiony regulatorowe,
spowodowac zmiang jego metylacji czy nawet delecje fragmentéw DNA, a przez to
wplywac na dang komodrke. Co wigcej, wprowadzenie zaprojektowanej sekwencji do
komorek moze powodowac zahamowanie dziatania innych biatek [180].

Wynika z tego potrzeba prowadzenia badan na wielu modelach komérkowych, lub
potwierdzanie obserwowanych efektow przy pomocy innych metod modyfikacji
aktywnosci bialek, takich jak np. inhibitory/stymulatory ich aktywnosci, lub szlakéw
sygnatowych, w ktérych odgrywaja kluczowa role. W opisywanych w powyzszej
pracy eksperymentach, starano si¢ potwierdzac¢ specyficzno$¢ dziatania biatka

ADAM17 na proliferacje, migracje, inwazyjnosc¢ i inne cechy komoérek LEC i B16F10.

Powszechnie uzywana i akceptowana metoda transdukgji lentiwirusowej, jako metoda
wprowadzania transgenu do genomu komdrek niesie niebezpieczenstwo wystapienia
,off-targetow” czyli wspomnianej zmiany ekspresji innego biatka niz planowano,
a takze wzbudzenia odpowiedzi interferonowej [134], [135].

W przypadku komérek LEC (sublinia L1) byta to jednak jedyna mozliwa metoda
wyciszenia ekspresji biatka ADAM17. Komorki te potrzebuja do wzrostu stosunkowo
duzej gestosci hodowli oraz maja niska wydajnos¢ transfekcji wykonywanej metodami
chemicznymi lub fizycznymi. Z tego powodu, nie wykorzystano innych metod np.
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TALEN lub CRISPRi. Cho¢ pozwalaja one na uzyskanie komdrek z nokautem
wybranego biatka, zamiast jedynie wyciszenia jego ekspresji, jednym z ich etapow
posrednich jest wzrost klonalny komorek. Aby mie¢ pewno$é, ze zastosowana
sekwencja shRNA byla specyficzna, a obserwowane cechy komoérek LEC po
transdukgji lentiwirusowej wynikaja wylacznie z wyciszenia w nich ekspresji biatka
ADAM17, stworzono dodatkowa sublini¢ komdrek LEC — L2. Wyciszenie ekspresji
badanego enzymu uzyskano w niej poprzez transdukcje komorek LEC dwoma innymi
sekwencjami shRNA. Poziom biatka w tych komdrkach utrzymywat si¢ w okolicach
50-60% w poréwnaniu do kontroli, kiedy w komorkach L1 wynosit ok. 80%. W czesci
eksperymentow zaobserwowano gradacje wplywu biatka ADAM17 zaleznie od jego
poziomu na: migracje komorek, poziom w lizatach i mediach biatek HB-EGF i TGFa.
Z kolei w innych, niewielkie zahamowanie aktywnosci ADAMI17 nie byto
wystarczajace do zaobserwowania jakiegokolwiek efektu, lub co najwyzej do
zaistnienia pewnych tendencji (roznice w adhezji komorkowej, zmiany poziomu
fancuchow integryn na btonie).

Na linii komoérkowej B16F10, oprocz wykorzystywanego modelu lentiwirusowego,
badania prowadzono takze na komorkach z nokautem ADAM17, uzyskanych metoda
TALEN oraz na populaci komdrek transfekowanych plazmidami CRISPR.
Najsilniejszy efekt zahamowania ekspresji ADAM17 na badane cechy, obserwowano
przewaznie w przypadku komodrek z nokautem tego biatka uzyskanego metoda
TALEN (komorki T). Ze wzgledu na fakt, ze jest to klon komodrkowy, nie mozna jednak
wykluczy¢, ze obserwowane efekty wynikaty nie tylko z braku w nich ekspresji biatka
ADAM17, ale takze np. z dodatkowych mutacji. Bardzo silnie wyciszenie biatka
ADAMI17 metoda lentiwirusowa, w wiekszosci przypadkéw powodowalo efekt
zblizony do komdrek T (migracja komodrek, wzrost guza u myszy po podaniu
ortotopowym) lub posredni pomiedzy nimi a kontrola (wzrost pojedynczych
komorek, wzrost w ptucach myszy po ich podaniu dozylnym). Nie jest to zaskakujacy
wynik, jako Ze mozna podejrzewal, ze nawet niewielka aktywnos¢ ADAM17 moze

wplywac¢ na uwalnianie z btony niektdrych czynnikow wzrostu czy innych biatek
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i wptywac przez to na rézne procesy w komorkach. Badania in vitro prowadzone na
modelu stworzonym metoda CRISPR pokrywaly si¢ z tymi otrzymanymi
w przypadku modeli lentiwirusowego i uzyskanych metoda TALEN. W przypadku
badan in vivo wzrost nowotworéow byt jednak zauwazalnie szybszy niz we
wspomnianych modelach, a metastaza komdrek pozostawata na podobnym poziomie
jak umyszy z guzami kontrolnymi.

Poréwnujac stworzone modele komorkowe, w ktorych wyciszono ekspresje biatka
ADAM17, z tymi opisywanymi w literaturze, zaréwno zastosowane metody jak
i poziom wyciszenia badanego enzymu wydaje sie¢ by¢ poréwnywalny.

W  wiekszosci przypadkéow szedaze te badano w ludzkich komdrkach
nowotworowych m.in.: ptuc A549 [29], watroby [181] piersi [30], [182], jajnikéw [183],
ale jej ekspresje wyciszano takze w komodrkach prawidtowych np. w linii
monocytarnej (THP-1) i izolowanych z krwi ludzkich limfocytach [184], szczurzych
komorkach miegséni gladkich naczyn [185], ludzkich komdrkach $rédbtonka naczyn
krwionosnych [186] i limfatycznych [137] czy embrionalnych nerki - HEK293T [187].
Najczesciej wykorzystywanymi metodami wyciszania ekspresji biatka ADAM17
w komorkach bylo: wprowadzanie do nich specyficznego shRNA poprzez trandukcje
lentiwirusowa [29], [181], [184], [188] lub transfekcje plazmidem [4], [30], ale czesc¢
badan przeprowadzanych bylo na komdrkach, ktére transfekowano siRNA, przez co
efekt zahamowania aktywnosci biatka ADAM17 miat charakter przejsciowy np. [183],
[185]. Uzyskiwany przez inne zespoly badawcze poziom wyciszenia ekspresji biatka
byl przewaznie stosunkowo wysoki i siegal nawet do 80-90% [29], [137], [185] chociaz
wykazano, ze nawet 40% obnizenie ekspresji tego biatka ma efekt biologiczny jak np.
zahamowanie wzrostu komoérek MCF-7 in vitro i in vivo u myszy po podaniu
$rodskornym [182]. Catkowite zahamowanie ekspresji biatka ADAM17 uzyskano
w komorkach HEK293T dzieki metodzie TALEN. W badaniach tych wykorzystywano
dwa uzyskane w ten sposob klony i nie obserwowano po miedzy nimi rozbieznosci

w wynikach eksperymentéw [187].
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Wplyw biatlka ADAM17 na wzrost i przerzutowanie nowotwordow

ADAM17 moze wptywac na proliferacj¢ komdrek poprzez dziatanie na niektore
swoje substraty, przede wszystkim czynniki wzrostu m.in. TNF, TGFa, AREG,
HB-EGF, EREG [34], [189]-[192]. W nowotworach, gdzie jego ekspresja jest czesto
podwyzszona, mozna si¢ wiec spodziewac przyspieszenia podzialéw komorkowych.
Takie obserwacje otrzymano m.in. w badaniach in vitro na liniach z nadekspresja
ADAM17: komorkach nowotworu piersi MCF-7 [37] czy komorkach raka prostaty
PC-31DU145 [53]. Z kolei w komorkach: raka piersi MDA-MB-435 [37], MDA-MB-231
[30], T4-2 [190] i MCE-7 [28], watroby - SMMC-7721 [171], ptuc — NSCLC [29] i glejaka
- U87 [54], wyciszenie ekspresji ADAM17 powodowato zahamowanie podziatoéw
komodrkowych i ograniczenie inwazyjnosci. W niektorych badaniach jednak, zmiana
ekspresji ADAM17 nie wplywata w ogdle na proliferacje komorek nowotworowych
[4], [44]. Jako mechanizm tlumaczacy wplyw biatka ADAM17 na wzrost komodrek
nowotworowych, a w niektdrych przypadkach takze ich inwazyjnosc¢ i tempo migracji
wskazywana jest najczesciej aktywacja osi sygnatlowej EGFR/PI3K/Akt przez substraty
biatka ADAM17: TNF [37], [192], TGFa [54], [190], AREG [190]-[192]. Wykazano takze,
ze w komdrkach nowotworowych piersi wystepuje korelacja miedzy poziomem biatka
ADAM17 a ekspresja urokinazowego aktywatora plazminogenu (uPa) -
prawdopodobnie poprzez jego aktywacje poprzez uwalnianie z blony substraty
ADAM17 — AREG i TNF [37], [193]. UPa, poprzez przeksztatcanie plazminogenu
w plazming, wplywa na trawienie macierzy zewnatrzkomoérkowej, co ulatwia
migracje komdrek nowotworowych, a przez wiazanie si¢ do swojego receptora moze
stymulowac takze adhezje, migracje i proliferacje komorek [194]. Biatko uPa moze
rowniez aktywowac receptor EGFR i przez to stymulowad te procesy [193]. AREG
moze tez indukowac aktywnos¢ receptorow sprzezonych z biatkami G (GPCR) a przez

to ich transaktywacje receptora EGFR [195].
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Podczas badan opisanych w niniejszej pracy nie zaobserwowano wptywu ADAM17
na proliferacj¢ komorek LEC, niezaleznie od warunkow ich hodowli. Poczatkowo, nie
stwierdzono takze rdéznic w proliferacji miegdzy komdrkami o réznym poziomie
ekspresji ADA17 w subliniach B16F10. Eksperymenty te prowadzono jednak
w stosunkowo duzej gestosci hodowli, co mogto wptyna¢ na obserwowany efekt.
Kiedy komorki wysiano tak, aby obserwowac wzrost klonalny, zaré6wno w warunkach
zaleznych (zaadherowane do plytki), jak i niezaleznych od podloza (zawieszone
w agarze), brak lub niski poziom ekspresji ADAMI17 powodowal ograniczong
proliferacje i prawdopodobnie takze nizsza przezywalnos¢ komodrek. W obu
przypadkach obserwowano mniej klonow komorek S i ich mniejsza powierzchnie -
zawieraly mniejsza liczbe komorek (Rysunek 19). Podobny wynik uzyskata grupa,
ktora do hodowli réznych typow komorek ludzkiego raka piersi dodata przeciwciato
monoklonalne hamujace aktywnos¢ ADAM17 [59]. W przypadku linii HCC1937,
zaréwno liczba kolonii, jak i ich powierzchnia po 7 dniach hodowli byla mniejsza,
w porownaniu do komodrek hodowanych z przeciwcialem kontrolnym. W innej linii,
HCC1143, zahamowanie aktywnosci ADAM17 zmniejszylo jedynie powierzchnie
kolonii — spowolnito wzrost komorek, przy prawdopodobnym braku wplywu na ich
przezywalnos¢. Jako powdd zahamowania wzrostu komdrek sugerowano
ograniczenie uwalniania z komorek biatka TGFa, a przez to obnizony poziom
aktywagji receptora EGFR [59].

W przypadku komérek B16F10 za obserwowany efekt musi odpowiadad jednak inny
mechanizm niz stymulacja osi sygnalowania wynikajaca z aktywacji receptora EGFR
przez czynniki wzrostu, gdyz w analizie RT-PCR nie stwierdzono jego ekspres;ji
w tych komorkach. Dodatkowo, przeprowadzone eksperymenty dotyczace
proliferacji sublinii B16F10 wskazuja, Ze to nie substancje wydzielane do medium za
sprawa ADAM17 wplywaja na réznice wzrostu w komorkach kontrolnych lub z niska

ekspresja tego biatka. Okreslenie tego mechanizmu wymaga jednak dalszych badan.
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Biatko ADAM17 moze wplywac na komorki nowotworowe w inny sposob niz przez
aktywacje receptora EGFR przez swoje substraty, co udowodniono takze w innych
badaniach. W jednym z nich myszom atymicznym podano komorki Colo205,
nieposiadajace ekspresji tego receptora, a nastgpnie podawano przeciwciato
monoklonalne, hamujace aktywnos¢ biatka ADAM17 lub receptora EGFR. U pierwszej
grupy zaobserwowano silne spowolnienie wzrostu guza w poréwnaniu do myszy
kontrolnych, natomiast w drugiej, podane przeciwciala nie mialy znaczenia dla
wzrostu guzoéw. Sposob, w jaki biatko ADAM17 wplywa na wzrost tych komorek
nowotworowych nie zostat do tej pory wyjasniony, jednak autorzy pracy, jako
mozliwy mechanizm, sugeruja jego wplyw na jego prawdopodobny substrat - biatko
PTPRS [196]. Petni ono role supresorowa w przypadku nowotwordw jelita [197], ajego
niski poziom na btonie komoérek nowotworowych OE21 znaczaco wzrastat po
zahamowaniu w nich aktywnosci sekretazy ADAM17 [196].

Innym proponowanym mechanizmem, w jaki ADAM17 moze wplywac na rozwdj
nowotworow w sposob niezalezny od EGFR, jest jego rola jako szedazy dla biatek,
ktérych uwalnianie z blony komdérkowej moze posrednio stymulowaé w komdrkach
nowotworowych utrzymanie ich fenotypu komorek macierzystych (tzw.
nowotworowe komorki macierzyste - CSC). Mimo, ze istnienie takiej populacji
w guzach litych nie jest udowodnione, to w badaniach wskazuje sig, ze to wtasnie
niezrdéznicowane, samoodnawiajace si¢ komdrki CSC sa odpowiedzialne za
inwazyjny charakter nowotworu i jego przerzutowanie [9]. Substratami biatka
ADAM17, ktére moglyby odgrywac role w tym mechanizmie sa np. Jagged-1, Jagged-
2, DLL1 i FZDé6 [196]. Wykazano m.in., ze uwolnione przez szedazg ADAM17
z komorek sréddbtonka lub nowotworu biatko Jagged-1 stymuluje aktywnos¢ Notch,
co z kolei bezposrednio wptywa na utrzymanie fenotypu CSC przez komorki

nowotworowe jelita grubego [198] czy glejaka wielopostaciowego [170].

Podwyzszona ekspresja ADAM17, wplywa silnie nie tylko na proliferacje, ale

rowniez na migracje komodrek. Badania wskazuja, Ze dzieje si¢ to, podobnie jak
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w przypadku stymulacji ich wzrostu, poprzez aktywacje receptoréw ErbB przez
substraty ADAM17: TGF« [30], [199], AREG [191], HB-EGF [186], NRG [4].

Stymulacja komorek MBE mediami znad hodowli kontrolnych komodrek czerniaka,
przyspieszata ich wzrost i migracje w porownaniu do tych, do ktérych dodawano
media z nad hodowli komorek S. Sugeruje to, ze badane sublinie r6znia si¢ iloscia
uwalnianych czynnikdw wzrostu, a przez to aktywacja receptoréw ErbB. Hipoteze te
potwierdza rowniez eksperyment, w ktérym tworzenie si¢ pseudokapilar na
matrigelu przez komoérki MBE po stymulacji mediami z nad komdrek kontrolnych,

zostalo zahamowane przez dodanie inhibitora aktywnosci EGFR (Rysunek 22D).

W  przeprowadzonych eksperymentach, zahamowanie aktywnosci ADAM17
wplynelo takze na ograniczenie ruchliwosci komodrek B16F10. Dodanie do hodowli
komorek z niska ekspresja ADAM17 mediow znad komorek kontrolnych, nie
przyspieszato szybkosci ich migracji. Wskazuje to na inny niz stymulacja receptoréw
ErbB mechanizm, poprzez jaki ADAM17 wptywa na migracje tych komorek.

Jako czasteczki adhezyjne wplywajace na ruch komoérek i adhezje do macierzy
zewnatrzkomorkowej wymienia si¢ m.in. integryny [200]. ADAM17, poprzez swoja
domene dezintegrynowa moze oddziatywac z niektérymi z nich. W doswiadczeniach
in vitro pokazano, ze biatko ADAM17 moze promowac¢ adhezje komdrek poprzez
oddziatlywanie z integryna a5p31 na sasiednich komorkach — odziatywanie trans, za$
w komodrkach HelLa z nadekspresja tej integryny wystepuje ich kolokalizacja
wskazujac na mozliwe oddzialywanie cis (na tej samej komorce) [10]. Dodatkowo
wykazano, ze ADAM17 wptywa na zwigkszong migracje i inwazyjno$¢ komérek HCC
(nowotworu watroby) poprzez aktywacje sygnalowania poprzez integryne 1. Ma to
miejsce prawdopodobnie dzieki uwalnianiu z blony biatka Notch-1, co aktywuje
przekaz sygnatu zalezny od tego biatka [201]. Oprocz wptywu na adhezje i migracje
komodrek, oddziatywanie ADAM17 z integrynami moze wplywac na inne procesy
w komorkach. Udowodniono np., ze oddziatywanie tego biatka z integryna a5f1
moze hamowac jego aktywnos¢ jako szedazy. Przy wyciszonej ekspresji a501
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w  komorkach mezangialnych, stymulowane przez aktywacje receptora
serotoninowego 1D biatko ADAM1Y7 silnie uwalnialo z blony HB-EGF. Nadekspresja
integryny a5B1 catkowicie hamowata wspomniany proces. W testach
bezkomodrkowych pokazano dodatkowo, ze aktywnos¢ biatka ADAM17 jest zalezna
wprost proporcjonalnie od ilosci integryny a5@31, a nawet samego fancucha 1 [9].
Wykazano rowniez, ze ADAM17 moze oddzialywac z integryna a6p1 na tej samej
komorce. Wigzanie to silnie stymulowato ADAM17 do uwalniania z btony czynnikéw
wzrostu: HB-EGF oraz TGFa. Postuluje sig, Ze proces ten ma szczegdlne znaczenie
w prawidtowym rozwoju ptuc [202]. Nie wiadomo jednak czy funkcja biatka ADAM17
jako dezintegryny odgrywa jakakolwiek role w migracji komodrek B16F10.

Substratami biatka ADAM17 jest wiele czastek adhezyjnych, ktérych nadekspresja
czesto obserwowana jest w nowotworach: m.in. ALCAM [203], CD44 [204], I-CAM
[205], JAM-A[206]. Aktywnos¢ badanej szedazy mogtaby wiec wptywac na ilos¢ tych
biatek na blonie komdrek, a przez to na oddzialywanie z podtozem lub sasiednimi
komoérkami i ich zdolno$¢ do migracji [1], [180]. W przypadku komorek B16F10
pokazano, ze z sposrdd substratéw ADAMI17, mogacych wplywa¢ na migracje
komorek, posiadaja one ekspresje m.in: E-kadheryny [207], NCAM[208], PECAM[209]
i CD44 [210]. Nie sprawdzono jednak, czy na wykorzystywanych w naszych
eksperymentach komdrkach réwniez zachodzi ekspresja tych czasteczek adhezyjnych,
ani czy ich poziom na btonie komdérkowej skorelowany jest z aktywnos$cia biatka

ADAM17.

Wplyw ADAM17 na nowotwory zaobserwowano takze in vivo. W powyzszej
pracy prowadzono badania na dwdéch modelach zwierzecych, podajac komorki
B16F10 w rozny sposob. Eksperymenty wykonane na embrionach danio
pregowanego, pozwolily na wyciagniecie ciekawych wnioskow. Co wiecej, uzyskane
wyniki pozostajg w zgodzie z tymi otrzymanymi podczas badan na modelach mysich.
W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze komdrki B16F10 maja zdolnos¢ do

migracji z miejsca iniekgji, najpierw do okolic aorty embrionu, a nastepnie w obszar
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glowowy, a takze z krwioobiegiem do czesci srodkowej i ogonowej. Przezycie
komorek nowotworowych w krwiobiegu i ich dotarcie do odlegtej czesci organizmu,
uznano za wyznacznik zdolnosci przerzutowania i przezycia w nowej niszy. Komorki
bez lub z niska ekspresja ADAM17, w poréwnaniu do komorek kontrolnych,
migrowaly do krwiobiegu rzadziej i/lub wolniej, co wskazuje na ich mniejszy potencjat
do przerzutowania.

Do tej pory nie badano roli ADAM17 w kontekscie rozwoju nowotworéow w modelu
danio pregowanego. Jednak w badaniach nad komorkami guza watroby Bel-7402,
zastosowanie inhibitora angiogenezy — batimastatu, ktéry dziata na metaloproteinazy,

w tym ADAM17, widocznie zahamowalo rozwdj nowotworu w tym modelu [211].

Potwierdzenie wplywu biatka ADAMI17 na zdolno$¢ komoérek do inwazji
i zwigkszenia potencjatu metastatycznego uzyskano takze, podajac komorki B16F10 —
kontrolne lub z obnizong ekspresja ADAM17, do zyly ogonowej myszy. Jest to znany
sposob na ocene zdolnosci do osiedlania si¢ komorek nowotworowych, szczegdlnie
jako modelu tworzenia wtornych ognisk nowotworu. Komoérki podane dozylnie
muszg przezy¢ w krwiobiegu, dotrze¢ do odleglego organu i tam rozpoczac
proliferacje [212]. Jest to podobna droga, jaka musza pokona¢ przerzutujace komorki
nowotworowe. Wedlug innej teorii, komorki podane dozylnie wiezna w drobnych
zytach plucnych i tam rozpoczynaja wzrost [174]. Nie mniej jednak, model ten
pozwala na poréwnanie zdolnosci do zasiedlania i wzrostu nowotworow w nowej
niszy, a takze jest szczegdlnie przydatny w badaniach nad skutecznoscig terapii
antynowotworowych [213]. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki w tym modelu
eksperymentalnym pokrywaja si¢ z tymi otrzymanymi in vitro w tescie wzrostu
pojedynczych komorek. Brak aktywnosci ADAM17 nie tylko ograniczyt liczbe kolonii
w plucach, ale tez wptywatl na ich wielko$¢. Moze to $wiadczy¢, ze zahamowanie
aktywnosci biatka ADAM17 w komodrkach nowotworowych moze ograniczy¢ ich
zdolnos¢ do tworzenia przerzutéw np. poprzez ograniczenie ich przezycia poza

guzem pierwotnym.
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Badanie przerzutowania w powyzszych modelach opieralo si¢ na pewnych
charakterystycznych cechach komorek nowotworowych, takich jak zdolnos¢ do
adhezji, migracji czy proliferacji. Aby jednak uzyska¢ pelny obraz wptywu biatka
ADAMI17 na wzrost guza i jego przerzutowanie, konieczne bylo podanie komorek
ortotopowo. Pozwala to na uzyskanie warunkow zblizonych do tych, w jakich rozwija
sie zwykle nowotwdr, a takze na obserwowanie wplywu uktadu immunologicznego
na ten proces. Komodrki B16F10 z r6zna ekspresjs ADAM17 podawane byly wiec
srodskdrnie w dole grzbietu lub do ptatka ucha myszy. Pozwolilo to na obserwacje
procesOw wzrostu, angiogenezy i przerzutowania czerniaka. Wszystkie te procesy
zostaly spowolnione w przypadku podania komoérek z niska ekspresja biatka
ADAM17. Duzo mniejsza rdéznice we wzroscie zaobserwowano jednak w przypadku
komoérek C (stworzonych metoda CRISPR). Mozna to wytlumaczy¢ faktem, ze
w populacji komorek C1 pozostawaly rowniez te z wysoka ekspresjq biatka ADAM17
i jego aktywnos¢ na ich powierzchni byla wystarczajaca do zachodzenia pewnych
procesow. Istotne jest, ze komodrki C1 wyizolowane z guza, jako populacja wciaz
posiadaty niski poziom ADAM17 (danych nie pokazano). Sugeruje to, ze nie doszto
do selekcji komorek - a wigc te z wyzszym poziomem ADAMI17 nie zaczely rozwijac
sie szybciej. Mogly stworzy¢ jednak odpowiednie $rodowisko do rozwoju
nowotworu. Dlatego tez ten wynik nie przekresla hipotezy, zgodnie z ktdéra brak
aktywnosci ADAM17 wplywa na opOznienie zagniezdzania si¢ komdrek
nowotworowych w nowej niszy lub rozpoczecia przez nich proliferacji.

Wplyw ekspresji ADAM17 na rozwdj nowotwordow in vivo byt juz badany, szczegolnie
u myszy atymicznych, ktédrym podawano ludzkie komoérki nowotworowe
z zahamowang ekspresjq biatka ADAM17 [28], [29], [54], [182]. Pokazane w tych
pracach krzywe wzrostu nowotworéw wskazuja, ze brak aktywnosci ADAMI17
w komorkach, w poréwnaniu do komorek kontrolnych, spowalniat ich wzrost przez
caly czas trwania eksperymentu. Nieco inaczej zalezno$¢ ta wygladata w naszych
doswiadczeniach. U myszy, ktorym podano komorki z niska ekspresja biatka

ADAM17, obserwowano opoznione o kilka dni pojawienie si¢ wyczuwalnego guza,
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w porownaniu do myszy ktéorym podano komorki kontrolne. Jednak od chwili jego
pojawienia sig¢, tempo wzrostu guzéw wywodzacych si¢ z obu sublinii byto
poréwnywalne. Wskazuje to na istotng role biatka ADAM17 w implantacji komorek
B16F10 i rozpoczecia przez nich wzrostu w nowej niszy raczej niz ich bezposredni
wplyw na tempo proliferacji.

Z eksperymentdw wykonywanych na myszach atymicznych, ktérym podano komorki
z zahamowana ekspresja biatka ADAM17 nie mozna wyciaga¢ wnioskow dotyczacych
wplywu ukltadu immunologicznego na rozwoj nowotworu. Dlatego tez
w opisywanych w tej pracy badaniach starano si¢ okresli¢, czy poziom ekspresji
ADAM17 wptywa na ilo$¢ i rodzaj komorek immunologicznych naptywajacych do
guza.

Wigkszo$¢ komorek infiltrujacych guz to limfocyty T: pomocnicze CD4+,
cytotoksyczne CD8+ i regulatorowe CD4+ FoxP3, ale znajduja si¢ tam takze limfocyty
B, komorki NK i makrofagi. Liczebnosé, wzajemny stosunek ilosci populacji danego
typu moze i ich lokalizacja moze wptywad na rokowania pacjenta [176], [214], [215].
W nowotworach piersi stwierdzono np., ze wieksza ilos¢ TIL, a w szczegodlnosci
komorek NK koreluje z bardziej zaawansowanym stadium jego rozwoju i zwigzany

jest z gorszymi prognozami przezycia [216].

W niniejszej pracy okreslono poziom gtéwnych typéw limfocytéow T, jednak nie
stwierdzono réznic w ich procentowej ilosci pomiedzy badanymi grupami — w guzach
z komoérek M i S, a takze w przypadku guzow uzyskanych od myszy, ktéorym
podawano przeciwciata hamujace aktywnos¢ ADAM17 lub kontrolne.

ADAM17 moze uwalnia¢ z blony komdrek nowotworowych ligandy wazne dla
aktywagji limfocytow T cytotoksycznych takich jak ULBP2 [217] i MICA [218], ktorych
ekspresje stwierdza si¢ w komorkach czerniaka. Mozliwe wiec, Zze jego ekspresja

wplywa nie na ich ilos¢, ale na ograniczenie aktywnosci cytotoksyczne;.

137



W toku badan zaobserwowano réznice w melanogenezie w komoérkach B16F10,
zaleznie od ich poziomu biatka ADAM17. Szczegolnie widoczne byto to przy wzroscie
pojedynczych komorek in vitro i in vivo (model ptucny). Komorki kontrolne szybko
stawaly si¢ ciemne od melaniny, w przeciwienstwie do komorek bez lub z niska
ekspresjia ADAM17, gdzie byla ona widoczna tylko w pojedynczych komorkach
i pojawiata si¢ znacznie wolniej. W literaturze pokazany zostal wpltyw inhibitora
ADAM17 na to zjawisko, na przykladzie pierwotnych komorek keratynocytow —
NHEM. Prawdopodobnie wynika to z wptywu ADAM17 na biatko PMEL17 (gp100).
Ta glikoproteina odpowiedzialna jest za tworzenie w melanosomach macierzy -
,wldkienkowego rusztowania”, na ktdrym moze gromadzi¢ si¢ melanina. Brak
aktywnosci ADAM17 posrednio powoduje zaburzenie funkgji tego biatka poprzez
wplyw na jego C-konicowa domeng, a przez to na budowe owego rusztowania [219].
Ta obserwacja moze miec istotne znaczenie w kontekscie wykorzystania inhibitoréw
ADAM17 w leczeniu czerniaka. Wykazano, ze silniejsze upigmentowanie komdrek
jest obserwowane u pacjentdw z gorszymi prognozami, w zaawansowanych stadiach
nowotworu [220]. Dodatkowo, duza zawartos¢ melaniny w komdrkach uniemozliwia
zastosowanie takich terapii jak radioterapia i zmniejsza skuteczno$¢ chemioterapii
i terapii fotodynamicznej [221], co wynika ze zdolnosci melaniny do pochlaniania
promieniowania i hamowania dzialania wolnych rodnikéw. Zahamowanie
melanogenezy moze wptynac na lepsze wyniki leczenia pacjentéw z czerniakiem tymi
metodami [220].

Trzeba jednak zaznaczy¢, ze w przypadku przeprowadzonych w tej pracy badan, przy
podawaniu komdrek myszom ortotopowo i w duzej ich liczbie, po 3 tygodniach
eksperymentu, wszystkie guzy byly jednakowo ciemne niezaleznie od uzytej sublinii

komorek B16F10.

Wplyw biatka ADAM17 na proces angiogenezy

W opisanych eksperymentach, biatko ADAM17 miato bardzo silny wptyw na komorki

srodbtonka naczyn krwionosnych. W eksperymentach in vivo ograniczenie

138



aktywnosci ADAM17 zaréwno przez zmniejszenie jego ekspresji, jak i poprzez
przeciwciala monoklonalne, silnie hamowalo nowotworowa angiogeneze, co
wykazano przez histologiczng analize tkanki nowotworowej (Rysunek 28B).
W poprzednich badaniach naszego zespotu, dotyczacych wplywu ADAMI17 na
komorki mysiego guza jelita grubego MC38, rowniez stwierdzono, ze jego poziom byt
istotny dla ukrwienia guza i jego okolic [4]. Dodatkowo, komorki srédbtonka MBE
stymulowane mediami z nad hodowli B16F10 z ograniczona aktywnoscia biatka
ADAM17 tworzyly duzo mniej pseudokapilar w matrigelu oraz migrowaly znacznie
wolniej w porownaniu do komoérek stymulowanych medium z nad kontrolnych
B16F10 (Rysunek 22). Dodatkowo, w komdrkach B16F10 zahamowanie ekspresji
ADAM17 wigzato si¢ z obnizeniem poziomu wydzielanej do medium rozpuszczalnej
formy VEGFA.

W kilku pracach pokazywano juz, ze ADAM17 moze wplywac na ekspresje VEGFA
na drodze réznorodnych mechanizmow. W keratynocytach wynikato to z aktywagji
kinazy MAPK poprzez czynnik AP-2, aktywowany przez TGFa uwalniany przez
ADAM17 [165]. W komodrkach raka piersi [30] i glejaka [54] stwierdzono, ze poprzez
ztuszczanie TGFa, aktywowany zostaje szlak EGFR-PI3K-Akt, ktory reguluje
ekspresje czynnika HIF-1, wplywajacego bezposrednio na ekspresje VEGFA.
W badaniach tych wykazano, ze poziom biatka ADAM17 jest skorelowany zaréwno
z poziomem ekspres;ji jak i jego wydzielaniem z komorek nowotworowych.

Oprécz wptywu ADAM17 na uwalnianie przez komodrki nowotworowe substancji
proangiogennych, poziom tego biatka ma znaczenie takze w samych komorkach
$rodbtonka. Grupa Carla Blobela pokazata, ze komdrki srodbtonka wyizolowane
z myszy z warunkowgq delecja ADAM17 (myszy Adaml7flox/flox/Tie2-Cre) mialy
ograniczong zdolnos¢ do tworzenia pseudokapilar w matrigelu, ktora jednak
wzrastala po dodaniu do hodowli HB-EGF. Co ciekawe, u zwierzat tych, wzrost guza
z podanych im komorek B16 byl znacznie ograniczony, w poréwnaniu do myszy
kontrolnych, mimo, ze nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w gestosci

naczyn krwionosnych wokot guza [52]. Na role biatka HB-EGF w opisanych procesach
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wskazuja tez badania przeprowadzone na linii HUVEC [26]. Na tych komorkach
wykazano tez, ze zahamowanie w nich ekspresji ADAM17, poprzez transdukcje
siRNA, ograniczalo ich proliferacje oraz tworzenie przez nie pseudokapilar
w matrigelu i zdolnos¢ do inwazji in vitro, poprzez hamowanie aktywacji MMP-2,
zardbwno w sposoOb niezalezny, jak i zalezny od VEGF. Mechanizm tego zjawiska nie
zostal jeszcze doktadnie wyjasniony [25].

Wplyw biatka ADAM17 na angiogeneze nie ogranicza si¢ tylko do aktywnosci
opisanych wyzej bialek. Stwierdzono, ze zahamowanie aktywnosci ADAM17
w ludzkich komdrkach $rédbtonka naczyn wtosowatych serca HMvVECs, prowadzi
w nich do zwigkszenia ekspresji negatywnego regulatora angiogenezy,
trombospondyny-1 (TSP1). Z kolei stymulacja aktywnosci ADAM17 prowadzi do
odwrotnej zaleznosci — zmniejszenia ekspresji TSP1 i nasilenia procesu angiogenezy.
Moze by¢ ona ponownie hamowana egzogennym dodaniem TSP1. Mechanizm
dziatania tego zjawiska, na te chwile nie zostat jeszcze wyjasniony [222]

Opisane wyzej badania wskazuja na fakt, Zze aktywnos¢ ADAMI17 zaréwno
w komdrkach nowotworowych jak i srodblonka sprzyja angiogenezie, a zahamowanie

jego aktywnos$ci moze ten proces ograniczac.

Kolejnym dowodem na to, ze biatko ADAM17 poprzez ztuszczanie swoich substratow
lub posrednio wplywajac na ekspresje innych bialek moze mie¢ znaczenie
w patologicznej angiogenezie, byly eksperymenty wykonane na modelu danio
pregowane. Badania angiogenezy nowotworowej, a szczegdlnie jej pierwszych
stadidow, stymulowanej komorkami czerniaka byly juz wielokrotnie podejmowane
w tym modelu. Pokazano, ze nawet pojedyncza komdrka czerniaka, ktora znajduje sie
poza obszarem pierwotnego guza, moze wywolywa¢ powstawanie nowych naczyn
krwionos$nych [223]. Dodatkowo, kiedy wstrzykiwano nieprzerzutujace komorki B16,
do wywolania angiogenezy konieczne byto od 100 do 300 komorek. W przypadku
przerzutujacych B16F10 wystarczato do tego nawet 15-30 komorek [224]. W naszych

eksperymentach, aby zaobserwowac ten efekt u ok. 40 % embrionéw konieczne byto
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podanie ok. 150 komorek. Mniejsza ilosci komorek potrzebnych do wywotania
angiogenezy w tym modelu wynika¢ moze z miejsca ich podania — nie do przestrzeni

okotozottkowej, ale do kanatu cuviera (gdzie przebiega zyla gléwna) [115], [224].

Wiarygodnos$¢ i sens badania wplywu komdrek nowotworowych na angiogeneze
w modelu danio pregowanego potwierdzaja takze prace, w ktdrych obserwowano
wywolanie zjawiska angiogenezy lub/i jego nasilenie w zaleznosci od inwazyjnego
charakteru guzow [166], [167], [225]-[228]

W  naszych badaniach komodrki kontrolne powodowaly tworzenie sie
nieprawidlowosci w rozwoju zyty SIV w postaci dodatkowych naczyn u wiekszej
liczby embrionow, niz komérki z niskim poziomem ADAM17 (Rysunek 23). Mimo,
ze nie wykazano jakie czynniki proangiogenne byly za ten proces odpowiedzialne, sa
to prawdopodobnie substraty ADAM17. W modelu danio pregowane pokazano
rowniez, ze hamowanie aktywnosci receptora EGFR poprzez jego specyficzne

inhibitory, moze ograniczac¢ proces angiogenezy [229], [230].

Wplyw biatka ADAM17 na proces limfangiogenezy

Komorki guza, ktore w skutek mutacji zdolne sg odlaczy¢ sie od guza pierwotnego,
moga spowodowacd powstanie wtdérnych ognisk nowotworowych, jesli przezyja i beda
zdolne do podjecia proliferacji w nowej niszy. Badania wskazuja, ze komorki
nowotworowe moga tworzy¢ odlegle przerzuty poprzez (i) ich transport naczyniami
limfatycznymi do weztéw chlonnych, a stamtad z ukladem krwionosnym lub
limfatycznym do innych organow (ii) pomijajac uktad limfatyczny, dostajac sie do
innych miejsc w organizmie prawdopodobnie przez uktad krwionosny. Na istnienie
obu tych drég przerzutowania wskazujg ostatnie badania. Wykazano, ze u 65%
pacjentow z nowotworem jelita grubego, komorki nowotworowe w przerzutach byty
innymi subklonami komdrek z guza pierwotnego, niz te, ktére znajdowaly sie
w wezlach chtonnych. U 35% pacjentdéw, zidentyfikowano klony komérek guza w

weztach chionnych jako te, ktdre rozprzestrzenily si¢ w organizmie i byty

141



odpowiedzialne za wzrost guza poza ogniskiem pierwotnym [231]. Badania te
wymagaja jednak potwierdzenia na wigkszej grupie pacjentow i w innych typach
nowotworow.

Czesto zdarza sig, ze naczynia powstajace wokol, a zwlaszcza we wnetrzu guza, sa
zapadnigte lub niedrozne [72]. U myszy, ktérym podano komorki B16F10
z nadekspresja VEGFC stwierdzono, ze zadne z powstalych w guzie naczyn nie jest
funkcjonalne i nie jest zdolne do zbierania i transportowania limfy. Wykazano, ze
naczynia powstate na obrzezach guza lub w jego okolicy nie tylko sa drozne, ale takze
w 40% z nich wystepowaly proliferujace komodrki LEC, wskazujac na ciagla ich
przebudowe i dalszy rozwd¢j [232]. Niektdre badania pokazuja, Zze sama
limfangiogeneza nie jest konieczna do przerzutowania komdrek droga naczyn
limfatycznych, jednak proces ten moze im utatwia¢ przedostawanie si¢ do ukladu
limfatycznego [233], [234]. W rozwoju guza moga mie¢ znaczenie jednak nawet
niefunkcjonalne naczynia limfatyczne. Udowodniono, ze moga one wptywac na
ograniczenie odpowiedzi immunologicznej w okolicy guza m.in. poprzez wysoka
ekspresje PD-L1 [235], a dzigki wydzielanych przez nie réznych chemokinach moga

promowac kierowanie si¢ komdrek nowotworowych do weztéw chionnych [164].

Do tej pory bardzo niewiele bylo wiadomo na temat wptywu biatka ADAMI17 na
rozwd¢j naczyn limfatycznych. W opisanych w tej pracy eksperymentach na
komoérkach LEC stwierdzono, ze ADAM17 wplywa na ich migracje, adhezje do
fibronektyny, kolagenu i plastiku oraz zdolno$¢ do inwazji i tworzenia wypustek
w modelu 3D.

ADAM17 moze wplywaé na zdolnos¢ do adhezji i migracji komorek naczyn
limfatycznych poprzez ré6zne mechanizmy: (i) uwalnianie z btony czynnikow wzrostu
aktywujacych receptory ErbB, a przez to na ich o$ sygnatowania i regulowanie przez
to procesdow zachodzacych w komodrkach, (ii) poprzez biatka adhezyjne na
powierzchni LEC, ktére sa jego substratami (iii) na drodze oddzialywania
z integrynami oraz (iv) przez posredni wptyw na stymulacje aktywnosci lub ekspresji
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biatek zaangazowanych w procesy migragji.

(i) W badaniach nad liniag LEC bardzo wyraznie widoczna byta réznica w poziomie
czynnika wzrostu HB-EGF w postaci rozpuszczalnej lub zwiazanej z blonag
w komorkach z niska lub wyjsciowa ekspresja ADAM17. Zahamowanie receptorow
EGFR i HER2 znosito réznice w potencjale migracyjnym badanych sublinii komorek
LEC wskazujac, ze ten lub dodatkowo inne czynnik wzrostu dziatajace na receptory
HER maja wptyw na zdolno$¢ migracji komorek LEC. Na proces migracji tych
komorek wplywacd tez moga inne biatka z rodziny czynnikéw wzrostu.

(ii) Na komoérkach LEC wykazano obecnos$¢ takich biatek adhezyjnych jak ALCAM,
CD44, JAM-A bedacych substratami biatka ADAM17. Réznice w ich poziomie
pomiedzy komodrkami kontrolnymi i tymi o niskim poziomie biatka ADAM17
wykryto tylko w przypadku biatka JAM-A. Teoretycznie, jako ze ADAM17 ztuszcza
je z blony komorkowej, powinno by¢ go mniej w lizatach komdrek kontrolnych
w poréwnaniu do komodrek z niska ekspresja ADAMI17, co mogloby tlumaczy¢
obserwowane réznice w szybkosci poruszania si¢ komorek. Jak stwierdzono, poziom
btonowej formy JAM-A na komorkach nowotworowych piersi jest odwrotnie
proporcjonalny do ich zdolnosci do migracji [236]. Nieoczekiwanie jednak
w komodrkach LEC biatka tego byto wigcej nie tylko w mediach, ale takze w lizatach
komorek K (Tabela 2 sup).

(iii) ADAM17 moze wplywac na wzajemne interakcje komodrek oraz ich adhezje do
ECM poprzez wplywanie na aktywnos¢ niektorych integryn czy oddziatywanie z nimi
[9], [201], [202]. W lizatach komorek kontrolnych LEC stwierdzono znaczaco wyzszy
poziom tancuchow integryn (33 i 34. Wyzszy poziom tancucha (34 na btonie wykazano
takze w tescie wigzania si¢ komérek LEC do immobilizowanych przeciwcial anty-
integryny (Rysunek 15A). Nie jest wiadome, czy wptywa to na efekt biologiczny i czy
np. tworzy sie przez to wiecej biatek integrynowych poprzez tfaczenie sie z taricuchami
a. W badaniach pokazano, ze np. a634 promuje migracje komorek, bezposrednio
wplywajac na ich szkielet aktynowy, a takze poprzez dziatanie na czasteczki

sygnatowe stymulujace migracje komorek przez szlak PI3-K [236]. Mozliwe jest takze,
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ze ADAM17, poprzez oddzialywanie tancuchem integrynowym a5 na tej samej
komoérce, uniemozliwia jej oddzialtywanie =z podlozem czy macierza
zewnatrzkomorkowa [10]. Przy braku ekspresji badanej metaloproteazy, w wyniku
nieobecnosci takich oddziatywan, zwigkszona moglaby zosta¢ adhezja komorek LEC
do podtoza, a przez to migracja komorek bytaby wolniejsza, co zaobserwowano
w przeprowadzonych doswiadczeniach.

(iv) Dodatkowo, w badaniach nad komdrkami LEC wykazano, ze ADAM17 posrednio
moze wpltywac na poziom réznych biatek w komorce, niebedacych jego substratami.
Moze dzia¢ sie tak w przypadku biatka BIG-H3, ktérego nadekspresje stwierdzono
w komorkach z niskg ekspresja ADAMI17. Znaczenie tego biatka w adhezji LEC
udowadniano juz wczesniej. Wykazano, Ze jego poziom znaczaco rosnie podczas
hodowania komorek LEC w warunkach hipoksji i prawdopodobnie jest jednym
z gléwnych czynnikéw odpowiedzialnych za zwigkszenie adhezji pomiedzy nim
a komodrkami nowotworowymi (co pokazano na przykladzie komorek guza ptuc)
w poréwnaniu do komoérek rosnacych w standardowych warunkach [237]. Biatko BIG-
H3 uznano takze za istotne w promowaniu adhezji komorek fibroblastow btony
maziowej do komorek srédbtonka oraz adhezji i migracji komdrek naczyn miesni
gladkich z nim oddziatujacych [238]. Udowodniono tez, ze oddziatuje z integryna
a5B1 na powierzchni komorek migsniowki gltadkiej naczyn, przez co moze wptywac
na ich zwigkszong adhezje do innych komorek [239]. Ekspresja BIG-H3 stymulowana
jest silnie przez biatko TGF(B2, ktorego poziom w komorkach z niska ekspresja
ADAM17 byt znacznie wyzszy, niz w przypadku komorek kontrolnych. Receptor dla
biatek z rodziny TGFB — TGFBRI jest substratem ADAM17 [240]. Przy obnizonej
aktywnosci badanej metaloproteazy mozna wiec spodziewac si¢ nasilonego dziatania
roznych izoform TGEf. Jest to szczegolnie istotne, jako ze udowodniono hamujace
dziatanie biatek tej rodziny na proces limfangiogenezy [235]. Wigksza ekspresja TGF32
moze by¢ wiec powodem obserwowanej zmniejszonej inwazyjnosci komorek L1.
Jakkolwiek, zwigkszona produkcje BIGH3 w komorkach o niskiej aktywnosci

ADAMI17 mozna ttumaczy¢ podwyzszonym poziomem TGF[32, nie jest jasne, w jaki
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sposob ADAM17 promuje ekspresje wiasnie tego czynnika wzrostu. Dodatkowo,
niewytlumaczony zostaje fakt, dlaczego poziom BIGH3 w mediach znad komorek
kontrolnych jest wyzszy niz w komorkach z niska ekspresja ADAM1Y7. Jako, ze jest to
biatko rozpuszczalne, nie moze wynikac to z funkgji proteazowej ADAM17. Jednym
z mozliwych wyjasnien tego zjawiska, pozostajacym jednak w sferze spekulagji, jest
to, ze biatko ADAMI17 moze wplywa¢ posrednio na strukture macierzy
zewnatrzkomorkowej. Jego niska aktywnos¢ powoduje silniejsze usieciowienie ECM
i/lub silniejsze oddziatywanie z nig komorek, przez co biatka wydzielnicze mogtyby
w niej ,utknac¢” i by¢é w mniejszej ilosci wykrywane w medium. Wykazano, ze wigksza
gestos¢ macierzy komorkowej moze powodowac zwigkszenie adhezji komorek do
podioza, jednoczesnie ograniczajac oddzialywania komodrka-komorka [241].

Taki wiasnie wynik uzyskano w przypadku komoérek LEC z niska ekspresjg biatka
ADAM17 — mimo zwigkszonej adhezji do biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej duzo
stabiej adherowaty do nich komoérki nowotworowe: MCF-7, Caco-2, THP-1. Ma to
bardzo duze znaczenie, poniewaz jak wskazuja badania — im silniejsza adhezja
komorek nowotworowych do naczyn limfatycznych, tym tatwiej moga sie przez nie
przemieszcza¢ [237]. Obserwowana roznica w oddzialywaniach pomiedzy
komorkami LEC z r6zng ekspresjq biatka ADAM17 a komoérkami nowotworowymi,
moglaby takze wynika¢ ze wspomnianej wczesniej funkcji ADAMI17 jako
dezintegryny. Przyjmujac, ze biatko to oddziatuje z integrynami wystepujacymi na

innych komorkach [9], jego wyzszy poziom moglby promowac ich wzajemna adhezje.

Trudno powiedzie¢ co$ o wptywie ADAM17 na proces limfangiogenezy in vivo,
ze wzgledu na wybrany do badart model komérkowy. Podanie myszom komorek
B16F10 nie stymulowalo powstawania nowych naczyn limfatycznych, mimo, ze
zgodnie z danymi literaturowymi jest to linia, ktora powinna wywotac ten efekt
u myszy [242], [243]. Ze wzgledu na stwierdzong obecnos¢ komoérek nowotworowych
w wezlach chltonnych myszy, ktéorym podano te komorki ortotopowo, mozna

przypuszcza¢, ze do metastazy komodrek doszto miedzy innymi droga naczyn
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limfatycznych. Mozliwe, Ze komorki nowotworowe wykorzystaly w tym celu

istniejgce juz naczynia limfatyczne znajdujace si¢ wokot nowotworu.

Przeciwciala hamujace aktywno$¢ ADAM17 i ich znaczenie w terapii
antynowotworowej

Badanie wyciszenia biatka ADAM17 w komorkach nowotworowych moze dostarczy¢
informagji o jego wplywie na rozwdj guza, czy przerzutowanie. Wiadomo jednak, Ze
biatko to ma znaczenie takze w komorkach otaczajacych guza — komorkach
srédbtonka oraz immunologicznych, ktére rowniez wplywaja na te procesy. Dlatego
tez, interesujace bylo sprawdzenie czy zahamowanie aktywnosci tego enzymu nie
tylko w guzie, ale takZze wokdt niego, wptynie na wzrost i przerzutowanie nowotworu.
Dodatkowo, informacja ta bylaby cenna w kontekscie mozliwego terapeutycznego
wykorzystania hamowania aktywnosci biatka ADAM17 u pacjentéw z czerniakiem.

W tym celu konieczne byto wykorzystanie do badan in vivo specyficznego inhibitora
biatka ADAM17. W prowadzonych eksperymentach wykorzystano przeciwciala
monoklonalne hamujace aktywnosc¢ biatka ADAM17 — A9(B8) stworzone przez zespot
prof. Murphy. Przeciwcialo to powstalo jako modyfikacja przeciwciata D1(A12),
majacego specyficznosd tylko wzgledem ludzkiego biatka, ktére w toku dalszych prac
zmodyfikowano w taki sposdéb, aby rozrdznialo rowniez mysie biatko, m.in. w celu
szerszych mozliwosci potencjalnego testowania in wvivo. Przeciwcialo to zostalo
wyselekcjonowane jako fragment z uzyciem techniki ekspresji fagowej. Czesci
zmienne tancuchéw cigzkich (D1) oddziatujq z jedna z domen biatka ADAM17 (bogata
w reszty cysteiny), a czeSci zmienne tancuchdéw lekkich (A12) blokuja
aktywnos¢ jego domeny katalitycznej. Metodami inzynierii genetycznej, czesci
zmienne zostaly umieszczone w zrebie ludzkiego przeciwciata klasy IgG2. Bylo to
istotne ze wzgledu na fakt, Ze ta klasa przeciwcial ma ograniczone funkcje efektorowe
—nie wywotuje ADCC i nie aktywuje efektywnie dopetniacza [244]. Udowodniono, ze
D1(A12) hamuje uwalnianie kilku substratéw ADAMI17 takich jak: TNF, TGFa,
HB-EGF, AREG, i TNFR1. W badaniach in vitro potwierdzono takze, ze ogranicza
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migracje i wzrost, a takze zwigksza Smiertelno$¢ komorek HCC1143, oraz inwazyjnos¢
komorek HCC1937 — linii nowotworowych TNBC (potrdjnie ujemnego raka piersi)
[59]. W badaniach tych potwierdzono réwniez, ze przeciwcialo to nie wywotuje

ADCC, co wykazano takze w naszych badaniach nad A9(B8) (danych nie pokazano).

W warunkach in vitro przeciwciala nie hamowaty proliferacji komodrek B16F10
rosnacych w duzej gestosci, jednak silnie ograniczaty ich migracje, a w przypadku
komorek srddbtonka naczyn krwionosnych (MBE) takze tworzenie pseudokapilar
w matrigelu.

Przeprowadzone eksperymenty wskazuja, Ze, mimo Ze, to silnie moga. W modelu
mysim, stezenie przeciwciat w surowicy krwi na poziomie ok 2 uM moze spowalnia¢
indukowang przez nowotwor z komorek B16F10 angiogeneze. Zaobserwowano takze
tendencje w hamowaniu metastazy nowotworowej. Otrzymano jednak
niejednoznaczne wyniki dotyczace wplywu tego przeciwciala na wzrost
nowotworow. U czesci myszy krzywa wzrostu guzéw bylta podobna jak w przypadku
wzrostu nowotworow z komorek z niskim poziomem biatka ADAM17, a u czesci jak
u tych, ktorym podano komorki kontrolne. Zaleznos¢ ta utrzymywata sie w kazdym
z trzech eksperymentow i nie byla uwarunkowana wielko$cia ani waga myszy.
Wykluczono takze ewentualne bledy w podaniu przeciwcial (np. podanie ich do
organu zamiast dootrzewnowo, co wiazatoby sie z czesciowa ich utrata). Zgodnie
z wynikami morfologii krwi, myszy nie roznily si¢ znaczaco iloSciami monocytow,
limfocytow i granulocytéw. By¢ moze wigksza grupa badawcza myszy pozwolilaby
na znalezienie powodu rdéznej wrazliwosci komoérek B16F10 lub innych komorek
w otoczeniu guza na dziatanie tych przeciwciat in vivo.

W wykonanych badaniach sprawdzono poziom przeciwcial A9(B8) i izotypowych
w roznych tkankach myszy. Kinetyka zmian ich poziomu w surowicy krwi
i biodystrybucja moga wynika¢ m.in z masy molekularnej przeciwciata, sily
przeptywu krwi, réznorodnosci i struktury danej tkanki lub guza a takze poziomu

ekspresji docelowego antygenu w réznych tkankach [245]. Interesujace byto odkrycie,
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ze u myszy, stezenie badanych przez nas przeciwcial, w stosunku do przeciwciat
kontrolnych, bylo do siebie zblizone, zaréwno w guzie, surowicy krwi jak
i w tkankach. Ten sam poziom przeciwciat mozna by wytlumaczy¢ brakiem wysokiej
ekspresji biatka ADAM17 na komorkach B16F10, przez co niewiele przeciwciat A9(B8)
sie do nich wigzato.

Wykorzystanych przez nas w badaniach przeciwcial uzywaty takze inne zespoty
badawcze. Wykazano m.in, ze A9(B8) dziata jak inhibitor allosteryczny ADAM17,
wigzac sie poza jego miejscem katalitycznym, zmieniajac tym jego zdolnos¢ do
wiazania substratéw [246]. Potwierdzono jego skuteczno$¢ w hamowaniu aktywnosci
ADAM17 in vitro i in vivo, stosujac rézne linie komdérkowe nowotwordow trzustki.
Kiedy stymulowano przez PMA aktywnos¢ ADAM17 w linii DT8082 (gruczolakoraka
przewodowego), rost poziom uwalnianej przez te komdrki amfireguliny (AREG).
Dodatek przeciwcial skutecznie hamowat ten proces [246]. Z kolei w linii PANC-1
zastosowanie A9(B8) w 250 nM stezeniu, mimo, Ze nie wpltywalo na ich proliferacje,
bardzo silnie hamowalo migracje komorek w tescie rany, a takze ograniczato
uwalnianie z powierzchni komoérek TNF i AREG po stymulagji aktywnosci ADAM17
przez PMA. W mysim modelu spontanicznie rozwijajacym guzy trzustki:
Pdx1Cre;LSL-KrasG12D;Trp53flox/+ podanie tych przeciwciat znaczaco ograniczato
powstawanie nowotwordw typu gruczolakoraka przewodowego trzustki [247].
Niedltugo po stworzeniu specyficznych monoklonalnych przeciwcial hamujacych
aktywnos$¢ biatka ADAM17 przez zespdt prof. Murphy, udato si¢ to takze firmie
biotechnologicznej MedImmune, LLC. Przeciwciato MEDI3622 rozpoznawato ludzkie
biatko ADAM17 i podawane myszom atymicznym (nude), ktérym wstrzyknieto
wczesniej ludzkie komorki raka przetyku (OE21) lub nowotworu jelita (Colo205),
hamowato wzrost guzéw odpowiednio siedmio- i prawie dwukrotnie w poréwnaniu
do kontroli [196]. We wspomnianych powyzej badaniach nie pokazano aby pomiedzy
zwierzetami wystepowaly znaczace réznice w wielkosci guzow po podaniu im

przeciwcial.
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Otrzymane w niniejszej pracy wyniki, dotyczace wptywu hamowania aktywnosci lub
ekspresji biatka ADAMI17 w komorkach nowotworowych i komorkach go
otaczajacych, nie dostarczyly jednoznacznej odpowiedzi czy mogloby to przyniesc¢
korzysci w terapii czerniaka u pacjentow. Mimo, Ze obserwowano zahamowanie
wzrostu guza, dotyczylo to tylko jego poczatkowego etapu rozwoju, a w przypadku
stosowania przeciwcial monoklonalnych tylko czesci zwierzat ktdrym je podano.
Pewne nadzieje budzi fakt, ze zahamowanie aktywnosci biatka ADAM17 ograniczato
nowotworowa angiogeneze oraz przerzutowanie. By¢ moze wiec terapia
wykorzystujaca ten efekt moglaby by¢ stosowana jako uzupetniajaca, oprécz chemio
czy radioterapii. Hipoteze te zdaja si¢ potwierdzac badania, w ktorych wykazano, ze
zahamowanie aktywnosci biatka ADAM17 w komorkach nowotworu jelita grubego
moze zwigkszy¢ jego wrazliwos¢ na terapie oksaliplatyng [248] a takze
cisplatyng w komorkach nowotworowych jajnika [183]. Dodatkowo, w komdrkach
nowotworowych watroby Huh7 CD133+, ktére przezyty radioterapig, zahamowanie
aktywnosci biatka ADAM17 ogranicza nabywanie przez nich inwazyjnego charakteru

[181].
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WNIOSKI

Na podstawie wynikéw zamieszczonych w ponizej pracy mozna stwierdzi¢, ze:

1). Metaloproteaza ADAM17 ma znaczacy wplyw na profil biatkowy w komdrkach
naczyn limfatycznych LEC. Nie tylko wptywa na stosunek biatek btonowych
i rozpuszczalnych w tych komodrkach, ale takze posrednio wpltywa na ich

transkryptom i proteom.

2). Ograniczenie aktywnosci ADAM17 wptywa na wlasciwosci komorek LEC, istotne
w procesie limfangiogenezy m.in. zahamowanie szybkosci ruchu, transmigracji,
zdolnosci tworzenia wypustek przez skupiska komorek. Moze wynika¢ to m.in.
z uwalnianych przez te metaloproteaze z btony komdrkowej czynnikow wzrostu
dziatajacych na receptory z rodziny EGF, regulacji poziomu integryn na btonie, a takze

z jego wplywu na poziom biatka macierzy zewnatrzkomorkowej np. BIG-H3

4). Zahamowanie ekspresji biatka ADAM17 powoduje ograniczony wzrost klonalny,

ruch i melanogeneze komorek B16F10 in vitro.

5). Niski poziom ekspresji ADAM17 w komorkach B16F10 moze hamowac¢ wzrost
i przerzutowanie guzow oraz angiogeneze zwiazana z nowotworem w modelach in

v100.

6). Biologiczne hamowanie aktywnosci biatka ADAM17 w modelu mysim, poprzez
stosowanie odpowiednich przeciwcial, moze ogranicza¢ angiogeneze zwiazana
z nowotworem, wzrost guza i jego przerzutowanie. Efekty te nie sa jednak

obserwowane u wszystkich myszy ktérym je podano.
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Wykonane w powyzszej pracy eksperymenty, oprocz wskazania pewnych zjawisk
i proby ich wytlumaczenia, pozostawily wiele znakéw zapytania w kwestii biologii
komodrek naczyn limfatycznych i nowotworowych zwigzanych z aktywnoscia biatka
ADAM]17. Jednak jak powiedzial George Bernard Shaw: ,Nauka nie potrafi rozwiazac
zadnego problemu bez tworzenia kolejnych dziesigciu”. Zgodnie z te sentencja,
chociaz wiele pozostaje do odkrycia, wierze, ze opisane tutaj badania, byty krokiem
w dobrym kierunku w celu poznania roli biatka ADAM17 w procesach zwigzanych ze

wzrostem i przerzutowaniem nowotwordw.
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SUPLEMENT

Tabela 1 sup. Spis typdw nowotworow, ich skrotéw oraz ilosci pacjentow w danej kohorcie,
wykorzystanych w poréwnaniu poziomu mRNA ADAM17 miedzy guzem a zdrowa tkanka.

Typ nowotworu Skrot I?osc,
pacjentow

Adrenocortical Carcinoma ACC-TP 38
Bladder Urothelial Carcinoma BLCA-TP 42
Breast Invasive Carcinoma BRCA-TP 49
Cervical Squamous Cell Carcinoma
and Endocervical Adenocarcinoma CESC-TP 42
Cholangiocarcinoma CHOL-TP 38
Colon Adenocarcinoma COAD-TP 44
Colorectal Adenocarcinoma COADREAD-TP 44
Lymphoid Neoplasm Diffuse Large DLBC-TP 18
B-cell Lymphoma
Esophageal Carcinoma ESCA-TP 42
Glioblastoma Multiforme GBM-TP 44
Glioma GBMLGG-TP 51
Heac} and Neck Squamous Cell HNSC-TP 4
Carcinoma
Kidney Chromophobe KICH-TP 38
Pan-kidney cohort
(KICH+KIRC+KIRP) KIPAN-TP 4
Kidney Renal Clear Cell Carcinoma KIRC-TP 45
Kldn.ey Renal Papillary Cell KIRD-TP 40
Carcinoma
Acute Myeloid Leukemia LAML-TB 30
Brain Lower Grade Glioma LGG-TP 46
Liver Hepatocellular Carcinoma LIHC-TP 37
Lung Adenocarcinoma LUAD-TP 49
Lung Squamous Cell Carcinoma LUSC-TP 48
Mesothelioma MESO-TP 28
Ovarian Serous Cystadenocarcinoma OV-TP 48
Pancreatic Adenocarcinoma PAAD-TP 38
Pheochron.nocytoma and PCPG-TP 38
Paraganglioma
Prostate Adenocarcinoma PRAD-TP 39
Rectum Adenocarcinoma READ-TP 44
Sarcoma SARC-TP 38
Skin Cutaneous Melanoma SKCM-TM 42
Stomach Adenocarcinoma STAD-TP 39
Stomach and Esophageal carcinoma STES-TP 42
Testicular Germ Cell Tumors TGCT-TP 38
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Thyroid Adenocarcinoma THCA-TP 42
Thymoma THYM-TP 38
Uter1'ne Corpus Endometrioid UCEC-TP 49
Carcinoma

Uterine Carcinosarcoma UcCs-1P 38
Uveal Melanoma UVM-TP 35

Dane pochodza z bazy firebrowse (http://firebrowse.org/).

Tabela 1 sup. Poziom sygnalu chemiluminescencyjnego réznych bialek w lizatach
i mediach sublinii komoérek LEC uzyskanych w wyniku analizy macierzy biatkowych

Chemiluminescencja 10-

Bialtko Lizaty Media’
M s1 M s1
ADAMI15 662 623 BS? BS
ADAM9 1593 1434 351 311
ALCAM 557 456 298 273
BACE-1 130 220 BS BS
BCAM/CD239 62 BS BS BS
BIG-H3 5 270 1188 830
C1q R1/CD93 1265 1353 wNws 1275
Cathepsin D 1654 1792 1277 WNW
Cadherin 13 BS 406 262 160
P-Cadherin BS BS 109 30
CD155 202 WNW BS BS
CD31/PECAM-1 965 867 363 336
CD36/SR-B3 278 356 BS BS
CD40 Ligand 217 189 BS BS
CD44H 110 60 BS BS
CD58/LFA-3 81 140 BS BS
CD99 544 577 BS BS
Clusterin BS BS 276 269
CREGD2 2889 3095 291 WNW
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Chemiluminescencja 10-

Biatko Lizaty Media’
M s1 M S1
CXCLS8/IL-8 857 421 WNW  WNW
ECM-1 473 410 1488 648
EMMPRIN/CD147 2813 3106 809 402
Endoglin/CD105 723 653 297 246
ESAM 2293 1760 1208 1720
Galectin-1 334 241 BS? BS
Galectin-3 1653 1777 338 83
Galectin-3BP/MAC-2BP 112 33 313 248
HB-EGF 29 70 BS BS
ICAM-2/CD102 GD* GD 382 301
IL-15 R alpha 338 296 BS BS
Integrin alpha v/CD51 2 455 BS BS
Integrin alpha 5/CD49e 658 735 205 81
Integrin beta 1/CD29 2621 3406 473 402
Integrin beta 2/CD18 135 156 GD GD
Integrin beta 3/CD61 100 52 BS BS
Integrin beta 4/CD104 100 GD BS BS
Integrin beta 5 1976 1698 263 53
JAM-A 509 211 174 GD
JAM-C/JAM3 1066 1057 387 248
Lipocalin-2 BS 75 BS BS
MCAM/CD146 701 638 212 210
MD-1/LY86 188 87 BS BS
MMP-2 (total) GD GD 279 187
Nectin-2/CD112 1029 1202 672 WNW
PARI1 156 GD BS BS
Pref-1/GDK-1/FA1 148 72 BS BS
RECK 73 10 156 71
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Chemiluminescencja 10-3

Biatko Lizaty Media'
M 51 M S1
Semaphorin 3A BS BS 74 47
SREC-I/SR-F1 1322 1162 206 111
Stanniocalcin 1 BS BS 112 87
Syndecan-4 BS BS 141 38
TACE/ADAM17 336 238 BS BS
Thrombospondin-1 1014 967 436 491
TIMP-1 463 390 926 WNW
TIMP-2 BS BS 630 698
TIMP-4 BS BS 183 157
TNFR2 47 48 BS BS
TROP-2 499 432 90 GD
VEGFR2 BS BS 106 104

1Sygnaly cheminuminescencyjne pochodzace z lizatéw i mediéw nie powinny by¢ ze poréwnywane
jako, ze lizaty pochodza z ok. 2,5 razy mniejszej ilosci komodrek niz media. 2BS — brak sygnatu. SWNW
— wynik niewiarygodny, jako Ze réznice pomiedzy sygnatami chemiluminescencyjnymi kropek w
duplikatach byly wieksze niz 10%. ‘GD - sygnatl na granicy detekcji. Pogrubiong czcionkg oznaczono
te biatka, ktore réznity sie intensywnoscia sygnatu 250%.
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Rysunek 1 sup. Wplyw wyciszenia ekspresji biatka ADAM17 na proliferacje komorek
B16F10. Wykres przedstawia srednia liczbe kolonii powstalych po wysianiu na ptytki
komorek w niskiej gestosci, po 21 dniach od rozpoczecia eksperymentu. Dane prezentowane
s jako srednia + SD z 3 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych w duplikatach.
“P<0.05 vs K.
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Rysunek 2 sup. Test rany komorek B16F10 T i TK oraz C i CK. Wykres przedstawia stopieni
zaro$niecia rany przez komorki M i S w réznych warunkach po 18 h od zranienia. Dane
prezentowane sa jako srednia + SD z 3 niezaleznych eksperymentéw przeprowadzonych
w duplikatach. *P<0,001 vs TK, **P<0,001 vs CK.
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Tabela 1 sup Analiza przerzutowania komoérek WT, Ci T

nowotwor/ lizat — wezty - lizat - ptuca —
przeciwciato mRNA* mRNA*
WT 83%** (10/12) 29% (4/14)
C 75% (6/8) 22% (2/9)
T 37,5% (3/8) 13% (1/8)

* na podstawie obecno$ci mRNA tyrozynazy w tkance, ** procent myszy, u ktérych stwierdzono

przerzuty, w nawiasie podano liczbe myszy, u ktérych stwierdzono przerzuty w stosunku do liczby
analizowanych zwierzat.

150+

50-

liczba kolonii w plucach

TK T

Rysunek 3 sup. Wzrost guzow sublinii T i TK u myszy. Myszom podawano komorki TK lub
T (5 x 10%) do zyty ogonowej. Po trzech tygodniach pobierano ptuca i liczono kolonie komorek
nowotworowych. Wykres przedstawia wartosci $rednich arytmetycznych + SD liczby kolonii
w plucach. Analizowano 10 ptuc w 2 niezaleznych eksperymentach. *P<0,01 vs TK
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Rysunek 4 sup. Wzrost guzow sublinii B16F10 po podaniu ortotopowym u myszy.
Wykresy wzrostu guzéow WT, T i C (B). Dla czytelnosci wykresu przedstawiono 10
przyktadowych krzywych dla kazdego przypadku, a krzywe oznaczono cigglymi liniami.
Dane pochodza z dwdch niezaleznych eksperymentow. Objetos¢ guza liczono wedtug wzoru
V=(szerokos¢ guza? x dtugosc¢ guza)/2 [249].

158



STRESZCZENIE

Celem terapii antynowotworowych jest hamowanie wzrostu i przerzutowania
komorek nowotworowych. Jednym z kluczowych etapow tworzenia nowych form
leczenia jest identyfikacja biatek zaangazowanych w te procesy. Metaloproteinaza
ADAM17 moze by¢ jedna z takich czasteczek. Poprzez modyfikacje mikrosrodowiska
guza poprzez zluszczanie z powierzchni komorek roznych czynnikéw wzrostu,
cytokin, receptoréw i biatek adhezyjnych, wplywa na procesy proliferacji, migracji
oraz odpowiedz immunologiczna. Nadekspresje tego biatka stwierdzono w wielu
typach nowotworow, a jej poziom w niektoérych guzach stanowi marker stopnia
zaawansowania choroby.

Aby zbada¢ role ADAMI17 w rozwoju nowotworow oraz w procesie
limfangiogenezy czesto towarzyszacej ich wzrostowi stworzono, uzywajac metody
stabilnej transdukcji lentiwirusowej, dwa modele komdrkowe: model ludzkich
komorek srodbtonka naczyn limfatycznych (LEC) oraz mysich komdrek czerniaka
B16F10 ze znikoma ekspresja tego biatka.

Stwierdzono, Ze ograniczenie aktywnosci ADAMI17 w LEC spowodowato
zmiane profilu ekspresji i/lub zmiane poziomu w btonie komdrkowej m.in. takich
biatek jak: TGFB2, BIG-H3, HB-EGF, integryny alfa 1, ICAM-1. Zmianom tym
towarzyszyly zmiany w potencjale migracyjnym LEC i ich zdolnosci do adhezji do
roznych powierzchni i innych komérek. Dodatkowo, w tzw. tescie limfangiogenezy in
vitro zahamowaniu ulegl proces tworzenia wypustek w macierzy kolagenowej pod
wplywem VEGEFC.

W  komorkach B16F10 zaréwno wyciszenie ekspresji ADAMI17 jak
i zahamowanie jego aktywnosci poprzez przeciwciata monoklonalne, wptynelo na ich
proliferacje i migracje. Obserwacje te potwierdzono w badaniach in vivo, gdzie przy
podaniu ortotopowym tych komdrek spowolniony byt wzrost guza i ich potencjat
metastatyczny, a przy podaniu dozylnym, zdolno$¢ do ich migracji do ptuc i wzrostu

w tkance ptucnej. Podobne wyniki otrzymano, kiedy komorki z niskim poziomem
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ADAM17 wstrzykiwano do embrionow danio pregowanego; ich zdolnos¢ do
przezycia, wywolywania angiogenezy i migracji w nowym srodowisku byty znacznie
ograniczone w poréwnaniu do komorek kontrolnych.

Powyzsze wyniki wskazuja, ze biatkko ADAMI17 wplywa na procesy
nowotworzenia i przerzutowania i moze by¢ obiecujacym celem terapii

antynowotworowych.
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ABSTRACT

Identification of proteins involved in tumor growth and metastasis is a crucial
step in designing new potential therapeutic strategies. One of such molecules is
ADAM17, a membrane metalloproteinase. It regulates various processes such as cell
proliferation, adhesion and the immune response via shedding of ectodomains of
numerous membrane proteins, cytokines, growth factors, and receptors.
Overexpression of ADAM17 is observed in many types of neoplasms and is correlated
with tumor growth, progression, metastasis, and entails a poor disease progression
prognosis for patients.

To study this issue ADAM17 expression were silenced in lymphatic endothelial
cells (LEC) and mouse skin melanoma cells (B16F10) by using a lentiviral vector
encoding ADAM17 shRNA.

It was found that silencing of ADAM17 in LEC did not affect cell proliferation
but significantly decreased their migratory potential, as analyzed in a single cell
motility test, and increased adhesion of the cells to various surfaces. Analysis of the
cell surface proteins demonstrated elevated levels of some molecules such as integrin
alpha 1, CD31 and ICAM-1, which might be, at least partially, responsible for the
observed effects. Moreover, the inhibition of ADAMI17 expression significantly
diminished VEGFC-induced sprouting from spheroids of LEC embedded in a matrix
of type I collagen in in vitro ‘angiogenesis’ assay.

It was also discovered that silencing of ADAM17 activity in B16F10, both by
lentiviral vector and by using antibodies, affected cell proliferation when growing in
low density, and decreased their migratory potential. In an in vivo model both tumor
growth and metastatic potential were decreased after orthotopic injection, as well as
the number of lesions in the lungs in intravenous cell injection model. These findings
were also confirmed in a zebrafish model, where after transplantation of B16F10 with
low expression of ADAM17 into fish embryos, tumor vasculature remodeling and

cancer cell invasion were inhibited in comparison to those injected with control cells.
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These results suggest that ADAM17 may play a role in tumor growth,
metastasis and lymphangiogenesis, making the molecule a promising target for

anticancer therapy.
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