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Zrodla finansowania badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej

Badania zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej zostaty przeprowadzone w Instytucie

Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk w Lodzi

BiolMed

I byty finansowane z grantu przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach

konkursu Sonata Bis pt. ,,Neuromedyna U jako nowy potencjalny regulator przerzutowania
w raku jelita grubego i odbytnicy” (2016/22/E/NZ3/00341), kierowanego przez dr Patrycje¢

Przygodzka.

‘NARDDOWE
CENTRUM
ANNAUKI
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Wykaz skrotow

AA — ang. arachidonic acid; kwas arachidonowy

AC — ang. adenylate cyclase; cyklaza adenylanowa

APC — tac. adenomatous polyposis coli; gruczolakowata polipowato$¢ okreznicy
ATCC —ang. American Type Culture Collection

ATM - ang. ataxia telangiectasia mutated

BCA - ang. bicinchoninic acid assay; metoda oznaczania ilosci biatka
z wykorzystaniem kwasu bicynchoninowego

BSA — ang. bovine serum albumin; albumina surowicy bydlecej

cAMP - ang. cyclic adenosine monophosphate; cykliczny adenozyno-3',5'-
monofosforan

CCL-2, -3, -4, -5 —ang. C—C motif chemokine ligand 2, 3, 4,5

CD14 — ang. cluster of differentiation 14

CD163 — ang. cluster of differentiation 163

CD206 — ang. cluster of differentiation 206; receptor mannozowy

CD80 — ang. cluster of differentiation 80

cDNA — ang. complementary DNA; komplementarny DNA

CM —ang. conditioned medium; medium pohodowlane

CMS — ang. consensus molecular subtypes; molekularna klasyfikacja rakow jelita
grubego

CXCL-1, -10, -12 — ang. C-X-C motif chemokine ligand 1, 10, 12

EDTA — ang. ethylenediaminetetraacetic acid; kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGF — ang. epidermal growth factor; czynnik wzrostu naskorka

EMT — ang. epithelial-mesenchymal transition; przejscie epitelialno-mezenchymalne
ERK — ang. extracellular signal-regulated kinase; kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomérkowym

FBS — ang. foetal bovine serum; ptodowa surowica bydlgca

FITC — ang. fluorescein isothiocyanate; izotiocyjanian fluoresceiny

GAPDH - ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; dehydrogenaza aldehydu

3-fosfoglicerynowego
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e G-CSF - ang. granulocyte colony stimulating factor; czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytow

e GHSR1b - ang. growth hormone secretagogue receptor 1b; receptor uwalniajacy
hormon wzrostu

e GM-CSF - ang. granulocyte-macrophage colony stymulating factor; czynnik
stymulacji tworzenia kolonii granulocytow i makrofagow

e GPCRs - ang. G-protein-coupled receptors; receptory zwigzane z biatkami G

e HLA-DR - ang. human leukocyte antigens DR; ludzki antygen leukocytarny DR

e HRP —ang. horseradish peroxidase; peroksydaza chrzanowa

e |ARC —ang. International Agency for Research on Cancer; Migdzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem

e |CAM-1 — ang. intercellular adhesion molecule 1; mig¢dzykomoérkowa molekuta
adhezyjna-1

e |FN-y —interferony

e IGFBP-7 - ang. insulin-like growth factor-binding protein 7; bialko wigzace
insulinopodobne czynniki wzrostu

e IL-1ra—ang. interleukin 1 receptor antagonist; agonista receptora interleukiny 1

e IL-4,-6,-8,-10, -12, -13 — interleukiny 4, 6, 8, 10, 12, 13

e IP3 - ang. inositol trisphosphate; 3-fosfatydyloinozytol

e j.a.— jednostki arbitralne

e LOH —ang. loss of heterozygosity; utrata heterozygotycznosci

e LPS - lipopolisacharydy

e MAPK — ang. mitogen activated protein kinases;, kinazy biatkowe aktywowane
mitogenem

e MDM - ang. monocyte derived macrophages; makrofagi réznicowane z monocytow
izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcow

e MEM —ang. Minimum Essential Medium

e MMPs — ang. matrix metalloproteinases; metaloproteinazy  macierzy
zewnatrzkomorkowej

e MMR - ang. mismatch repair genes; system naprawy blednie sparowanych zasad
azotowych

e MSI —ang. microsatellite instability; niestabilno$¢ mikrosatelitarna

e NEAA —ang. non-essential amino acids; aminokwasy endogenne
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NMU — neuromedyna U

NMUR-1 — ang. neuromedin U receptor 1; receptor 1 dla neuromedyny U
NMUR-2 — ang. neuromedin U receptor 2; receptor 2 dla neuromedyny U
NMURs — ang. neuromedin U receptors; receptory dla neuromedyny U

NT siRNA — ang. non-targeting SiRNA

NTSR1 — ang. neurotensin receptor 1; receptor dla neruotensyny

PBM — ang. peripheral blood monocytes; monocyty izolowane z krwi obwodowej
zdrowych dawcow

PBS — ang. phosphate buffered saline; roztwor soli fizjologicznej buforowany
fosforanami

PCR — ang. polymerase chain reaction; reakcja tancuchowa polimerazy

PE — ang. phycoerythrin; fikoerytryna

PFA —ang. paraformaldehyde; paraformaldehyd

PI3K — ang. phosphoinositide 3-kinases; kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

PLA2 —ang. phospholipase A2; fosfolipaza A2

PLC — ang. phospholipase C; fosfolipaza C

PMA — ang. phorbol 12-myristate-13-acetate; 12-mirystynian-13-octan forbolu
PTEN — ang. phosphatase and tensin homolog

RB — biatko retinoblastoma

RCKIiK — Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa

RIN — ang. RNA integrity number; wspotczynnik integralnosci RNA

RIPA — ang. radioimmunoprecipitation assay buffer;

RJG - rak jelita grubego

RPMI 1640 — ang. Roswell Park Memorial Institute 1640

RT — ang. reverse transcription; odwrotna transkrypcja

SDS — ang. sodium dodecyl sulfate; siarczan dodecylu sodu

STR —ang. short tandem repeats; krotkie powtorzenia tandemowe

siRNA — ang. small interfering RNA; mate interferujace RNA

TAE — ang. TRIS-Acetate-EDTA; bufor TRIS-octan-EDTA

TAMSs — ang. tumour associated macrophages; makrofagi zwigzane z nowotworem
TBS — ang. tris buffered saline; roztwor soli fizjologicznej buforowany TRIS-em

TCF/LEF — ang. T-cell factor/lymphoid enhancer factor
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e TCGA —ang. The Cacner Genome Atlas

e TDM - ang. THP-1 derived macrophages; makrofagi roznicowane z komorek linii
THP-1

e TGF-B —ang. transforming growth factor g; transformujacy czynnik wzrostu 3

e TME - ang. tumour microenvironment; mikro$rodowisko nowotworu

e TMEM - ang. tumour microenvironment of metastasis; mikrosrodowisko sprzyjajace
przerzutom nowotworowym

e TNF-a —ang. tumour necrosis factor o; czynnik martwicy nowotworow o

e TRIS - 2-amino-2-(hydroxymethyl)propano-1,3-diol

e VEGF —ang. vascular endothelial growth factor; czynnik wzrostu srédbtonka naczyn

e WGA —ang. wheat germ agglutinin; aglutynina z kietkéw pszenicy
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1. Rak jelita grubego

Jelito grube jest ostatnim z odcinkoéw uktadu pokarmowego cztowieka sktadajacym sie
z: jelita slepego (katnicy), okreznicy (w ktorej wyrdznia si¢ odcinki wstepujacy, poprzeczny,
zstepujacy, esowaty) oraz odbytnicy. Rak jelita grubego (RJG) jest zmiang patologiczng
ograniczong najczesciej do okreznicy. Lagodne polipy rozwijajace si¢ z komorek
gruczotowych nablonka wyscielajagcego jelito grube stanowig zmiany patologiczne,
z ktorych wywodzi si¢ wigkszo$¢ nowotworéw (szacowane na okoto 96% wszystkich
zmian) [1].

RJG w wigkszosci diagnozowanych przypadkow ma charakter sporadyczny. Niemniej,
cze$¢ przypadkow stanowig zmiany 0 podtozu dziedzicznym, jak w przypadku m.in.
rodzinnej polipowatos$ci gruczolakowatej czy zespotu Lyncha, ktore sg powigzane
z przewlektymi chorobami zapalnymi jelita grubego [2]. Do zmian genetycznych
i epigenetycznych prowadzacych do powstania i rozwoju RJG zalicza si¢ m.in.: mutacje
punktowe, niestabilnos¢ chromosomalng, niestabilno$¢ mikrosatelitarng lub hypermetylacje
wysp CpG [2, 3]. Zmiany te dotycza licznych genéw kodujacych biatka wchodzace w sktad
szlakéw sygnatowych: Wnt, p53, kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem (MAPK,
ang. mitogen activated protein kinases), Notch, kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang.
phosphoinositide 3-kinase) czy transformujacego czynnika wzrostu B (TGF-B, ang.
transforming growth factor [5), ktore odpowiadajg za kontrole takich procesow, jak podziaty
komorkowe, réznicowanie czy apoptoza. Nieprawidlowosci w ich funkcjonowaniu
prowadza do niekontrolowanych podziatéw komorkowych, zahamowania apoptozy oraz
zwigkszenia zdolno$ci inwazyjnych komorek nowotworowych [4].

Wigkszosci przypadkéw transformacji nowotworowej nablonka jelita grubego
towarzysza zmiany zachodzace w genach APC (tac. adenomatous polyposis coli) i TP53
oraz genach kodujacych biatka szlaku sygnatowego MAPK. Zmiany dotyczace genu APC,
obserwowane juz we wczesnych etapach transformacji nowotworowej, odpowiedzialne sa
za rozw0j zarowno sporadycznych, jak i dziedzicznych nowotwordéw jelita grubego. Sg to
w wigkszosci mutacje punktowe prowadzace do utraty funkcji kodowanego biatka oraz/lub
delecja jednego z alleli APC prowadzaca do utraty heterozygotycznosci (LOH, ang. loss of
heterozygosity). Bialko APC wchodzi w sklad kompleksu wigzacego p-katening

i kierujagcego ja do degradacji w proteasomic. Nieprawidtowosci w ekspresji badz
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aktywnosci biatka APC wystepujace w RJG skutkuja brakiem degradacji B-kateniny, jej
nagromadzeniem w komorce i translokacja do jadra komorkowego, gdzie aktywuje czynniki
transkrypcyjne TCF/LEF (ang. T-cell factor/lymphoid enhancer factor). W efekcie
obserwuje si¢ aktywacj¢ szlaku Wnt 1 niekontrolowang, nadmierng intensywnos¢ podziatow
komoérkowych [2, 3]. Zmiany zachodzace w genie TP53 obserwowane sg glownie
w przypadku sporadycznych RJG, w pozniejszych etapach procesu nowotworzenia.
Podstawowa funkcja biatka p53 wigze si¢ z odpowiedzig komorki na uszkodzenia jej
materialu genetycznego. Biatko p53 aktywuje w tym przypadku transkrypcje genow
kodujacych m.in. biatka zaangazowane w funkcjonowanie punktéow kontrolnych cyklu
komorkowego i zatrzymanie cyklu komorkowego, takich jak inhibitor kinaz zaleznych od
cyklin, p21WAFL j biatko retinoblastoma (RB). Dziatanie p53 wigze si¢ rowniez z aktywacja
apoptozy m.in. poprzez regulacje transkrypcji proapoptotycznych biatek z grupy Bcl-2.
Mutacje genu TP53 w RJG sg gldwnie mutacjami punktowymi prowadzacymi do utraty
funkcji kodowanego biatka. Dysfunkcja biatka p53 skutkuje postgpem cyklu komérkowego
oraz brakiem uruchomienia mechanizméw programowanej $mierci komorkowej pomimo
nienaprawionych uszkodzen w materiale genetycznym komorki [5]. Inne mutacje punktowe
wystepujace W RJG dotycza genow kodujacych kinazy serynowo-treoninowe zaangazowane
w szlak sygnatowy MAPK, jak KRAS, BRAF oraz NRAS, i wiazg si¢ ze zmianami aktywacji
produkowanych bialek. Bialka powstajace w wyniku ekspresji zmutowanych genow
pozostaja w stanie aktywacji, co z kolei prowadzi do pobudzenia $ciezki sygnatowej MAPK
niezaleznie od wystapienia zewnatrzkomoérkowego sygnatu 1, podobnie jak w poprzednich
przypadkach, skutkuje niekontrolowanymi podziatami komérkowymi [2, 3, 4].

Inne zmiany genetyczne towarzyszace procesowi powstawania i rozwoju RJG obejmuja
zjawisko niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI, ang. microsatellite instability), ktéra
towarzyszy czgsciej dziedzicznej postaci RIG (zespdt Lyncha), ale takze przypadkom
sporadycznym. MSI zwigzana jest gldéwnie z nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu
systemOw naprawczych genomu. Bledy powstajace podczas replikacji sekwencji
mikrosatelitarnych powinny by¢ korygowane przez system naprawy blednie sparowanych
zasad azotowych (MMR, ang. mismatch repair genes). Dysfunkcje biatek naprawczych
systemu MMR, w tym MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2, prowadza do nagromadzenia btgdnie
zreplikowanych sekwencji mikrosatelitarnych. Przyczyng nieprawidtowego dziatania
systemu MMR w przypadku sporadycznych RJG jest gtownie hypermetylacja sekwencji
promotorowych w genach biatek naprawczych (np. MLH1), za§ w rakach dziedzicznych

obserwuje si¢ gtdéwnie mutacje punktowe tych genow [2, 3].
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RJG jest wysoce heterogenng chorobg o zrdéznicowanym podlozu molekularnym,
Mechanizmie powstawania, fenotypie komorek wchodzacych w sktad guza, a co za tym idzie
niejednakowym przebiegu choroby. Fakt ten stat si¢ powodem do opracowania klasyfikacji
tych nowotworéw pozwalajgcej na ujednolicenie prowadzonych badan i przedstawianych
wynikéw. W odniesieniu klinicznym klasyfikacja RJG utatwia oszacowanie rokowania,
dobor najbardziej skutecznej terapii, okreslenie prawdopodobienstwa wystepowania
nawrotow oraz wskaznika 5-letniego i catkowitego przezycia [6]. Jedng z najnowszych
klasyfikacji RJIG uwzgl¢dniajaca powyzsze cechy jest klasyfikacja molekularna CMS
(ang. consensus  molecular subtypes), ktora powstala na podstawie analizy
transkryptomicznej oraz obserwacji klinicznych przebiegu choroby. W jej obrebie wyrdznia
si¢ cztery podtypy RJG: immunologiczny (CMSL1), kanoniczny (CMS2), metaboliczny
(CMS3) oraz mezenchymalny (CMS4) [6]. Pierwszy z podtypow (CMSI1) wyr6znia si¢
wysoka niestabilnoscia — mikrosatelitarng  oraz  zwigkszong  iloscia  komorek
immunologicznych (np. limfocytow) w $rodowisku nowotworu. CMS1 zwigzany jest
rowniez z hypermetylacja wysp CpG oraz wysokim prawdopodobienstwem wystapienia
mutacji genow BRAF, PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog) i ATM (ang. ataxia
telangiectasia mutated). Podtyp CMS2 wigze si¢ z niestabilnoscig chromosomalna,
mutacjami APC oraz aktywacja szlaku Wnt i Myc. Inne wystgpujace w tym typie mutacje
dotycza genow KRAS oraz TP53. W przypadku typu CMS3 obserwuje si¢ najwyzsza
czestotliwos¢ wystepowania mutacji genu KRAS oraz niewielka czesto$cig wystepowania
niestabilno$ci chromosomalnej. Ponadto, nowotwory tego typu charakteryzuje brak
roOwnowagi metabolicznej (przejawiajacej si¢ zaburzeniami metabolizmu glutaminy czy
kwasow ttuszczowych). Ostatni z podtypow — CMS4 zwiagzany jest z aktywacja szlaku TGF-
B, nasileniem odczynu zapalnego w $rodowisku guza oraz ze zwigkszong intensywnoscia
angiogenezy [6, 7, 8]

Wedtug najnowszych statystyk RJG jest trzecim najczesciej diagnozowanym na §wiecie
typem nowotworu oraz drugg co do czgstosci przyczyng $mierci spowodowanej chorobg
nowotworowa [9]. Wysoki wspotczynnik $miertelnosci spowodowany jest w tym przypadku
dhugotrwatym rozwojem choroby, podczas ktorego mato specyficzne objawy (takie jak
biegunki, wzdgcia czy bdl brzucha) mylone sg z zatruciem pokarmowym. Szanse na
skuteczne wyleczenie RJG drastycznie obnizajg si¢ rOwniez poprzez czgste tworzenie
przerzutoéw m.in. do pluc czy watroby [9]. W zwiazku z powyzszym, poznanie i szczegdtowe
badanie mechanizméw przyczyniajacych si¢ do powstawania oraz rozwoju RJG stanowig

istotng cze$¢ walki z tg chorobg. Pomimo wielu badan prowadzonych na przestrzeni lat,
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nadal poszukuje si¢ markerow molekularnych ulatwiajacych decyzje 0 rodzaju
wprowadzanej terapii oraz informacji be¢dacych podstawa do opracowania nowych terapii
spersonalizowanych o bardziej skutecznym dziataniu i mniejszym obcigzeniu organizmu
chorego [9]. Co wazne, istotnym tematem najnowszych badan nad chorobami
nowotworowymi staja si¢ Wzajemne oddziatywania zachodzace pomigdzy sktadnikami
mikrosrodowiska nowotworu (TME, ang. tumour microenvironment). Szczegdlne znaczenie
zyskuja czynniki wydzielane przez komorki nowotworowe, ktore moga zmienia¢ charakter
TME i sprzyjaé rozwojowi choroby poprzez stymulacje procesu angiogenezy

oraz rozsiewania komorek nowotworowych w organizmie [10].

2. Mikrosrodowisko nowotworu

Srodowisko w jakim dochodzi do powstania i rozwoju zmiany nowotworowej jest
ukladem, na ktory skladaja si¢ m.in. macierz zewnatrzkomodrkowa, fibroblasty, komorki
uktadu odpornosciowego oraz komorki $rodblonka mikronaczyn krwionos$nych
I limfatycznych wystepujacych w bezposrednim sgsiedztwie guza [11].

Szczegodlnie interesujaca czgscig mikrosrodowiska w RJIG wydaja si¢ by¢ makrofagi,
zwyczajowo okreslane jako makrofagi zwigzane z mikrosrodowiskiem nowotworu (TAMSs,
ang. tumour associated macrophages) i stanowigce najliczniejsza z populacji komorek
immunologicznych obecnych w niszy nowotworowej. TAMs obecne w RJG réznicujg si¢
z monocytarnych komoérek prekursorowych przenikajacych do masy guza z krwiobiegu
w odpowiedzi na czynniki wydzielane przez pozostate sktadniki niszy. Dzigki naturalnym
zdolnosciom do polaryzacji (zmiany fenotypu) makrofagi majg mozliwo$¢ przystosowania
si¢ do otaczajacego je srodowiska. Ze wzgledu na czynniki aktywujace oraz wywolane przez
nie zmiany funkcjonalne wyréznia si¢ dwa zasadnicze typy makrofagow: aktywowane
klasycznie M1 oraz alternatywnie M2. Makrofagi M1 o charakterze prozapalnym powstaja
w odpowiedzi na lipopolisacharydy (LPS) oraz inne czynniki pochodzenia bakteryjnego
I wchodza w interakcj¢ z limfocytami Th1. Cechami charakterystycznymi dla tego fenotypu
jest m.in. zwigkszona ekspresja biatek powierzchniowych CD80 i HLA-DR oraz
zwigkszenie wydzielania interleukin 6 1 12 (IL-6, -12), czynnika martwicy nowotworu o
(TNF-a, ang. tumour necrosis factor ) czy interferonu y (IFN-y). Makrofagi M2 wykazuja
dziatanie przeciwzapalne i proangiogenne, powstaja w odpowiedzi na stymulacje
interleukinami 4, 13, 10 (IL-4, -13, -10) lub glukokortykoidami i wspotdziataja
z limfocytami Th2. Makrofagi M2 wykazuja m.in. zwigkszong ekspresje biatek
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powierzchniowych CD163 i CD206 oraz sekrecj¢ IL-10, TGF-B oraz enzymdéw z grupy
metaloproteinaz (MMPs, ang. matrix metalloproteinases) [12, 13, 14, 15].

W przypadku wigkszo$ci rodzajow nowotworow zwiekszona ilos¢ TAMs koreluje
z gorszymi prognozami. Wigze si¢ to zazwyczaj z plastyczno$cig fenotypu makrofagow,
ktére moga wykazywac ekspresj¢ markeréw powierzchniowych, cechy oraz funkcje
charakterystyczne dla obu fenotypow jednoczesnie. Mozliwo$¢ zmiany fenotypu
wykorzystywana jest przez komorki nowotworowe, ktore poprzez zmiane charakteru
mikro$§rodowiska ~ moga stymulowac¢ stopniowg  polaryzacje =~ makrofagow
z antynowotworowego fenotypu M1 w pronowotworowy fenotyp M2 wraz z rozwojem
choroby [14]. Rola makrofagow w przebiegu RJG nadal pozostaje kontrowersyjna i wymaga
dalszych badan. Cze$¢ z publikowanych do tej pory wynikéw przedstawia korelacje
wiegkszej infiltracji mikros§rodowiska RJG przez TAMSs z wigkszymi szansami na wyleczenie
[14, 16, 17], podczas gdy w innych pracach TAMs w RJG definiuje si¢ jako sprzyjajace
progresji nowotworu makrofagi M2, a ich obecnos¢ wigze si¢ z gorszymi prognozami [17,
18, 19, 20]. Ostatecznie znaczenie makrofagow w RJG wydaje si¢ by¢ zarowno pro-,
jak i antynowotworowe i zalezne nie tylko od etapu rozwoju choroby, ale rowniez od
miejsca wystgpowania makrofagoéw w masie guza [10, 21]. Jak wykazuja jedne z ostatnich
badan, makrofagi obecne w obszarze zmiany nowotworowej, a szczegolnie w tzw. froncie
inwazyjnym nowotworu, to gtéwnie pronowotworowe makrofagi M2, za$ te obecne
w tkance otaczajacej guz wykazuja cechy charakterystyczne dla fenotypu M1 [20].

Innym komponentem mikrosrodowiska, istotnym z punktu widzenia rozwoju
nowotworu, sa komorki srédbtonka mikronaczyn nowotworowych. Fizjologicznie warstwa
srédbtonkowa naczyn stanowi zwarta warstwe komorek nabtonkowych plaskich petniacych
funkcje wydzielnicze (przez co zaangazowane sg m.in. w kontrole ciSnienia Kkrwi)
oraz bioracych udzial w wymianie tlenu, substancji odzywczych i zbgdnych metabolitow
z tkankami. Z funkcjonowaniem komorek $rodblonka zwigzany jest $cisle proces
angiogenezy (tworzenia nowych naczyn krwiono$nych), ktory poza fizjologicznym
wystepowaniem w rozwoju zarodkowym, w uksztalttowanym organizmie zachodzi m.in.
podczas gojenia si¢ ran oraz W Stanach patologicznych (jak proces nowotworzenia) [22].
Chociaz w poczatkowe] fazie rozwoju nowotworow obserwowany jest etap awaskularny,
gdzie zmiany o wielkosci do 2 mm?® funkcjonuja bez obecno$ci wlasnego unaczynienia, to
dalszy ich wzrost nie bylby mozliwy bez uruchomienia tzw. angiogenezy nOWOtwOrowej.
Proces ten wymaga wytworzenia Srodowiska, w ktorym aktywnos¢ czynnikow

antyangiogennych zostanie przewyzszona przez dziatanie czynnikOw proangiogennych,
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czemu sprzyja niedostateczna ilos¢ tlenu (hipoksja) indukujaca wydzielanie czynnika
wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) przez komorki
nowotworowe. Efektem procesu angiogenezy towarzyszacej nowotworzeniu sg naczynia
krwionos$ne znacznie rdznigce si¢ od naczyn prawidlowych m.in. niejednorodng $rednicg
w roznych odcinkach naczynia, rozluznieniem warstwy komorek srédbtonka, a co si¢ z tym
wigze spowolnieniem przeplywu krwi i zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyn. Chociaz
budowg odbiegaja od prawidlowych naczyn krwionos$nych, naczynia otaczajgce rozwijajacy
si¢ guz sg w stanie dostarczy¢ do rozwijajacej si¢ masy nowotworowej niezbedne czynniki
odzywcze czy komorki immunologiczne [23]. Ponadto naczynia krwiono$ne,
wraz z naczyniami limfatycznymi, stanowig gtowne drogi przemieszczania si¢ komorek
nowotworowych do innych narzadow [22]. Jak wiadomo, w RJG gg¢ste unaczynienie guza
stanowi jeden z czynnikdéw przewidywania wystgpienia przerzutdw oraz gorszej prognozy
[24, 25].

Wspdlne dziatanie komoérek nowotworowych, makrofagow oraz komorek $rodbtonka
znajdujacych si¢ w TME zostato zaobserwowane w nowotworze piersi. Obszary bogate
W wyzej wymienione komorki zostaly opisane jako mikrosrodowisko sprzyjajace
przerzutom nowotworowym (TMEM, ang. tumour microenvironment of metastasis), a ich
zwigkszone zaggszczenie w  tkance nowotworowej powigzano z  wiekszym
prawdopodobienstwem wystapienia przerzutow. W wyniku badan in vitro Szczegodlne
znaczenie w funkcjonowaniu TMEM przypisano bezposredniej interakcji pomiedzy TAMs,
a komorkami nowotworowymi. W tym uktadzie TAMs stymulowaty migracje komorek raka
piersi, a w szczegolnosci proces formowania przez nie inwadopodiow, co w efekcie
znaczaco zwigkszato intensywno$¢ procesu intrawazacji [26]. W RJIG rowniez
zaobserwowano korelacje pomiedzy wigksza infiltracia TME przez makrofagi
a zwigkszeniem zageszczenia sieci mikronaczyn W nowotworach o wyzszym stopniu

zaawansowania [27].

3. Neuromedyna U i jej receptory

Mate biatko wydzielnicze, neuromedyna U (NMU), nalezy do biatek z grupy neuromedyn
odkrytych w latach 80-tych ubiegtego wieku. NMU zostata wyizolowana po raz pierwszy
zrdzenia kregowego $wini, a jej pierwsza zidentyfikowana funkcja wigzata sie
z wywotaniem skurczu migéni gladkich. Prowadzone w pdzniejszych latach badania

pozwolily na stwierdzenie ekspresji NMU w organizmach r6znych kregowcow, przy

Strona 14



zachowaniu wysokiej konserwatywnosci W sekwencji aminokwasowej biatka pomig¢dzy
gatunkami, szczegdlnie w jego C-koncowym fragmencie, odpowiadajagcym za aktywno$¢
biologiczng. W organizmach ssakow najczesciej wystepujace formy aktywne NMU
tworzone sg przez tancuch zbudowany z 25 lub 23 oraz 8 lub 9 aminokwasow.
W tym przypadku, niezaleznie od formy aktywnej oraz rodzaju organizmu, ostatnie
5 aminokwasow (Phe-Arg-Pro-Arg-Asn) stanowi fragment niezmienny, a ostatni
aminokwas w miejscu aktywnym NMU jest amidowany [28, 29, 30, 31].

W organizmie cztowieka NMU kodowana jest przez gen lezacy na 4 chromosomie
(4912), ktorego ekspresja obserwowana jest w wielu tkankach, w tym na najwyzszym
poziomie w centralnym uktadzie nerwowym oraz uktadzie pokarmowym [28, 31]. Pomimo
wielu badan nad mechanizmem dziatania NMU, nadal niewiele wiadomo o regulacji
ekspresji oraz wydzielania tego biatka z komorki. Opublikowane do tej pory wyniKi
wskazuja na regulacj¢ ekspresji NMU przez mechanizmy epigenetyczne i nieepigenetyczne,
polegajace m.in. na metylacji sekwencji promotorowej genu oraz dziataniu czynnikow
transkrypcyjnych [30, 31]. Kolejno w wyniku zjawiska alternatywnego sktadania genow,
powstaje mRNA dla 6 wariantow pre-pro-peptydu. Najwazniejsze z wystepujacych
wariantow, z punktu widzenia funkcjonalnosci NMU, stanowia mRNA dla
pre-pro-peptydow o dlugosci 174 oraz 158 1 147 aminokwasow. Obecnos¢
W pre-pro-peptydzie 34-aminokwasowej sekwencji sygnatowej kierujacej go na zewnatrz
komorki wskazuje, ze NMU jest wydzielana z komorki whasnie w formie pre-pro-peptydu.
Dzigki obecnosci licznych miejsc cigcia proteolitycznego w sekwencji aminokwasowej, pre-
pro-peptydy zostajg przeksztatcone poza komorka, przez nieznane do tej pory proteazy, do
wielu izoform o roéznym stopniu aktywnosci biologicznej, w tym aktywnych form:
25- i 8-aminokwasowej [30, 31]. Dodatkowo, aktywnos¢ krotkich form NMU jest zalezna

od wczesniej wspomnianej amidacji ich C-konca (Ryc. 1) [30, 31].
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Ryc. 1. Schemat regulacji ekspresji NMU w ludzkich komorkach.

Neuromedyna U jest ligandem dla dwoch receptorow (NMURS, ang. NMU receptors)
0 wysokiej homologii sekwencji aminokwasowej (okoto 50%): receptora 1 dla NMU
(NMURL1, FM-3) oraz receptora 2 dla NMU (NMUR2, FM-4). Biatka te kodowane sg przez
geny polozone odpowiednio na 2 (2q37.1) 1 5 (5933.1) chromosomie, a ich ekspresja
uznawana byla pierwotnie za tkankowo specyficzng, tj. ekspresja NMUR1 byta
charakterystyczna dla tkanek catego organizmu (m.in. ukladu pokarmowego
czy odpornosciowego) z wyjatkiem centralnego uktadu nerwowego, gdzie obserwowano
ekspresje NMUR2. Nowsze badania wykazuja jednak, ze pewne struktury mozgu,
jak mozdzek czy hipokamp, wykazuja rowniez ekspresjc NMURL, a ekspresja NMUR2
obserwowana jest w tkankach uktadu pokarmowego [32, 33, 34, 35, 36, 37]. Dodatkowo,
sygnal wzbudzany przez NMU moze by¢ przekazywany przez alternatywny receptor
stanowigcy dimer tworzony przez receptor dla neurotensyny (NTSR1) oraz receptor
uwalniajgcy hormon wzrostu (GHSR1b) — receptory o wysokiej homologii sekwencji
aminokwasowe] wzgledem klasycznych receptorow dla NMU [38]. Aktywno$¢
przedstawionego dimeru w kontekscie dziatlania NMU pozostaje jednak w duzej mierze

niezbadana.
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4. Dzialanie receptorow dla NMU

Wszystkie receptory przekazujace sygnal od NMU naleza do receptorow zwigzanych
z biatkiem G (GPCRs, ang. G-protein-coupled receptors) i posiadaja klasyczng budowe
charakterystyczng dla tej grupy. Zlokalizowane sg w blonie komoérkowej 1 sktadajg sie¢
z potozonego wewnatrzkomorkowo C-konca, 7 domen przezbtonowych i zlokalizowanego
zewnatrzkomérkowo N-konca odpowiadajgcego za wigzanie liganda. Poréwnujac budowe
klasycznych receptorow dla NMU, NMUR1 stanowi nieznacznie dhluzsze biatko
(426 aminokwasow) niz NMUR2 (415 aminokwasow) [31].

Szlaki sygnatlowe wzbudzane przez NMU odpowiadajg klasycznemu przekaznictwu
sygnalowemu zwigzanemu z GPCRs. Aktywacja receptora spowodowana zwigzaniem
liganda powoduje roztaczenie podjednostek biatka G na podjednostki Ga. (wsérod ktorych
rozroznia si¢ podrodzaje: Gas, Gog, Gaio1z | Gain) | GPy, ktore kolejno aktywuja whasciwe
dla siebie biatka efektorowe. Szlaki sygnatowe aktywowane przez interakcje GPCRs (w tym
nalezgce do nich NMURSs) ze specyficznymi dla nich ligandami zwigzane sg z dziataniem
m.in. cyklazy adenylanowej, fosfolipazy C oraz licznych kinaz biatkowych m.in. bioracych
udziat w szlaku kinaz MAPK [39].

Na podstawie analizy wynikow eksperymentéw z wykorzystaniem linii komoérkowych
transfekowanych NMUR1 lub NMUR2 oraz inhibitorow selektywnie wplywajacych na
poszczegdlne podjednostki  Ga, przedstawiono dziatanie szlakow sygnatowych
generowanych przez NMU (Ryc. 2). Oba receptory dla NMU dziataja w analogiczny sposob,
a zwigzanie liganda powoduje aktywacje podjednostek Gog badz Gai | Gas. Wzbudzenie
NMURs aktywowato w tym przypadku odpowiednie szlaki sygnalowe zwigzane
z aktywacja fosfolipazy C 1 fosfolipazy A2 badz aktywacja lub zahamowaniem dziatania
cyklazy adenylanowej. Wtorne przekazniki uwalniane w wyniku sygnalizacji zwigzanej
z NMU to m.in. 3-fosfatydyloinozytol, kwas arachidonowy, jony wapniowe Ca?* lub cCAMP
[30, 40, 41]. W wyniku aktywacji receptorow NMURs dochodzi réwniez do wzbudzenia
szlaku kinaz MAPK [30, 41].
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Ryc. 2. Sciezki sygnatowe aktywowane przez NMU w ludzkich komérkach. Poszczegdlnymi
skrotami oznaczono: NMU — neuromedyna U, NMURZ1/2 — receptor 1/2 dla NMU, PLC -
fosfolipaza C, AC — cyklaza adenylanowa, PLA2 — fosfolipaza A2, IP3 — 3-fosfatydyloinozytol,
CAMP — cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan, AA — kwas arachidonowy, ERK - kinazy
regulowane sygnatem zewnatrzkomérkowym. Przerywana linia zaznaczono prawdopodobne
sciezki sygnatowe aktywowane przez NMU, ktorych mechanizm aktywacji nie zostat dotychczas
szczegdtowo zbadany.

5. Dzialanie NMU w procesach fizjologicznych i patologicznych

Jedna z lepiej poznanych rol NMU jest kontrola skurczu podluznych mieéni gtadkich
wplywajaca na ruchy jelit czy pecherza moczowego. NMU bierze rowniez udziat w kontroli
przeplywu i ci$nienia krwi. Badania przeprowadzone na zwierzgtach dowiodty, Zze podanie
NMU wplywa na zwigkszenie cisnienia krwi w tetnicach oraz zwigkszenie tetna, za$ to
dziatanie zaleznie jest od aktywnos$ci wspotczulnej czesci uktadu nerwowego. Dziatanie
NMU obserwowane w centralnym uktadzie nerwowym przejawia si¢ rowniez W negatywnej
regulacji ilo$ci pobieranego pokarmu oraz w regulacji rownowagi energetycznej [31].

NMU jest zaangazowana w kontrole licznych proceséw zachodzacych w organizmie
ludzkim, stad zaburzenia w jej ekspresji wigzg si¢ z powstaniem standw patologicznych,
jak otytos¢, zaburzenia odzywiania czy choroby nowotworowe [30, 42]. Udziat tego biatka
w chorobach nowotworowych zostat opisany stosunkowo niedawno i wymaga jeszcze wielu

badan w celu jego wyjasnienia. Najwiecej informacji o dziataniu NMU w nowotworach
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dostarczyly do tej pory badania nad rakiem piersi i endometrium. Przeprowadzone w tym
zakresie badania in vitro wykazaly, ze zwigkszenie ekspresji NMU w komoérkach
nowotworowych wigze si¢ ze wzrostem zdolno$ci migracyjnych, inwazyjnosci
czy opornosci na niektore ze stosowanych chemioterapeutykéw i w efekcie gorsze
rokowania dla osob chorych [30, 43, 44, 45, 46, 47]. Udziat NMU w przebiegu RJG zostat
zaobserwowany po raz pierwszy kilka lat temu. Wzrost ekspresji NMU wykryto
w komorkach  nowotworowych we  wczesnych etapach  przejscia  epitelialno-
mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition). Co wiecej, badania te
wskazaty na potencjalng zdolnos$¢ komorek RJG do wydzielania NMU do otaczajacego je
mikro$rodowiska [48]. Pozniejsze analizy bioinformatyczne wykorzystujace dane z bazy
TCGA (ang. The Cacner Genome Atlas) rowniez wykazaty nadekspresje NMU w RJG [49,
50, 51, 52]. Najnowsze badania dotyczace udziatu NMU w przebiegu RJG obejmowaty
zarowno poznanie mechanizmu dziatania samego biatka, jak i jego receptorow. Wykazano,
ze obserwowana jednocze$nie wysoka ekspresja NMU i NMUR2 w tkance nowotworowej
wigze si¢ z nizszg ekspresja genu CDH-1 (kodujacego E-kadheryng) oraz wyzsza ekspresja
MMP-1. Interakcja NMU i NMUR?2 zostata potwierdzona réwniez w badaniach in vitro.
Obserwowana w komorkach wywodzacych si¢ z RJG aktywacja NMUR2 przez NMU
prowadzita do zwigkszenia ich zdolno$ci migracyjnych 1 inwazyjnych, a takze do
zwigkszenia ekspresji podjednostek integrynowych zwigzanych z metastazg [52].
Przedstawione badania dowodza autokrynnego dzialania NMU na komorki RIJIG

| zaangazowania opisanego biatka w procesy promujgce rozwdj nowotworu.

6. NMU a wzajemne oddzialywania w mikrosrodowisku nowotworu

Mikrosrodowisko rozwijajacego si¢ nowotworu jest wysoce plastyczng strukturg zdolng
do zmian w zaleznosci od stymulujacych je czynnikow. Przeksztalcanie mikrosrodowiska
W sprzyjajace rozwojowi nowotworu jest do§¢ dobrze poznanym zjawiskiem w RJG [53].
Dzi¢ki wydzielaniu cytokin, takich jak: CCL-3 (ang. C-C Motif Chemokine Ligand 3), CCL-
4 (ang. C-C Motif Chemokine Ligand 4) lub IL-8, komorki RIG moga przyciggac¢ do niszy
nowotworowej makrofagi oraz inne komorki uktadu immunologicznego [53, 54]. Co wiecej,
ostatnia z wymienionych cytokin (IL-8) dziata rowniez stymulujaco na zdolno$ci migracyjne
komoérek nowotworowych, makrofagbw oraz komorek s$rodbtonka mikronaczyn
nowotworowych (promujgc proces angiogenezy) [55]. TAMs obecne w RJG mogg rowniez

wpltywaé na rozwoj nowotworu poprzez wydzielanie czynnikow modelujacych macierz
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zewnatrzkomérkowa, w tym enzymoéw proteolitycznych (np. MMPS). TAMs aktywuja
réwniez zdolno$ci migracyjne otaczajacych je komorek oraz dzialajg proangiogennie m.in.
poprzez wydzielanie IL-6 oraz IL-8 [14, 17, 56].

Chociaz wiadomo, ze NMU jest jednym z czynnikow, ktory bierze udzial w procesie
nowotworzenia, to mechanizm jej oddziatywania na komorki mikro§rodowiska nowotworu
nadal pozostaje w duzej mierze niezbadany. Nieliczne doniesienia naukowe opublikowane
do tej pory w kontekscie mozliwego dziatania NMU na makrofagi oraz komorki srodbtonka
mikronaczyniowego nie dotyczyty choréb nowotworowych. Ekspresje NMU oraz jednego z
jej receptoréw — NMUR1 w makrofagach izolowanych z jamy otrzewnej myszy wykazano
podczas badan udziatu NMU w szoku septycznym indukowanym podaniem LPS. Co
ciekawe, poziom ekspresji obu genow zalezny byt w tym przypadku od fenotypu
makrofagéw. W makrofagach aktywowanych w klasyczny sposéb (z wykorzystaniem LPS)
poziom ekspresji receptora obnizal si¢, podczas gdy w przypadku NMU obserwowano
wzrost ekspresji. W powyzszych badaniach zwrocono réwniez uwage na mozliwy udziat
oddziatywan NMU/NMUR1 w zwigkszeniu wydzielania IL-6 przez makrofagi [57].
Obecnos¢ NMU oraz NMUR1 zostata potwierdzona réwniez w komodrkach srédbtonka
naczyn pochodzacych z uktadu sercowo-naczyniowego. Jednak doktadne dziatanie NMU
w tym uktadzie nie zostato wyjasnione [58].

Powyzsze prace dostarczyty podstawowych informacji dotyczacych mozliwosci ekspresji
jednego z receptorow dla NMU — NMUR1 w komorkach potencjalnie obecnych
w mikrosrodowisku nowotworu. Wraz z doniesieniami wskazujagcymi na potencjalng
zdolno$¢ wydzielania NMU do otaczajagcego je srodowiska przez komodrki RIG,
przedstawione informacje moga wskazywaé¢ na znaczenie NMU w niszy RJG. Ze wzgledu
na istotne znaczenie mikrosrodowiska w powstawaniu i rozwoju RJG oddziatywanie NMU
pochodzenia nowotworowego z NMUR1 obecnym na komoérkach mikro§rodowiska wydaje

si¢ by¢ interesujgcym obiektem badan.
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Cel pracy

Niniejsza praca podejmuje stabo poznang do tej pory tematyke udziatu neuromedyny U

W procesie rozwoju raka jelita grubego. Podstawg do zaplanowania i przeprowadzenia badan

bylo potwierdzenie mozliwosci wydzielania NMU przez komorki nowotworowe

i odbierania sygnatu pochodzacego od NMU przez jej receptory obecne na makrofagach

oraz komorkach $rodbtonka mikronaczyniowego, ktore potencjalnie sg zwigzane

Z mikrosrodowiskiem RJG.

W zwiazku z powyzszym, gtownym celem niniejszej pracy byta weryfikacja hipotezy,

ze NMU wydzielona przez komorki nowotworowe reguluje aktywno$¢ wybranych komoérek

niszy w taki sposob, aby sprzyjaty rozwojowi RJG.

Powyzsza hipotez¢ zweryfikowano poprzez osiagniecie kolejnych celow szczegotowych

(Ryc. 3), w ramach ktorych:

na podstawie opracowanej charakterystyki komorek linii wywodzacych si¢ z RJG,
pod wzgledem ekspresji NMU oraz obecnosci NMU wewnatrz komorki
i wydzielonej do srodowiska, przygotowano klony ze stabilng nadekspresja NMU
i znanym, wysokim poziomem wydzielania badanego biatka, ktore wykorzystano
w kolejnych badaniach jako model komoérek RJG oddziatujacych na komorki
mikrosrodowiska,

opracowano metode rdéznicowania monocytow | polaryzacji makrofagow
oraz okreslono poziom markerow powierzchniowych charakterystycznych dla
poszczegblnych fenotypow,

opracowano charakterystyke komoérek modelowych monocytow, makrofagéw
oraz komoérek $rodbtonka mikronaczyniowego pod wzgledem ekspresji genow
oraz obecnosci biatek NMU i NMURs,

oceniono aktywno$¢ receptorow dla NMU w komorkach modelowych makrofagow
oraz komorek $rodbtonka mikronaczyniowego,

oceniono zmiany fenotypowe oraz funkcjonalne wywotane dziataniem NMU na
komorki modelowe makrofagéw oraz srodbtonka mikronaczyniowego,

oceniono wptyw czynnikoéw wydzielonych przez komorki modelowe makrofagdéw

pod wptywem NMU na migracje komorek wybranej linii wywodzacej si¢ z RJG.

Strona 21



ODDZIALYWANIE NMU NA KOMORKI MODELOWE MIKROSRODOWISKA NOWOTWORU
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Ryc. 3. Schemat badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskie;j.
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Materialy i metody

1. Odczynniki

Peptydy:

*  NMU-9 (roztwor 100 puM; Phoenix Pharmaceuticals, USA), neuromedyna U
powstala na drodze chemicznej syntezy zawierajaca sekwencje aminokwasowg
odpowiadajgcg 9 ostatnim aminokwasom ludzkiej NMU (Gly-Tyr-Phe-Leu-Phe-
Arg-Pro-Arg-Asn-NHy), charakteryzujaca si¢ powinowactwem do ludzkich

receptorow dla NMU poréwnywalnym z formg NMU-25 [29].

Ludzkie rekombinowane bialka pozyskane z Escherichia coli lub linii komérkowej
CHO:
*  Czynnik stymulacji tworzenia kolonii granulocytéw i1 makrofagow (GM-CSF, ang.
granulocyte-macrophage colony stimulating factor; 0,1 mg/ml; Gibco/Thermo
Fisher Scientific, USA)
« Interleukina 4 (IL-4), interleukina 10 (IL-10; roztwory o st¢zeniu 100 pg/ml; R&D
Systems, USA)
* Interferon gamma (IFN-vy; 200 pug/ml; R&D Systems)
*  Czynnik wzrostu $roédbtonka naczyn (VEGF; 20 mg/ml; R&D Systems)
* Czynnik wzrostu naskérka (EGF, ang. epidermal growth factor; Gibco/Thermo

Fisher Scientific)

Inne czynniki biologiczne:
» Lipopolisacharydy E. coli (LPS; 1 mg/ml; Sigma-Aldrich, USA)

*  Albumina surowicy bydlgcej (BSA, ang. bovine serum albumin; Sigma-Aldrich)

Odczynniki chemiczne:
«  B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)
« Kwas etylenodiaminotetraoctowy,  kwas  wersenowy (EDTA, ang.
ethylenediaminetetraacetic acid; Sigma-Aldrich)
»  Siarczan dodecylu sodu (SDS; Sigma-Aldrich)
*  Mieszanina inhibitorow proteaz, Halt Protease Inhibitor Cocktail (w sktadzie:
chlorowodorek fluorku 4-benzenosulfonylu, aprotynina, bestatyna, E-64,

leupeptyna, pepstatyna A; Thermo Fisher Scientific)
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Mieszanina inhibitorow proteaz i fosfataz, Halt Protease and Phosphatase Inhibitor
Cocktail (w skladzie: aprotynina, bestatyna, E-64, leupeptyna, fluorek sodu,
ortowanadan sodu, pirofosforan sodu, B-glicerofosforan; Thermo Fisher Scientific)
Agaroza (Abo Grazyna Boreysza, Polska)

Bromek etydyny (500 ug/ml; Sigma-Aldrich)

0,4% bfekit trypanu (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific)

0,5% fiolet krystaliczny (Chempur, Polska)

Stosowane roztwory i bufory:

Roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanami, pH 7,0 (PBS; ang. phosphate
buffered saline), bez dodatku jonéw wapniowych i magnezowych (Corning, USA)
PBS z dodatkiem 2 mM EDTA (PBS/EDTA)

0,5% roztwor BSA (%w/o0) w PBS z dodatkiem 2 mM EDTA (BSA/PBS/EDTA)
4% roztwor paraformaldehydu (PFA; Fluka Analytical, Szwajcaria) w PBS (% w/0)
roztwor soli fizjologicznej buforowany TRIS-em (TBS, ang. Tris Buffered Saline),
zawierajacy 50 mM TRIS-HCI (AppliChem, Niemcy) i 150 mM NaCl (AppliChem),
pH 7,4

bufor TBS z dodatkiem 0,1% Tween 20 (% o/0; Sigma-Aldrich; TBS-T)

bufor octanowy (TRIS-kwas octowy-EDTA; TAE, ang. TRIS-Acetate-EDTA)
zawierajacy 40 mM TRIS (AppliChem), 20 mM kwasu octowego oraz 1 mM EDTA,
pH 8,0

2x stgzony bufor lizujacy RIPA (ang. radioimmunoprecipitation assay buffer)
zawierajacy 100 mM TRIS-HCI (pH 7,5), 300 mM NacCl, 0,2% SDS (% w/o; Sigma-
Aldrich), z dodatkiem 1% Igepal CA-630 (% o/o; Sigma-Aldrich) bezposrednio
przed uzyciem

5x stezony bufor do probek zawierajacy 312,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10% SDS (%
w/0), 50% glicerol (% w/o; Serva, Niemcy), 0,01% bitekit bromofenolowy (% w/o;
POCH, Polska) oraz dodawany na §wiezo 5% [-merkaptoetanol (% o/0) jako czynnik
redukujacy

bufor do elektrofrezy biatek SDS-PAGE zawierajacy 192 mM glicyny (AppliChem),
25 mM TRIS (AppliChem), 0,1% SDS (% w/0)
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Media do hodowli komoérkowych (Thermo Fisher Scientific):

MEM (ang. Minimum Essential Medium)

RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640; z modyfikacjg ATTC)
McCoy 5A

MCDB 131

Odczynniki i antybiotyki stosowane do hodowli komérkowych:

ptodowa surowica bydleca (FBS, ang. foetal bovine serum; Sigma-Aldrich)
nieinaktywowana termicznie lub inaktywowana termicznie poprzez inkubacje¢
W 56°C przez 30 min

ludzka surowica (grupa krwi AB; Sigma-Aldrich)

100x aminokwasy endogenne (NEAA, ang. non-essential amino acids; w sktadzie
po 10 mM glicyny, alaniny, asparaginy, kwasu asparaginowego, kwasu
glutaminowego, proliny, seryny; Thermo Fisher Scientific)

100x pirogronian sodu (100 mM; Thermo Fisher Scientific)

L-Glutamina (200 mM; Sigma-Aldrich)

hydrokortyzon (2 mg/ml; Sigma-Aldrich)

12-mirystynian-13-octan forbolu (PMA, ang. phorbol 12-myristate 13-acetate;
1 mg/ml; InvivoGen, USA);

Histopaque-1077 o gestosci 1,077 g/ml (Sigma-Aldrich)

Poli-D-Lizyna (1 mg/ml; Merck Millipore, USA)

Matrigel (12,1 mg/ml; preparat pozyskiwany z migsaka Engelbreth-Holm-Swarm
myszy, zawierajacy biatka macierzy zewnatrzkomérkowej w tym gtownie lamining,
kolagen IV, entaktyne i proteoglikan siarczanu heparanu; Corning)

akutaza (400-600 U/ml w D-PBS bez jonow Ca?* i Mg?*; Sigma-Aldrich)
trypsyna-EDTA (0,25% w roztworze soli Hanksa; Sigma-Aldrich)

odczynnik Turka zawierajacy 3,2% kwasu octowego i 0,0025% fioletu
krystalicznego (%w/0) w roztworze wodnym z metanolem (plyn rozcienczajacy
leukocyty/krwinki biate; Aqua-Med, Polska)

500x primocyna (50 mg/ml; InvivoGen)

100x mieszanina penicyliny i streptomycyny (pen-strep; penicylina 10000 U/ml
i streptomycyna 10000 pg/ml; Thermo Fischer Scientific)

hygromycyna B (50 mg/ml; Toku-E, Japonia)
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2. Linie komdérkowe

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy wykorzystano 6 linii komorkowych
pozyskanych z ATCC (ang. American Type Culture Collection; USA) wywodzacych si¢
Z nowotwordow jelita grubego: HT29, Caco-2, HCT116, SW480, SW620, HCT15 oraz lini¢
komorek nabtonka CCD 841 CoN, ktérych charakterystyke przedstawiono w tabeli ponizej
(Tab. 1).

Tab. 1. Charakterystyka wykorzystanych linii komoérkowych.

Linia Fenotyp Fenotyp Fenotyp
Fenotyp [59] kontrolna nablonkowy mezenchymalny silnie mezenchymalny
CCD 841 CoN HT29 Caco-2 HCT116 SW480 SW620 HCT15
Rodzaj tkanki Nabtonek Nabtonek Nabtonek Nabtonek Nabtonek Nabtonek Nabtonek
Miejsce izolacji Jelito grube Jelito grube Jelito grube Jelito grube Jelito grube Wezly chionne Jelito grube
Gruczolakorak  Gruczolakorak . Gruczolakorak  Gruczolakorak  Gruczolakorak
P Tkanka . . Rak (carcinoma), - . .
Rodzaj zmiany . (adenocarcinoma), (adenocarcinoma), ] (adenocarcinoma), (adenocarcinoma), (adenocarcinoma),
prawidtowa n N guz pierwotny . . 3
guz pierwotny guz pierwotny guz pierwotny guz wtorny guz pierwotny
K'asyf"[(gg]’a CMmS cMs3 CMs4 CcMs4 CMs4 CMs4 CcMs1

@]

* Zdjecia pogladowe komorek pochodza ze s
zdjegcia wykonane podczas prowadzenia hodowli). Skala na zdjeciach rowna 100 um.
Jako model komorek $rodblonka mikronaczyniowego wykorzystano komorki linii
HMEC-1 (ang. human microvascular endothelial cells) zakupione w ATCC. Jako model
monocytow uzyto komorki linii THP-1 zakupionej] w ATCC. Charakterystyke wyzej

wymienionych komorek przedstawiono w Tab. 2.

Tab. 2. Charakterystyka pozostatych komorek wykorzystywanych w pracy.

HMEC-1 [61] THP-1[62]

Krew obwodowa;
Ostra biataczka monocytarna
(ang. acute monocytic leukemia)

Srodbtonek mikronaczyn skory;

Pochodzenie Tkanka prawidlowa

Transfekcja genem duzego antygenu T
pochodzacego z wirusa SV40 X
(ang. Simian Virus 40)

Wprowadzone modyfikacje;
UnieSmiertelnienie linii komérkowej

linii HMEC-1 wykonano podczas prowadzenia hodowli. Skala na zdj¢ciach rowna 100 um.
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3. Hodowla linii komérkowych

Hodowle komoérkowe prowadzono w zalezno$ci od zapotrzebowania na butelkach
hodowlanych o powierzchni wzrostu 25 lub 75 cm? (Nunc/Thermo Fisher Scientific)
w inkubatorze CO2, w temp. 37°C, przy zachowanej wilgotno$ci 90-95% i zawartosci CO2
na poziomie 5%. Wszystkie media hodowlane wuzupelniono nieinaktywowana
lub inaktywowana termicznie surowicg oraz niezb¢gdnymi suplementami wedtug ponizszych
tabel (Tab. 3 i 4). Podczas prowadzenia hodowli, do medium dodawano antybiotyki:
primocyn¢ w stezeniu koncowym 100 pg/ml oraz mieszaning penicyliny 1 streptomycyny

(penicylina 100 U/ml i streptomycyna 100 pg/ml).

Tab. 3. Sktad mediow wykorzystanych do hodowli komorek RJG.

Linia komorkowa Rodzaj medium FBS Suplementy
0,1 MM NEAA
D 841 CoN MEM 10%, nieinak v ]
CCD 841 Co 0%, nieinaktywowana 1,0 mM pirogronian sodu
McCoy 5A, of min
HT29 RPMI 1640 10 %, nieinaktywowana X
0,1 MM NEAA
-2 MEM 20 %, nieinak o ]
Caco 0 %, nieinaktywowana 1,0 mM pirogronian sodu
HCT116 McCoy 5A 10 %, inaktywowana X
SW480, SW620 RPMI 1640 10 %, nieinaktywowana X
HCT15 RPMI 1640 10 %, inaktywowana X

Tab. 4. Sktad mediow wykorzystanych do hodowli pozostatych komorek.

Linia komorkowa Rodzaj medium FBS Suplementy
5,0 mM L-Glutamina,
HMEC-1 MCDB 131 10 %, nieinaktywowana 1,0 pg/ml hydrokortyzon,
10,0 ng/ml EGF
THP-1 RPMI 1640 10 %, nieinaktywowana 0,05mM

-merkaptoetanol

W celu pasazu komorek monowarstwe ptukano jednokrotnie PBS, a nastepnie odklejano
0,25% roztworem trypsyny-EDTA. Komorki zawieszono we wlasciwym dla nich medium
hodowlanym w celu inaktywacji trypsyny. W razie potrzeby komorki wirowano 160 X ¢

przez 7 min w temp. pokojowe;j.
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Liczbe komoérek w zawiesinie oraz ich zZywotno$¢ oceniono poprzez barwienie 0,4%
roztworem blekitu trypanu z wykorzystaniem urzadzenia Countess Automated Cell Counter
(Invitrogen/Thermo Fischer Scientific). Komodrki wykorzystywane do doswiadczen
charakteryzowaty si¢ ZywotnoS$cig przekraczajaca 90%.

Hodowle komorek testowano okresowo na obecnos$¢ bakterii z rodzaju Mycoplasma
z wykorzystaniem zestawu PlasmoTest - Mycoplasma Detection Kit (InvivoGen) zgodnie
Z instrukcjg producenta. Komorki wysiane na ptytke 6-dotkowa hodowano przez 48 godz.
w medium bez dodatku antybiotykow. Medium wraz z komoérkami zebrano, inkubowano
w 98°C przez 15 min, a nastepnie przez 24 godz. z komorkami HEK-Blue-2. Wynik testu
oceniono poprzez porownanie zabarwienia badanego medium nad komérkami HEK-Blue-2
do barwy proby negatywnej oraz pozytywnej dostarczonych przez producenta w zestawie.

Po przeprowadzeniu badan ponownie potwierdzono autentyczno$¢ wykorzystanych linii

komorkowych poprzez analizg profilu STR (ang. short tandem repeats) komorek.

4. Transfekcja i selekcja klonalna

4.1. Przygotowanie wektora ekspresyjnego

Sekwencje kodujaca NMU pozyskano na drodze reakcji tancuchowej polimerazy (PCR,
ang. polymerase chain reaction) z odwrotng transkrypcjg (RT, ang. reverse transcription).
0,8 pg catkowitego RNA izolowanego z komorek linii SW480 (wg. metody ,,9. I1zolacja
RNA”) zostato poddane reakcji odwrotnej transkrypcji i amplifikacji z wykorzystaniem
zestawu SuperScript™ One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta (Tab. 5).

Tab. 5. Sktad mieszaniny reakcyjne;j.

Skladnik TIlos¢

2X .Reacti'on Mix. . . 25,0 ul
(mieszanina zawierajaca 0,4 mM dNTP i 2,4 mM MgSQO4)

Starter forward (10 uM) 1,0 ul

Starter reverse (10 uM) 1,0 ul

RT/Platinum™ Taq Mix 2,0 ul

Woda destylowana pozbawiona nukleaz 20,0 ul
RNA (0,8 ng) 1,0 ul

Catkowita objetos¢ reakcji 50,0 ul
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Do wygenerowania sekwencji kodujacej ludzka prekursorowag form¢ NMU (numer
referencyjny sekwencji w bazie NCBIl: NM_006681.4; dlugos¢ amplifikowanej sekwencji
réwna 556 pz) wykorzystano startery: F: 5' AGCTAAGCTTGCCGAGATGCTGCGAACA
GAGAG 3 i R: 5 GGTCAGCAGGGTTCATTTAACGCGGATCCAATAGC 3
wprowadzajace na koncach amplikonu sekwencje nukleotydowe rozpoznawane przez
enzymy restrykcyjne Hindlll i BamHI. Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze T3

Termocykler (Biometra) w warunkach przedstawionych w ponizszej tabeli (Tab. 6).

Tab. 6. Warunki reakcji PCR z odwrotng transkrypcja.

Etap reakcji Temperatura Dlugos$é trwania
Synteza cDNA 50°C 30 min
Denaturacja matrycy .
. . 94°C 2 min
Aktywacja polimerazy DNA Taq
Denaturacja 94°C 15s
Amplifikacja :
Przyt 5 °
w 35 cyklach rzylaczenie starterow 58°C 30s
Wydhuzanie tancucha 68°C 45s
Ostateczne wydhuzanie tancucha 72°C 10 min

Otrzymane produkty reakcji rozdzielono w 1% zelu agarozowym i zwizualizowano
z wykorzystaniem bromku etydyny (o koncowym stezeniu w zelu 12,5 ng/ml). Wycieto
fragment Zelu zawierajacy prazek o dtugosci 556 pz. Izolacj¢ produktu PCR wykonano za
pomocg zestawu GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) wedlug zalecen
producenta. Fragment Zelu rozpuszczono w buforze zawartym w zestawie (z zachowaniem
proporcji 100 pl buforu na kazde 100 mg zelu agarozowego) poprzez ogrzewanie w temp.
55°C przez 10 min, przeniesiono na kolumne ze ztozem krzemionkowym wigzacym kwasy
nukleinowe 1 wirowano 14000 x g przez 1 min w temp. pokojowej. Kolumne plukano
buforem ptuczacym zawartym w zestawie i wirowano j.w. W celu usunigcia resztek buforow
po ptukaniu, kolumne¢ wirowano przez 1 min bez dodatku ptynéw. DNA wyptukano ze zloza
25 ul wody wolnej od nukleaz (BioShop, Kanada). Stezenie DNA 0znaczono przy dtugosci
fal 260 nm, a jego jako$¢ 0znaczono poprzez wyznaczenie i 0szacowanie wspotczynnikow
260/230 nm i 260/280 nm z wykorzystaniem urzadzenia NanoDrop 1000 Spectrophotometer

(Thermo Fisher Scientific).
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Otrzymany produkt wklonowano do wektora pJET1.2/blunt z uzyciem zestawu
CloneJET PCR Cloning Kit zawierajacego ligaze T4 (Invitrogen) zgodnie z zaleceniami
producenta. Wektor wprowadzono za pomocg transformacji do komoérek Escherichia coli
TOP10. Komorki wysiano na szalki w celu otrzymania pojedynczych kolonii. Po 24 godz.
inkubacji kolonie przeniesiono do 3-ml hodowli, z ktorych wyizolowano i oczyszczOno
wektor korzystajac z zestawu Genelet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific)
wedhlug zalecen producenta. Plazmidowe DNA wyptukano z kolumny z uzyciem wody
wolnej od nukleaz, oznaczono ilo$¢ oraz jakos¢ DNA, jak powyzej. Wyizolowane plazmidy
trawiono z uzyciem enzymow restrykcyjnych HindIll i BamHI. Produkty trawienia
rozdzielono w 1% zelu agarozowym. Prazek odpowiadajacy sekwencji NMU wycigto,
wyizolowano z zelu i wklonowano do wektora pcDNA 3.1 (+) z genem odpornosci na
hygromycyne B (Invitrogen; Ryc. 4) z uzyciem metod, zestawoéw i komorek opisanych
powyzej. Wektor zawierajacy sekwencj¢ kodujaca NMU wyizolowany i oczyszczony za
pomoca zestawu GeneJET Endo-Free Plasmid Maxiprep Kit (Thermo Fisher Scientific)

poddano sekwencjonowaniu w celu sprawdzenia zgodnos$ci sekwencji.

Ryc. 4. Schemat wektora pcDNA 3.1 (+) z genem odporno$ci na hygromycyng B.

4.2. Transfekcja komérek HT29 i selekcja klonalna

W celu ustalenia st¢zenia antybiotyku odpowiedniego do przeprowadzenia selekcji
klonalnej, komorki HT29 wysiano na ptytke 24-dotkowa w pelnym medium McCoy 5A
z dodatkiem hygromycyny B w szeregu stezen od 0 do 500 pug/ml, co 25 pg/ml. Komoérki
hodowano przez 3 tygodnie ze zmiang medium co 48 godz. oraz dodatkiem §wiezej porcji
antybiotyku selekcyjnego. Do selekcji klonow wybrano najnizsze st¢zenie hygromycyny B,
ktore wywotato $§mier¢ wszystkich komorek w hodowli.

Wektor ekspresyjny pcNMU Iub wektor kontrolny pcDNA (3 pg) wprowadzono do
komorek linii HT29 na drodze nukleofekcji z zastosowaniem komercyjnie dostepnych

odczynnikow firmy Lonza SF Cell Line Solution Box oraz zestawu Amaxa Cell Line
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Nucleofector Kit™ R i urzadzenia Amaxa 4D nucleofector X Unit (Lonza, Szwajcaria)
zgodnie z zaleceniami producenta. Komoérki po transfekcji rozdzielono na dwie czesci
i wysiano w pelnym medium McCoy 5A na plytke 24-dotkowg z przeznaczeniem do
weryfikacji wydajnosci transfekcji oraz wyselekcjonowania stabilnych klonow.

24 godz. po nukleofekcji komorki przeniesiono na szalki o $rednicy 10 cm w pelnym
medium z hygromycyna B i hodowano przez 4 tygodnie ze zmiang medium i dodatkiem
antybiotyku selekcyjnego co 48 godz. Powstale po okoto 4 tygodniach wyraznie
odseparowane pojedyncze kolonie zebrano i przeniesiono do osobnych dotkéw na ptytce 24-
dotkowej. Klony komorek linii HT29 ze stabilng nadekspresja NMU (HT29 pcNMU) i klony
kontrolne (HT29 pcDNA) hodowano w medium RPMI 1460 uzupelionym o 10% FBS
Z dodatkiem antybiotykoéw: primocyny (w stezeniu koncowym 100 pg/ml), mieszaniny pen-
strep (penicylina 100 U/ml i streptomycyna 100 ug/ml) oraz hygromycyny B (we wczesniej
wyznaczonym stezeniu).

Skuteczno$¢ przeprowadzenia transfekcji i utrzymania stabilnej nadekspresji NMU
zweryfikowano poprzez analiz¢ Western Immunoblotting (opisang ponizej: ,,14. Analiza
Western Immunoblotting (WB)”). Jakosciowa ocen¢ wydzielania NMU przez komorki
wybranych klonéw, z potwierdzong nadekspresja NMU, wykonano z wykorzystaniem
metod immunoprecypitacji NMU z medium pohodowlanego (opisang ponizej: ,,15.
Immunoprecypitacia NMU z medium pohodowlanego”), a nastgpnie Western

Immunoblotting.

5. Izolacja monocytow z kozuszka leukocytarno-plytkowego

Materiat wykorzystany do niniejszych badan pochodzit z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa (RCKiK) w Lodzi. Zdrowi dawcy, od ktorych pobrano
krew obwodowa, zostali poinformowani przez Pracownikéw RCKIiK i wyrazili pisemna
zgode na wykorzystanie pobranej krwi do celoéw badawczych. Otrzymane probki zostaty
zanonimizowane przed wydaniem z RCKiK.

Kozuszki leukocytarno-ptytkowe rozcienczono 4-krotnie PBS z dodatkiem EDTA
w stezeniu koncowym 2 mM (PBS/EDTA) i nawarstwiono na Histopaque-1077. Materiat
rozdzielono na frakcje (Ryc. 5) przez wirowanie w gradiencie gestosci 500 x g przez 30 min

(wszystkie wirowania w niniejszej metodzie prowadzono w temp. pokojowej).
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Kozuszek
leukocytarno- Osocze

plytkowy

Wirowanie 500 x g
30 min. Komorki
jednojadrzaste

Histopaque-1077 Histopaque-1077

Ryc. 5. Uproszczony schemat rozdziatu kozuszkow leukocytarno-ptytkowych w gradiencie gestosci
Histopaque-1077.

Powstaly po wirowaniu biaty pier§cien komorek jednojadrzastych przeniesiono do
nowych probowek i ptukano 2-krotnie buforem PBS/EDTA z wirowaniem 350 x g przez 15
min. Osad zawieszono w 10 ml buforu PBS/EDTA, komorki jednojadrzaste barwiono
odczynnikiem Turka (w stosunku ilo$ciowym 190 pl barwnika na 10 pl zawiesiny
komorkowej) i naniesiono na komore Burkera. Liczba komorek na okreslonej powierzchni
siatki zliczeniowej zostata okre§lona przez dwie niezalezne osoby.

Monocyty zawarte w mieszaninie komorek jednojadrzastych izolowano nastepnie
z wykorzystaniem kulek magnetycznych optaszczonych mysimi przeciwcialami
skierowanymi przeciwko ludzkiemu biatku CD14 (CD14 MicroBeads; Miltenyi Biotec,
Niemcy) oraz zestawu do magnetycznej separacji z kolumnami MS Column (Miltenyi
Biotec). Odpowiednig liczbe komorek wirowano 300 x g przez 10 min, zawieszono
w zimnym roztworze 0,5% BSA w PBS z 2 mM EDTA (BSA/PBS/EDTA) w ilosci 80 pl
na kazde 1 x 107 komoérek, dodano zawiesine kulek magnetycznych w ilosci 20 ul na kazde
1 x 107 komérek i catoé¢ inkubowano na lodzie przez 15 min. Niezwigzane kulki
magnetyczne odptukano poprzez dodanie 10 ml zimnego buforu BSA/PBS/EDTA
i wirowanie 300 x g przez 10 min. Osad po wirowaniu zawieszono w buforze
BSA/PBS/EDTA w ilosci 100 pl na kazde 1 x 107 komérek i naniesiono na kolumne ze
ztozem ferromagnetycznym umieszczong w magnesie i aktywowana wczesniej zimnym
buforem BSA/PBS/EDTA (3 ml). Komorki posiadajace antygen CD14 wraz z kulkami
magnetycznymi zostaly zwigzane przez zloze kolumny, pozostale komorki usunigto
z kolumny przez jej 3-krotne ptukanie zimnym buforem BSA/PBS/EDTA (3 x 3 ml).
Po zdjeciu kolumny z magnesu, monocyty wyptukano ze ztoza 5 ml zimnego buforu
BSA/PBS/EDTA. Otrzymang zawiesing wirowano 300 x g przez 10 min. Po zawieszeniu
osadu w 5 ml buforu BSA/PBS/EDTA monocyty barwiono 0,4% roztworem bfekitu trypanu

1 liczono z wykorzystaniem urzadzenia Countess Automated Cell Counter.
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Monocyty izolowane z krwi obwodowej zdrowych dawcow (PBM, ang. peripheral blood
monocytes) hodowano w medium RPMI 1640 z dodatkiem 10% ludzkiej surowicy

I mieszaniny pen-strep (penicylina 100 U/ml i streptomycyna 100 pg/ml).

6. Roznicowanie monocytow i polaryzacja makrofagow

W przeprowadzonych eksperymentach wykorzystano dwa modele badawcze: makrofagi
réznicowane z komorek linii THP-1 (TDM, ang. THP-1 derived macrophages)
oraz makrofagi roéznicowane z monocytow izolowanych z krwi obwodowej zdrowych
dawcoéw (MDM, ang. monocyte derived macrophages). Komorki THP-1 i PBM oraz TDM
1 MDM w kolejnych czeséciach pracy wspdlnie nazywane beda odpowiednio ,,monocytami”
oraz ,,makrofagami”.

Monocyty réznicowano w pelnym medium na ptytkach 6-dotkowych w ilosci 1,5 x 108
lub 2 x 108 na dotek w zaleznosci od zapotrzebowania. Komoérki linii THP-1 réznicowano
na drodze 48-godz. stymulacji PMA w stezeniu 20 ng/ml z dodatkowa 24-godz. inkubacja
w pelnym medium bez dodatku czynnika réznicujacego. PBM réznicowano poprzez 7-
dniowa stymulacj¢ GM-CSF w stezeniu 10 ng/ml. Po otrzymaniu makrofagobw MO
polaryzowano je do okreslonego fenotypu. Makrofagi M1 otrzymano poprzez 24-godz.
stymulacje (TDM MO) lub 5-dniowg stymulacj¢ (MDM MO) IFN-y w stezeniu 20 ng/ml
oraz LPS w stezeniu 10 pg/ml. W celu uzyskania makrofagow M2 TDM MO stymulowano
przez 4 dni, a MDM MO przez 5 dni roztworami interleukin w st¢zeniu 20 ng/ml: IL-4 dla
fenotypu M2a oraz IL-10 dla fenotypu M2c (Ryc. 6).

CD80

P " HLADR
hodowli w medium £ [
RPMI z IFN-y (20ng/ml) € MakrofagiM1 ¢
i LPS (10pg/ml) ) ¢
5 dni
2 dni hodowli w 1 dzien
medium RPMI hodowli
THP-1 PMA (20 I * -
e z (20ng/ml) bez PMA . CD11b adni D206
/ < MakrofagiMo fodowlt A/ Makrofagi <
cp14? w medium RPMI M2a
PBM | . z1L-4 (20ng/ml | §
7 dni hodowli w medium RPMI cD14v 5 dni

z GM-CSF (10ng/ml)

1 dzien ) \EHE
hodowli g~

w medium RPMI
z1L-10 (20ng/ml

Makrofagi -
. M2c

5 dni

Ryc. 6. Schemat réznicowania monocytéw i polaryzacji makrofagow do fenotypéw M1i M2 (ai c)
z zaznaczeniem makrerow charakterystycznych dla kazdego z otrzymanych fenotypow.
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Opisane powyzej optymalne metody roznicowania i polaryzacji opracowane zostaty
w ramach i na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej poprzez zastosowanie zroéznicowanych
czasOw stymulacji czynnikami roéznicujgcymi oraz polaryzujgcymi, jak rowniez roznych

stezen przedstawionych czynnikow.

7. Wyciszenie ekspresji NMUR1

Ekspresjc NMUR1 w komoérkach THP-1 wyciszono stosujac komercyjnie dostepny
zestaw Human NMUR1 ON-TARGETplus siRNA SMARTpool (Dharmacon, USA).
siRNA (ang. small interfering RNA) specyficzne wzglegdem NMURL oraz kontrolne NT
siRNA (ang. non-targeting SsiRNA) wprowadzono do komorek THP-1 na drodze
nukleofekcji z zastosowaniem komercyjnie dostepnych odczynnikéw firmy Lonza SF Cell
Line Solution Box oraz zestawu Amaxa Cell Line Nucleofector Kit™ R i urzadzenia Amaxa
4D nucleofector X Unit (Lonza) zgodnie z zaleceniami producenta. 4 x 10® komoérek po
transfekcji zawieszono w medium hodowlanym bez mieszaniny pen-strep i wysiano na
plytke 12-dotkowa w ilosci 1 x 10° komoérek na dotek. Po uptywie 4 godz. od nukleofekcji
do komoérek dodano PMA (w koncowym stezeniu 20 ng/ml) i réznicowano je do TDM MO
przez 48 godz. ze zmiang medium i dodatkiem PMA po 24 godz. Nastgpnie komorki
inkubowano przez 48 godz. bez dodatku PMA i przygotowano lizaty komérkowe.

Skuteczno$¢ wyciszenia ekspresji NMUR1 analizowano poprzez oceng poziomu NMUR1
w lizatach komoérkowych metoda Western Immunoblotting. Nastgpnie komorki

wykorzystano do oceny intensywnosci fosforylacji kinaz ERK 1/2.

8. Przygotowanie medium pohodowlanego (CM, ang. conditioned medium)

8.1. Komorki RJG

Klony komorek HT29 pcDNA i pcNMU hodowano w petnym medium RPMI 1640
w butelce hodowlanej o powierzchni wzrostu 25 cm? do osiagniecia okoto 80% konfluencji.
Nastgpnie komorki ptukano jednokrotnie PBS i zmieniono medium na 3 ml RPMI 1640 bez
dodatku FBS. Po 48 godz. medium zebrano, wirowano 1000 x g przez 20 min w temp. 4°C
w przypadku analiz profilu wydzielanych cytokin lub w temp. pokojowej w przypadku
uzycia medium do badan wptywu NMU na komoérki modelowe makrofagdéw i srodblonka

mikronaczyniowego.
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8.2. Makrofagi i komorki srédblonka mikronaczyniowego

PBM réznicowano w ilosci 2 X 10° komérek na dotek na plytce 6-dotkowej wedtug
standardowej procedury (opisanej powyzej ,,6. RozZnicowanie monocytow i polaryzacja
makrofagow”). MDM MO inkubowano przez 24 godz. w pelnym medium bez dodatku GM-
CSF, ptukano PBS i zmieniono medium na 1,3 ml pelnego medium RPMI 1640 z dodatkiem
NMU-9 w koncowym stezeniu 500 nM. Komorki liniit HMEC-1 hodowano na ptytkach 6-
dotkowych do osiggniecia okoto 80% konfluencji i po zmianie medium inkubowano przez
24 godz. bez dodatku EGF oraz hydrokortyzonu. Monowarstwe komoérek ptukano nastepnie
buforem PBS i zmieniono medium na 1,3 ml MCDB 131 z dodatkiem L-glutaminy,
mieszaniny pen-strep oraz 2,5% FBS i NMU-9 w koncowym stezeniu 500 nM. W obu
przypadkach kontrolg stanowity komodrki hodowane we wilasciwym dla nich medium bez
dodatku NMU-9. Po 48 godz. inkubacji medium pohodowlane zebrano i wirowano 1000 x g

przez 20 min w 4°C.

9. Izolacja RNA

RNA izolowano z komérek hodowanych na ptytkach 6-dotkowych lub w przypadku
monocytow z 1,5 x 108 komorek w osadzie powstalym po wirowaniu zawiesiny (160 X g,
7 min, temp. pokojowa) z wykorzystaniem komercyjnego zestawu ReliaPrep™ RNA Cell
Miniprep System (Promega, USA). Komorki lizowano przez 5 min w 250 ul buforu
lizujacego zawartego w zestawie z dodatkiem 2% 1-tioglicerolu, a nast¢pnie dodano 85 pl
izopropanolu w celu wytracenia RNA z fazy wodnej i worteksowano. Material przeniesiono
na kolumny ze zlozem krzemionkowym i wirowano 14000 x g przez 45 s (wszystkie
wirowania prowadzono w temp. pokojowej). Ztoze ptukano buforem zawartym w zestawie
I wirowano j.w. przez 30 s. Nastepnie naniesiono 30 ul roztworu DNAzy I i inkubowano
przez 15 min w temp. pokojowej. Kolumng ptukano kolejno buforami zawartymi w zestawie
z wirowaniem j.w. odpowiednio przez 15, 30 i 45 s. Pozostatosci buforow usunigto przez 2-
min wirowanie 14000 x g. RNA wyptukano ze ztoza 30 ul wody destylowanej pozbawione;j
nukleaz przez wirowanie kolumny 14000 x g przez 1 min. Oznaczono stgzenie 0trzymanego
RNA oraz oceniono jego jako$¢ poprzez pomiar absorbancji przy dlugosciach fal
260/230 nm 1 260/280 nm (NanoDrop 1000 Spectrophotometer) oraz wyznaczenie
wspoétczynnika integralnosci RNA (RIN, ang. RNA integrity number) na drodze
zautomatyzowanej elektroforezy kapilarnej z wykorzystaniem zestawu RNA 6000 Nano

LabChip oraz urzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA).
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10. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z uzyciem 0,5 — 1 pg catkowitego RNA
oraz zestawu High Capacity cDNA Reverse transcription kit (Applied Biosystems, USA)
wedtug zalecen producenta. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w ponizszej tabeli

(Tab. 7).

Tab. 7. Sktad mieszaniny reakcyjnej.

Skladnik: Objetosé
10x RT Buffer 2,0 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10x RT Random Primers 2,0 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/pL) 1,0 ul
Woda destylowana pozbawiona nukleaz 4,2 ul
RNA (1 lub 0,5 ng) 10,0 pl
Calkowita objetos¢ reakcji 20,0 ul

Reakcje przeprowadzono w termocyklerze T3 Termocykler (Biometra) w warunkach

opisanych w tabeli ponizej (Tab. 8).

Tab. 8. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

Temperatura Dlugo$¢ trwania

Przylaczenie starteréw 25°C 10 min
Synteza cDNA 37°C 120 min
Dezaktywacja odwrotnej transkryptazy 85°C 5 min

11. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym dla genu NMU oraz kontroli endogennej (5-aktyny)
w komorkach linii RJG wykonano z wykorzystaniem zestawu odczynnikow FastStart
Essential DNA Probes Master, sond TagMan (odpowiednio Hs00183624_ml oraz
Hs_01060665_g1; Thermo Fischer Scientific) oraz urzadzenia Roche LightCycler 96
(Roche, Szwajcaria). Sktadniki i warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym przedstawiono

w tabelach ponizej (Tab. 91 10).
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Tab. 9. Sktad mieszaniny reakcyjne;j.

Skladnik: Objetos¢

2x FastStart Essential DNA Probes Master: 10,0 pl

FastStart Tag Polimeraza DNA

Bufor reakcyjny

dNTP Mix (z dUTP),

MgCl;

20x Sondy TagMan 1,0 ul

cDNA do 2,0 pl

Woda destylowana pozbawiona nukleaz do 20,0 pl objetosci mieszaniny reakcyjnej

Tab. 10. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond TagMan.

Temperatura Czas trwania
Inkubacja wstepna 95°C 10 min
Amplifikacja 95°C 10s
w 45 CykIaCh 60°C 20's

Ekspresje¢ pozostatych badanych genéw oceniono z wykorzystaniem FastStart Essential
DNA Green Master. Pary starterow wykorzystane do oceny ekspresji genéw NMU, NMUR1,
NTSR1 i GHSR1b w komorkach modelowych monocytow, makrofagéw i $rodblonka
mikronaczyniowego przygotowano w oparciu o dostepne publikacje. Parg¢ starterow
specyficzng dla genu NMUR2 oraz genow stanowigcych kontrole endogenng kodujacych:
dehydrogenazg aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH, ang. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) Iub B-aktyn¢ zaprojektowano na podstawie ich sekwencji (numer
referencyjny sekwencji w bazie NCBI odpowiednio: NM_020167.5, NM_002046.7,
NM_001101.5). Sekwencje poszczegdlnych par starterow zebrano w tabeli ponizej
(Tab. 11).
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Tab. 11. Pary starterow wykorzystane do oceny ekspresji badanych genow.

Gen Starter Sekwencja Referencje

Forward 5> GGATTACAGCCTGAACAACAGC 3’
NMU [63]
Reverse 5’ GGCTTTGGTAGCATTCCCATA 3°

Forward 5" GCCGGAGACAAGTGACCAAGA ¥’

NMUR1 [64]
Reverse 5 TGACACGACGCTCCACATG 3’
Forward 5’ TCAACCTCGTCCATGTGGTG 3’

NMUR2 X
Reverse 5" AGCGGCGAGACAGTAGGTT 3’

Forward 5" CCGTCAAGGTCGTCATACAG 3’
NTSR1 [38]
Reverse 5" GATGGTGGAGCTGACGTAGAA 3’

Forward 5 CTTGGGACACCAACGAGTG3’
GHSR1b [38]
Reverse 5> AGGACCCGCGAGAGAAAGC 3’
Forward 5> TTGCCCTCAACGACCACTTT 3’
GAPDH X
Reverse 5 TCCTCTTGTGCTCTTGCTGG 3’

Forward 5> CTGGAACGGTGAAGGTGACA 3°
p-aktyna X
Reverse 5> AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 3’

[los¢ produktu wykorzystanego do reakcji PCR, wybdr genu referencyjnego oraz warunki
reakcji amplifikacji (przedstawione w Tab. 12 i 13) wyznaczono na drodze analiz krzywych

wydajnosci dla poszczegdlnych par starterow.

Tab. 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej.
Skladnik: Objetosé
2x FastStart Essential DNA Green Master: 10 pl
FastStart Tag Polimeraza DNA
Bufor reakcyjny
Mieszanina dNTP Mix (z dUTP),

SYBR Green |

MgCl,

Startery forward (5 uM) 2ul/1,2 pl*

Startery reverse (5 uM) 2ul/12ul*

cDNA do2pul

Woda destylowana pozbawiona nukleaz do 20 pl objetosci mieszaniny reakcyjnej
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Tab. 13. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem SYBR Green 1.

Etap reakcji Temperatura Czas trwania
Inkubacja wst¢pna 95°C 10 min
___ Denaturacja 95°C 20s
Qrzglcl:gt?;éz Przylaczenie starterow 60°C 20s
Wydhuzanie tancucha 72°C 20s/28s*
95°C 10s
Krzywa topnienia 65°C 60 s
97°C 1s

* Dla par starterow dla NTSR1 i GHSR1b

Otrzymane wyniki analizowano z wykorzystaniem oprogramowania LightCycler 96
v 1.1. (Roche) oraz DataAssist v 3.01 (Applied Biosystems). Relatywna ekspresj¢ mRNA
dla poszczegdlnych gendéw opracowano poprzez poréwnanie wzgledem ekspresji genu

referencyjnego (22Y.

12. Przygotowanie lizatéw komorkowych

Komorki hodowane na ptytkach 6- lub 12-dotkowej w postaci monowarstwy ptukano
zimnym buforem PBS, monocyty hodowane w zawiesinie wirowano 160 x g przez 7 min w
temp. pokojowej. Komorki lizowano przez 30 min na lodzie buforem RIPA z dodatkiem
inhibitoréw proteaz (Halt Protease Inhibitor Cocktail) lub mieszaniny inhibitorow proteaz i
fosfataz (Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail) dla oznaczenia poziomu biatek

fosforylowanych. Przygotowany lizat wirowano 18000 x g przez 20 min w temp. 4°C.

13. Oznaczenie ilo$ci bialka calkowitego metoda BCA

Catkowite stezenie biatkka w otrzymanych lizatach komodrkowych oceniono
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher
Scientific) na ptytce 96-dotkowej, z wykorzystaniem krzywej kalibracyjnej (standard BSA
2 mg/ml, wspotczynnik rozcienczenia 2). Do 10 ul proby badanej i prob o znanym stezeniu
dodano 200 ul mieszaniny Reagentu A zawierajacego kwas bicinchoninowy i Reagentu B
zawierajacego jony miedzi Cu?* (w stosunku 50:1). Po 30-min inkubacji (w temp. 37°C
W ciemnos$ci) mierzono absorbancje¢ przy dtugosci fal 562 nm (z wykorzystaniem urzadzenia
SPARK; TK Biotech, Szwajcaria).
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Stezenie biatka catkowitego w lizatach komoérkowych wyznaczono na podstawie krzywej
kalibracyjnej. Kazdy pomiar préb badanych oraz prob o znanym stezeniu zostal wykonany

w trzech powtorzeniach technicznych.

14. Analiza Western Immunoblotting (WB)

Probki do rozdziatu elektroforetycznego SDS-PAGE, o okre$lonej zawarto$ci biatka
calkowitego (10 pg do oceny fosforylacji kinaz ERK 1/2 lub 30 ug do oceny obecnos$ci
bialek NMU i1 NMURI oraz markerow s$rodbtonka mikronaczyn nowotworowych:
IGFBP-7 i wimentyny), przygotowano w 5-krotnie stezonym buforze do probek z dodatkiem
B-merkaptoetanolu (jako czynnika redukujacego) przez 5-min inkubacje¢ w temp. 95°C
w celu zdenaturowania biatek. Rozdziat elektroforetyczny biatek wykonano z uzyciem
gotowych, 10%, 12% lub gradientowych 4-15% zeli poliakrylamidowych (odpowiednio do
oceny fosforylacji kinaz ERK, markerow $rodbtonka nowotworowego lub obecnosci biatek
NMU i NMURI) o grubosci 1,5 mm (Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gels; BioRad,
USA), w warunkach statego napigcia 100 V, w buforze do elektroforezy.

Biatka przeniesiono z zelu poliakrylamidowego na membrang nitrocelulozowa metoda
potsuchego transferu biatek z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych zestawow
z membranami i urzadzenia Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad). Wolne miejsca
wigzania biatek na membranie blokowano przez godzing w temp. pokojowej roztworem 5%
BSA w buforze TBS lub 5% odtluszczonym mlekiem w TBS-T w zalezno$ci od
stosowanych kolejno przeciwcial (Tab. 14). Membrany inkubowano z przeciwciatami
I-rzgdowymi przez noc w temp. 4°C na kotysce laboratoryjnej. Rodzaj przeciwcial
| zastosowane rozcienczenia przedstawiono w tabeli ponizej (Tab. 14). Po 3-krotnym 15-
min ptukaniu buforem TBS-T membrany inkubowano (1 godz. w temp. pokojowej)
z przeciwciatami drugorzegdowymi z przylaczona peroksydaza chrzanowa (HRP,
ang. Horseradish peroxidase; Tab. 15) i ponownie ptukano buforem TBS-T j.w. Sygnat
pochodzacy od zwigzanych przeciwcial zwizualizowano za pomocg zestawu do
chemiluminescencji (Thermo Fisher Scientific) na kliszy rentgenowskiej Kodak BioMax
Light Film (Eastman Kodak, USA). Wykonano analiz¢ densytometryczng otrzymanego
obrazu w programie ImageJ [65]. Wartosci intensywnosci sygnatu pochodzacego od
badanego biatka odniesiono do intensywno$ci sygnatu kontroli natozenia (GAPDH lub
B-aktyny dla NMU, NMUR1 i wimentyny oraz o-tubuliny dla ERK, pERK i IGFBP-7).
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Otrzymane wyniki odpowiadaty relatywnej zawartosci badanego biatka w lizatach

komoérkowych.

Tab. 14. Lista przeciwcial pierwszorzgdowych wykorzystanych w analizach WB.

Blokowanie Przeciwciala I-rz¢dowe
Bialko
membrany Pochodzenie Rozcienczenie Producent
NMU 5% mleko/TBS-T krolik 1:1000 w TBS-T Genetex
NMUR1 5% mleko/TBS-T krolik 1:4000 w TBS-T Genetex
1:500 Santa Cruz
ERK 1/2 % mleko/TBS-T .
/ 5% mleko/TBS mysz w 5% mleku/TBS-T  Biotechnology
1:1000 .
0 Al
pERK 1/2 5% BSA/TBS krolik W 3% BSA/TBS-T Invitrogen
IGFBP-7 5% mleko/TBS-T mysz 1:250 w TBS-T santa Cruz
Biotechnology
1:250 Santa Cruz
Wi % mleko/TBS-T .
mentyna 5% mleko/TBS mysz w 5% mleku/TBS-T  Biotechnology
GAPDH 5% mleko/TBS-T krolik 1:20000 w TBS-T Abcam
B-aktyna 5% mleko/TBS-T krolik 1:5000 w TBS-T Abcam
a-tubulina 5% mleko/TBS-T mysz 1:5000 w TBS-T Abcam
Tab. 15. Lista przeciwciat drugorzedowych wykorzystanych w analizach WB.
Przeciwciala I-rzedowe Przeciwciala II-rzedowe
Pochodzenie Pochodzenie Rozcienczenie Producent
mysz koza 1:5000 w TBS-T S anta Cruz
Biotechnology
krolik koza 1:5000 w TBS-T Invitrogen

15. Immunoprecypitacja NMU z medium pohodowlanego

Immunoprecypitacjc NMU z medium pohodowlanego wykonano z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu Dynabeads™ Protein A Immunoprecipitation Kit (Thermo Fisher
Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta. Zawarte w zestawie kulki magnetyczne
optaszczone biatkiem A inkubowano przez 20 min (wszystkie inkubacje w niniejszej
metodzie prowadzono w temp. pokojowej) z 2 pg kroéliczych przeciwciat skierowanych
przeciwko NMU (Abbexa, WB) lub kontrolnych IgG pochodzacych z kréliczej surowicy

(Sigma-Aldrich). Niezwigzane przeciwciata odptukano 200 pl buforu zawartego w zestawie
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(wszystkie ptukania prowadzono z uzyciem statywu magnetycznego unieruchamiajacego
kompleks z magnetycznymi kulkami na dnie probowki). Kompleks kulek magnetycznych
oraz przeciwcial zawieszono w medium pohodowlanym i inkubowano na mieszadle
obrotowym przez 2 godz. Medium pohodowlane usuni¢to, a kompleks zawierajgcy zwigzang
NMU ptlukano 2-krotnie buforem zawartym w zestawie. Po zawieszeniu w 100 pl buforu
j.-w. 1 przeniesieniu do nowej probowki bufor usunigto, a kulki magnetyczne ze zwigzang
NMU zawieszono w rozcienczonym PBS buforze do probek (1x) i inkubowano przez 5 min
w 95°C.

Materiat  uzyskany po  przeprowadzeniu  immunoprecypitacji  rozdzielono
elektroforetycznie metoda SDS-PAGE. Obecno$¢ NMU analizowano metoda WB za
pomoca specyficznych przeciwcial (jak przedstawiono w metodzie ,,14. Analiza Western
Immunoblotting (WB)”). Wykonano analize densytometryczng otrzymanych obrazow,
a otrzymane wyniki znormalizowano wzglgdem iloSci biatka catkowitego zawartego

w komorkach znad ktorych zebrano medium.

16. Analiza obecnosci cytokin w medium pohodowlanym

Obecnos¢ cytokin w medium pohodowlanym analizowano z wykorzystaniem testu
Proteome Profiler Human Cytokine Array Kit (R&D Biosystems) zgodnie z zaleceniami
producenta. Membrany nitrocelulozowe z naniesionymi przeciwciatami skierowanymi
przeciwko ludzkim cytokinom (kazde w dwoch powtdrzeniach; Ryc. 7) blokowano przez
godzing w temp. pokojowej w buforze dostepnym w zestawie. W tym samym czasie 700 pl
medium pohodowlanego inkubowano =z mieszaning biotynylowanych przeciwciat
skierowanych przeciwko badanym cytokinom. Medium pohodowlane po inkubacji
z przeciwciatami naniesiono na membrany po usunig¢ciu buforu blokujacego i inkubowano
razem przez noc w temp. 4°C w celu unieruchomienia komplekséw cytokin z przeciwciatami
na membranie. Membrany ptukano nastepnie 3-krotnie przez 10 min buforem ptuczacym
w celu usunigcia niezwigzanych cytokin. Kolejno membrane umieszczono na 30 min (temp.
pokojowa) w buforze zawierajgcym streptawidyne wyznakowang HRP wigzacg si¢ do
biotynylowanych przeciwciat. Tak powstate kompleksy unieruchomione na membranie
zwizualizowano na Kliszy rentgenowskiej Kodak BioMax Light Film z wykorzystaniem
chemiluminescencji. Wykonano analize densytometryczng otrzymanych obrazow

w programie ImageJ. Wyniki intensywnos$ci sygnatu pochodzgcego od badanych cytokin
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odniesione do intensywnosci sygnatu obszaré6w odpowiadajacych biatkom referencyjnym

odpowiadaty relatywnej zawartosci cytokin w medium pohodowlanym.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

CD40
R
: o ors oo ewes TV vy
C I:ET:; IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10 112 p70
D k13 aete eza eze VB o1 7 ka2

IL-1F4
E | Refill  MIF Se;':r_flf TNF-a  TREM-1 n:;antt\;\?vlza

Ryc. 7. Schemat membrany Proteome Profiler Human Cytokine Array z zaznaczonymi obszarami
odpowiadajacymi poszczegolnym cytokiom.

17. Barwienie immunofluorescencyjne oraz mikroskopia konfokalna

Na 8-dotkowe szkietko hodowlane (Nunc/Thermo Scientific) pokryte 0,1 mg/ml
roztworem Poli-D-Lizyny wysiano monocyty oraz komorki linii HMEC-1 w ilosci
odpowiednio 1 x 10° oraz 1,5 x 10° komoérek na dotek w pelnym medium hodowlanym
i inkubowano przez 24 godz. Monocyty réznicowano do makrofagoéw MO na 8-dotkowych
szkietkach hodowlanych w iloéci 0,5 x 10° komorek na dolek wedtug standardowej
procedury przedstawionej powyzej (,,6. Rozmicowanie monocytow i polaryzacja
makrofagow”).

Monocyty, makrofagi oraz komorki linii HMEC-1 utrwalono przez 10-min inkubacje
z 4% roztworem paraformaldenydu w PBS (wszystkie etapy prowadzono w temp.
pokojowej), ptukano 4-krotnie buforem PBS i blokowano 5% roztworem BSA w PBS przez
30 min. Komérki inkubowano kolejno przez 1 godz. z pierwszorzedowymi przeciwciatami,
a nastgpnie, po plukaniu PBS, przez 30 min w ciemnosci z drugorzgdowymi przeciwciatami
zwigzanymi z Alexa-Fluor-488 przedstawionymi w ponizszej tabeli (Tab. 16). Kontrole

negatywna stanowily komorki inkubowane wytacznie z przeciwciatami drugorzedowymi.

Tab. 16. Lista przeciwcial wykorzystanych w barwieniu immunofluorescencyjnym.

Przeciwciala Bialko Pochodzenie  Rozcienczenie Producent
- 1:500
I-rzedowe NMUR1 krolik W 3% BSA w PBS Genetex
- . 1:200 LifeTechnologies/Thermo
ll-rzedowe  krolicze IgG osiof w 3% BSA w PBS Fischer Scientific
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Do zwizualizowania bton oraz jader komoérkowych zastosowano 10-min barwienie
W ciemnosci roztworem odpowiednio aglutyniny z kietkow pszenicy (WGA, ang. wheat
germ agglutinin) zwigzanej z Alexa-Fluor 594 oraz barwnika Hoechst33342
przedstawionymi w tabeli ponizej (Tab. 17). Nastepnie komorki ptukano kilkukrotnie

buforem PBS i zatapiono w medium Mowiol.

Tab. 17. Lista barwnikow wykorzystanych w barwieniu immunofluorescencyjnym.

Barwnik Czes$¢ komorki Stezenie Producent
, 5 ug/ml LifeTechnologies/
Hoech 42 k k . N
oechst3s3 Jadra komorkowe w 3% BSA w PBS Thermo Fischer Scientific
, 2 uM LifeTechnologies/
WGA Blony komérkowe w 3% BSA w PBS Thermo Fischer Scientific

Obrazy zarejestrowano za pomoca mikroskopu konfokalnego Nikon D-Eclipse C1
(Nikon, Japonia) z obiektywem 40x z imersja olejowa i wykorzystaniem oprogramowania
EZ-C1 v 3.6 (Nikon).

18. Cytometria przeplywowa

Monocyty oraz makrofagi odklejone na lodzie w roztworze BSA/PBS/EDTA wirowano
180 x g przez 7 min (wszystkie wirowania prowadzono w temp. pokojowej), a nastepnie
zawieszono w BSA/PBS/EDTA w gestosci 1 x 10° komoérek na 1 ml. 100 ul zawiesiny
(1x 10° komorek) inkubowano przez 30 min w temp. pokojowej ze specyficznymi
przeciwcialami lub odpowiadajacymi im kontrolnymi przeciwciatami izotypowymi
wyznakowanymi barwnikami fluorescencyjnymi (BD Biosciences, USA) przedstawionymi

w tabeli ponizej (Tab. 18).

Tab. 18. Lista przeciwcial uzywanych do oceny fenotypu réznicowanych makrofagow.

Marker Znacznik
. . lIzotyp .
powierzchniowy fluorescencyjny

CD14 1gG1 FITC
CD80 1gG1 PE

HLA-DR lgG2a FITC
CD206 1gG1 FITC
CD163 1gG1 PE
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Po inkubacji z przeciwciatami komorki ptukano 1 ml BSA/PBS/EDTA z wirowaniem
180 x g przez 7 min. Otrzymany osad komorek zawieszono w 300 ul BSA/PBS/EDTA,
przeniesiono do probowki przeznaczonej do cytometrii przeptywowej i analizowano
Z wykorzystaniem urzadzenia LSR II firmy Becton Dickinson oraz oprogramowania BD
FACS Diva (Becton Dickinson). Otrzymane wyniki analizowano z wykorzystaniem

oprogramowania Flow Jo (LLC; Becton Dickinson).

19. Ocena aktywacji $ciezki sygnalowej MAPK

1,5 X 10® monocytéw réznicowano na ptytce 6-dotkowej (lub 12-dotkowej dla THP-1 po
wyciszeniu ekspresji NMUR1 wedtug metody ,,7. Wyciszenie ekspresji NMUR1”) wedtug
standardowej metody (,,6. Roznicowanie monocytow i polaryzacja makrofagow”). Komorki
linii HMEC-1 hodowano na ptytce 6-dotkowej do osiagniecia okoto 70-80% konfluenciji.
Komorki przygotowano do eksperymentu poprzez kolejne zmiany odpowiedniego medium

I inkubacje wedlug schematoéw przedstawionych w tabelach ponizej (Tab. 19 i 20).

Tab. 19. Etapy przygotowania makrofagow TDM MO lub MDM MO do oceny aktywnosci
sciezki MAPK.

Czas . . . .
Etap inkubagii Medium Surowica Suplementy Antybiotyki
PMA
Réznicowanie 2lub7dni  RPMI 1640 10% i B-merkaptoetanol pen-strep
lub GM-CSF
. ., -merkaptoetanol
Inkubacja 1 dzien RPMI 1640 10% lub x pen-strep
-merkaptoetanol
Glodzenie  6lub4godz. RPMI 1640 X p-mer ISE f(’e a1 pen-strep
RPMI 1640/ B-merkaptoetanol
Eksperyment CM X lub X pen-strep

Tab. 20. Etapy przygotowania komoérek linii HMEC-1 do oceny aktywnosci $ciezki MAPK.

Czas . . . .
Etap inkubagji Medium Surowica Suplementy  Antybiotyki
L-Glutamina, en-stre

Hodowla X MCDB 131 10% hydrokortyzon, pe P.

primocyna
EGF
Inkubacja 1 dzien MCDB 131 10% L-Glutamina pen-strep
Glodzenie 4 godz. MCDB 131 X L-Glutamina pen-strep
MCDB 131/ L-Glutamina/
Eksperyment cM X « pen-strep
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Makrofagi lub komorki linii HMEC-1 plukano PBS i traktowano przez 3, 7, 15
oraz 30 min NMU-9 w stezeniu 250 nM (lub 3 1 7 min dla TDM po wyciszeniu NMUR1)
lub medium pohodowlanym (CM) znad klonéw HT29 pcNMU lub pcDNA. Jako kontrole
pozytywng aktywacji szlaku kinaz MAPK dla kazdego eksperymentu zastosowano 15-min
inkubacje z PMA w stezeniu 3 ng/ml. Podstawowy poziom aktywacji kinaz MAPK oceniono
w komorkach nietraktowanych zadnym z wymienionych czynnikéw (kontrola negatywna).
Nastepnie komorki lizowano buforem RIPA, 0znaczono ilo$¢ biatka catkowitego metoda
BCA i wykonano rozdziat elektroforetyczny biatek metodg SDS-PAGE. Fosforylacje kinaz
ERK 1/2 oceniono z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat oraz metody WB (opisanej
powyzej ,,14. Analiza Western Immunoblotting (WB)”). Analiz¢ densytometryczng

otrzymanych wynikow przeprowadzono w programie ImageJ.

20. Ocena zmian fenotypu

1,5 x 10° PBM roznicowano na ptytce 6-dotkowej wedtug standardowej metody (,,6.
Réznicowanie monocytow i polaryzacja makrofagow”). Komorki linii HMEC-1 hodowano
na ptytce 6-dotkowej do osiagnigcia okoto 70-80% konfluencji. Komorki przygotowano do
eksperymentu poprzez kolejne zmiany odpowiedniego medium i inkubacje wedlug

schematow przedstawionych w tabelach ponizej (Tab. 21 i 22).

Tab. 21. Etapy przygotowania makrofagobw TDM MO lub MDM MO do oceny zmiany fenotypu.

Czas . . . .
Etap inkubacji Medium Surowica Suplementy Antybiotyki
PMA
Réznicowanie 2 lub7dni  RPMI 1640 10% i B-merkaptoetanol ~ pen-strep
lub GM-CSF
. ., B-merkaptoetanol
Inkubacja 1 dzien RPMI 1640 10% lub X pen-strep
Eksperyment 1 dzien RPMI 1640 5% P -merlrjgt)(:etanol pen-strep
Tab. 22. Etapy przygotowania komorek linit HMEC-1 do oceny zmiany fenotypu.

Eta Czas Medium Surowica Suplement Antybiotyki

P inkubacji P y ybIoty

L-Glutamina, en-sire

Hodowla X MCDB 131 10% hydrokortyzon, ~ Po. onrep:

primocyna
EGF
Inkubacja 1 dzien MCDB 131 10% L-Glutamina pen-strep
Eksperyment 1 dzien MCDB 131 2,5% L-Glutamina pen-strep
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Zmiang ekspresji markeréw powierzchniowych polaryzacji makrofagéw oceniono
metoda cytometrii przeptywowej (jak opisano w metodzie ,,/8. Cytometria przeptywowa’)
po uptywie 24 godz. traktowania MDM MO NMU-9 w stezeniu 500 nM lub inkubacji
w samym medium eksperymentalnym.

Komorki linii HMEC-1 traktowano przez 24 godz. VEGF-A w stgzeniu 30 ng/ml
(kontrola pozytywna) lub NMU-9 w stezeniu 500 nM w medium eksperymentalnym.
Komorki lizowano buforem RIPA, oznaczono ilo$¢ biatka catkowitego metoda BCA
I wykonano rozdzial elektroforetyczny biatlek metodg SDS-PAGE. Poziom bialtek
markerowych  §rodblonka nowotworowego IGFBP-7 1 wimentyny oceniono
z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat oraz metody WB (opisanej powyzej ,,14.
Analiza Western Immunoblotting (WB)”). Analize¢ densytometryczng otrzymanych wynikow

przeprowadzono w programie ImageJ.

21. Chemotaksja

1,5 X 10° monocytéw roéznicowano na ptytce 6-dotkowej wedtug standardowej metody
(,,6. Roznicowanie monocytow i polaryzacja makrofagow”). Makrofagi przygotowano do
eksperymentu poprzez kolejne zmiany medium 1 inkubacje wedlug schematu

przedstawionego w tabeli ponizej (Tab. 23).

Tab. 23. Etapy przygotowania makrofagbw TDM MO lub MDM MO do oceny
chemotaktycznego dziatania NMU.

Etap _ Czas y Medium Surowica Suplementy Antybiotyki
inkubacji
PMA
RézZnicowanie 2 lub 7 dni RPMI 1640 10% i B-merkaptoetanol  pen-strep
lub GM-CSF
Inkubacja 1 dzien RPMI 1640  10% ﬁ'me”fjgt)‘:etano' pen-strep
1 godz. 45 min B-merkaptoetanol
Eksperyment lub RPMI 1640 0,1% P pen-strep

I
3 godz. 30 min ubx

Makrofagi MO odklejono na lodzie za pomocag BSA/PBS/EDTA. 1,4 x 10° komoérek
wirowano, a nastepnie zawieszono w medium eksperymentalnym. Zawiesing komorek

przeniesiono na wklady z membrang poliweglanowg z porami o $rednicy 5 pm

(Costar/Corning). Wkiady umieszczono na ptytce 24-dotkowej (Costar/Corning)
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z wcezesniej przygotowanym medium eksperymentalnym z dodatkiem NMU-9 w koncowym
stezeniu 500 nM. Makrofagi TDM lub MDM inkubowano odpowiednio przez 1 godz.
45 min lub 3 godz. 30 min, a nastepnie usuni¢to z wnetrza wktadu medium z komoérkami,
ktore nie przemigrowaly. Membrany utrwalono poprzez inkubacje z mieszaning kwasu
octowego z metanolem (w stosunku 1:3) w temp. -20°C przez 10 min. Po utrwaleniu
membrany ptukano PBS, a ich wewngtrzng strong wytarto bawetlianym aplikatorem.
Komorki obecne na zewngtrznej stronie membrany wybarwiono 0,5% roztworem fioletu
krystalicznego poprzez 30-min inkubacje i plukano PBS. Wykonano zdjecia komorek
wybarwionych na membranach w pigciu r6znych polach widzenia z uzyciem mikroskopu
Nikon Eclipse TE 2000-U (Nikon) z obiektywem 10x i oprogramowania NIS-Elements
Advanced Research (Nikon). Srednia liczba komérek w obrebie kazdej z membran zostata

oceniona przez dwie niezalezne osoby z wykorzystaniem oprogramowania Image J [65].

22. Ocena migracji komorek przez membrane poliweglanowa

1,5 X 10° monocytéw roéznicowano na ptytce 6-dotkowej wedtug standardowej metody
(,,6. Roznicowanie monocytow i polaryzacja makrofagow”). Makrofagi przygotowano do
eksperymentu poprzez kolejne zmiany medium 1 inkubacje wedlug schematu

przedstawionego w tabeli ponizej (Tab. 24).

Tab. 24. Etapy przygotowania makrofagéw TDM MO lub MDM MO do oceny migracji.

Etap Czas inkubacji Medium Surowica Suplementy Antybiotyki
PMA
Réznicowanie 2 lub 7 dni RPMI 1640 10% i B-merkaptoetanol  pen-strep
lub GM-CSF
. ., B-merkaptoetanol
Inkubacja | 1 dzien RPMI 1640 10% lub X pen-strep
Inkubacja Il 3 godz. 30 min RPNSI\;MO/ 10% P merlrjgt)c()etanol pen-strep
1 godz. 45 min
Eksperyment lub RPMI 1640 0,1% p-merkaptoetanol pen-strep

lub
3 godz. 30 min X

Makrofagi MO traktowano wstepnie przez 3,5 godz. NMU-9 w stezeniu 500 nM
(w medium jak wskazano w Tab. 24, Inkubacja I1) lub CM znad hodowli komérek klonu
HT29 pcNMU i kontrolnie pcDNA, a nastepnie odklejono na lodzie za pomocag
BSA/PBS/EDTA. Test migracji przeprowadzono analogicznie do metody opisanej powyzej
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(,,20. Chemotaksja”) umieszczajac wklady z zawiesing komorek nad medium

eksperymentalne.

23. Ocena migracji testem zarastania rysy

Komoérki linii HMEC-1 lub HCT116 hodowano do 95% konfluencji odpowiednio na 24-
dotkowej ptytce pokrytej 0,1 mg/ml roztworem Poli-D-Lizyny lub plytce 6-dotkowe;.
Komoérki HMEC-1 przygotowano do eksperymentu wlasciwego poprzez zmiany medium

MCDB 131 i kolejne inkubacje przedstawione w tabeli ponizej (Tab. 25).

Tab. 25. Etapy przygotowania komoérek linii HMEC-1.

Czas

Etap inkubacji Medium  Surowica Suplementy Antybiotyki
L-Glutamina, an-stre
Hodowla X MCDB 131 10% hydrokortyzon, p' P.
primocyna
EGF
Inkubacja I 1 dzien MCDB 131 10% L-Glutamina  pen-strep
Inkubacja Il, MCDB 131/ L-Glutamina/
3,5 godz. X pen-strep
Eksperyment CM X

W trakcie inkubacji wstepnej (Inkubacja Il w Tab. 25) oraz wlasciwego eksperymentu
komorki HMEC-1 traktowano VEGF-A w stezeniu 50 ng/ml (kontrola pozytywna) lub
NMU-9 w stezeniu 500 nM lub medium pohodowlanym (CM) znad HT29 pcNMU oraz
HT29 pcDNA (Tab.25). Komoérki HCT116 inkubowano z CM znad makrofagow
nietraktowanych lub traktowanych NMU-9 (uzyskanym wedlug metody ,,8. Przygotowanie
medium pohodowlanego (CM, ang. conditioned medium)”).

Na monowarstwie komorek HMEC-1 lub HCT116 wykonano ryse sterylng, jednorazowa
koncoéwka do pipety automatycznej i odplukano oderwane komorki PBS. W przypadku
komorek HMEC-1 postgp zarastania rysy dokumentowano co 2 godz. (od momentu
wykonania rysy przez kolejne 24 godz.) z wykorzystaniem urzgdzenia SPARK firmy TK
Biotech (wyposazonego w komor¢ do hodowli komérkowych przy zachowaniu statych
warunkow wilgotnoS$ci, temperatury i stezenia CO2). Powierzchni¢ rysy zajmowang przez
komorki w kolejnych punktach czasowych eksperymentu oceniono z wykorzystaniem
oprogramowania Image J oraz narzedzia ,,MRI Wound Healing Tool” [65]. Postep
zarastania rysy wykonanej na monowarstwie komoérek HCT116 dokumentowano

z wykorzystaniem mikroskopii §wietlnej 2 godz. oraz 24 godz. po wykonaniu rysy. Stopien
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zarastania rysy oceniono poprzez poréwnanie Sredniej szerokosci rysy (mierzonej w 5
losowych miejscach) po zakonczeniu eksperymentu i poréwnano do szeroko$ci rysy

W zmierzonej w momencie rozpoczecia eksperymentu (2 godz.).

24. Tworzenie struktur pseudokapilarnych

Komoérki HMEC-1 hodowano na ptytce 12-dotkowej i przygotowano do eksperymentu
wlasciwego poprzez zmiany medium MCDB 131 i kolejne inkubacje przedstawione w tabeli
ponizej (Tab. 26). W trakcie inkubacji wstepnej oraz wlasciwego eksperymentu komorki
traktowano VEGF-A (kontrola pozytywna) w stezeniu 50 ng/ml lub NMU-9 w stezeniu
500 nM lub medium pohodowlanym (CM) znad klonow HT29 pcNMU oraz pcDNA jako
kontrola (Tab. 26).

Tab. 26. Etapy przygotowania komoérek linii HMEC-1.

Czas

Etap inkubacji Medium  Surowica Suplementy Antybiotyki
L-Glutamina, an-stre
Hodowla X MCDB 131  10% hydrokortyzon, PonouePs
primocyna
EGF
Inkubacja I 1 dzien MCDB 131 10% L-Glutamina  pen-strep
Inkubacja 11, MCDB 131/ 0 L-Glutamina/
Eksperyment 3,5 godz. cM 2,5% N pen-strep

Po inkubacji wstepnej (Inkubacja 1l w Tab. 26) komorki odklejono akutaza. 3 x 10%
komorek zawieszono w medium eksperymentalnym z odpowiednimi dodatkami (j.w.),
przeniesiono na ptytke 48-dotkowa wezesniej pokryta 140 pl roztworu Matrigel o stezeniu
10 mg/ml w pustym medium MCDB 131 i inkubowano przez 6 godz. Wykonano zdjecia
czterech pdl widzenia z kazdego dotka z wykorzystaniem mikroskopu Nikon Eclipse TE
2000-U microscope (Nikon) z obiektywem 4x i oprogramowania NIS-Elements Advanced
Research (Nikon). Srednig liczbe potaczen tworzonych przez grupe weztow i stanowigcych
struktury rozgat¢zione (dalej opisane jako liczba weztow) oraz dlugos¢ segmentow
tworzacych strukture zamknieta z obu stron polaczeniami (dalej opisane jako dlugosé
segmentow) W polu widzenia oceniano z wykorzystaniem oprogramowania Image J i

narze¢dzia ,,Angiogenesis analyzer” [65, 66].
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25. Analiza statystyczna

Wszystkie analizy statystyczne przedstawione w niniejszej pracy wykonano w programie
GraphPad Prism v 7.05 (GraphPad Software, USA). Otrzymane wyniki analizowano pod
wzgledem normalno$ci rozktadu testem Shapiro-Wilka. Istotnos$¢ statystyczng roznic
pomi¢dzy danymi zgodnymi z rozktadem normalnym analizowano odpowiednio testem
t-Studenta dla dwoch grup lub testem ANOVA w przypadku wickszej ilosci grup. Do oceny
istotnosci statystycznej réznic danych niezgodnych z rozktadem normalnym wykorzystano
testy nieparametryczne, t.j. test U Manna-Whitneya oraz test Kruskala-Wallisa odpowiednio
w przypadku dwoch i wiecej grup. W przypadku pozytywnego wyniku testu ANOVA badz
testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa wykonano testy poréwnania wielokrotnego
Dunnetta badZz Dunna. Roéznice pomigdzy danymi sparowanymi OCeniono poprzez
wykorzystanie odpowiednio sparowanego testu t-Studenta dla wynikow zgodnych
z rozktadem normalnym lub nieparametrycznego testu rang Wilcoxona, podobnie jak przy
poréwnaniu wynikow z okreslong warto$cig hipotetyczng.

Roznice w porownywanych wynikach uznano za istotne Statystycznie przy zatozeniu,
zep < 0,05. Na wykresach w niniejszej pracy przedstawiono trzy stopnie istotnosci
statystycznej, dla ktorych *p < 0,05, **p <0,01 1 ***p <0,001.
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Wyniki

1. Charakterystyka komorek linii raka jelita grubego (RJG)

Uktad badawczy pozwalajacy na ocene wptywu NMU wydzielonej przez komorki RIG

na komorki modelowe makrofagéw i srédbtonka mikronaczyniowego wymagat uzycia

komorek linii pochodzenia nowotworowego wydzielajagcych wspomniane biatko. W celu

zaprojektowania takiego ukladu opracowano podstawowg charakterystyke 6

linii

komoérkowych wywodzacych si¢ z RJG (o fenotypie od nablonkowego po silnie

mezenchymalny, prezentujgce rozne klasy CMS; Tab. 1) pod wzgledem ekspresji NMU oraz

obecnosci NMU wewnatrz komorek i w medium pohodowlanym.

1.1. Ocena ekspresji NMU w komérkach RJG

Ekspresje NMU okreslono w analizowanych liniach komoérkowych RJIG wykorzystujac

metod¢ PCR w czasie rzeczywistym oraz sondy TagMan.

Ekspresje NMU na poziomie réznym od zera
stwierdzono w kazdej z 6 linii komoérkowych
wywodzacych si¢ z RIG (*p < 0,05, **p < 0,01;
Ryc. 8). W komorkach linii nablonkowej (CCD 841
CoN) nie wykryto mRNA dla badanego genu
(Ryc.8). Na podstawie analizy statystycznej
otrzymanych wynikow wyznaczono mediang
poziomu ekspresji NMU, ktéra wynosita 24t =
0,00015. Na podstawie poréwnania Otrzymanych
wynikow do wyznaczonej mediany linie komérkowe
podzielono na grupy o niskiej (2 ponizej 0,00015,
linie: Caco-2, HT29 i SW620) oraz wysokigj (24
powyzej 0,00015, linie: HCT15, HCT116, SW480)

ekspresji NMU (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Ekspresja NMU w komorkach
linii RJG oraz komoérkach linii
nabtonkowej. Poziom ekspresji NMU
odniesiono do genu referencyjnego
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od zera oszacowano testem Wilcoxona;
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poziomu ekspresji NMU w komorkach
linii RJIG.



1.2. Ocena wewnatrzkomérkowego poziomu NMU w komérkach RJG

Obecnos¢ NMU analizowano w lizatach badanych linii komoérkowych RJIG
z wykorzystaniem metody WB.

Obecnos¢ NMU na poziomie wykrywalnym zastosowang metoda zaobserwowano
w komorkach linii z grupy wysokiej ekspresji NMU (Ryc. 9). Na podstawie analizy
statystycznej danych otrzymanych w wyniku densytometrii stwierdzono poziom biatka
istotnie rozny od zera w komoérkach linii HCT15 (**p <0,01), HCT116 (*p <0,05) i SW480
(***p <0,001; Ryc. 9).
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Ryc. 9. Ocena obecnosci NMU w lizatach komorkowych linii RIG. Reprezentatywny obraz analizy
WB oraz analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu wykonana w programie ImageJ. Wyniki
intensywnosci prazkow pochodzacych od NMU znormalizowano wzglgdem kontroli natozenia
(B-aktyna) i przedstawiono w jednostkach arbitralnych (j.a.) jako warto$¢ érednig z zakresem min-
max (istotno$¢ statystyczng réznicy sygnatu od zera oszacowano testem t-Studenta; *p < 0,05,
**p <0,01, ¥**p <0,001; n>4).

1.3. Ocena wydzielania NMU do srodowiska

Zdolno$¢ wydzielania NMU do $rodowiska przez komorki badanych linii komorkowych
RJG oceniono poprzez zastosowanie immunoprecypitacji biatka z medium pohodowlanego
za pomocg specyficznych przeciwciat, a nastgpnie jego identyfikacje metodg WB.

Obecnos¢ NMU w medium pohodowlanym, na poziomie istotnie roznym od zera
wykryto wytacznie w medium pohodowlanym znad komoérek linii HCT116 (**p < 0,01;
Ryc. 10).
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Ryc. 10. Identyfikacja NMU w medium pohodowlanymym znad linii komoérkowych RJG za pomoca
metod immunoprecypitacji i WB. Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza
densytometryczna intensywnosci sygnatu wykonana w programie ImageJ. Wyniki intensywnosci
prazkéw pochodzacych od NMU znormalizowano wzgledem ilo$ci biatka catkowitego izolowanego
z komoérek wydzielajacych i przedstawiono w jednostkach arbitralnych (j.a.) jako warto$¢ srednia
z zakresem min-max (istotno$¢ statystyczng réznicy intensywnos$ci prazkow od zera oszacowano
testem t-Studenta dla jednej proby; **p <0,01; n> 3).

2. Przygotowanie i charakterystyka komorek ze stabilng nadekspresja NMU

Wykorzystane w niniejszej pracy linie komérkowe RIG wykazywaly znaczace roznice
pod wzgledem charakterystyki molekularnej, fenotypu (Tab. 1), a takze pod wzgledem
ekspresji i poziomu wydzielania NMU. W zwiazku z powyzszym, opierajac si¢ na wynikach
przedstawionych w poprzedniej czgsci niniejszego rozdziatu, do dalszych badan wybrano
lini¢ HT29 charakteryzujacg si¢ niskim poziomem ekspresji NMU przy jednoczesnym braku
detekcji biatka. Komodrki wybranej linii transfekowano wektorem ekspresyjnym
zawierajacym sekwencj¢ kodujaca NMU, a wyprowadzone stabilne klony z nadekspresja
NMU 1 okreSlonym poziomem biatka wydzielonego do $rodowiska wykorzystano jako
model komoérek nowotworowych wydzielajacych NMU. Komorki kontrolne stanowity
klony tej samej linii komoérkowej po transfekcji samym wektorem pcDNA. W przypadku
tych komorek nie potwierdzono obecnosci NMU w medium pohodowlanym. Przygotowanie
komoérek z nadekspresja NMU umozliwito zbadanie wptywu NMU pochodzenia
nowotworowego na komoérki modelowe makrofagow oraz §rodbtonka mikronaczyniowego
I wykluczenie niespecyficznego wpltywu czynnikow wydzielanych przez komorki

pochodzace z réznych linii komérkowych RJG.
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2.1. Przygotowanie wektora ekspresyjnego i transfekcja komorek linii HT29

W celu transfekcji i wyselekcjonowania klonoéw
komorek linii HT29 ze stabilng nadekspresja NMU,
przygotowano wektor ekspresyjny pcDNA 3.1(+)
zgenem oOpornosci na hygromycyng B zawierajacy
sekwencje kodujaca NMU (nazywany dalej pcNMU).

Sekwencje  kodujaca NMU  wykorzystang do
przygotowania wektora pcNMU pozyskano z komoérek
SW480 na drodze reakcji PCR z odwrotng transkrypcja.
Po rozdziale otrzymanych produktow w 1% zelu
agarozowym zidentyfikowano prazek o dtugosci 556 pz
odpowiadajacy sekwencji kodujacej NMU (Ryc. 11).

Otrzymany produkt oczyszczono z zelu, a nastepnie po
wklonowaniu do wektora pJET1.2/blunt powielono
w komorkach E. coli TOP10. Powielony plazmid
izolowano i trawiono z uzyciem enzymow restrykcyjnych
Hindlll i BamHI. Produkty trawienia rozdzielono w 1%
zelu agarozowym (Ryc. 12A). Produkt o wielkosci 556 pz
wyizolowano z zelu. Po wklonowaniu do wektora
pcDNA 3.1(+) przeprowadzono ponowng analizg
(Ryc. 12B).
I wyizolowane z komorek E. coli wektory pcDNA

restrykcyjng ~ wektora Namnozone
i pcNMU poddano reakcji sekwencjonowania w celu

potwierdzenia zgodnosci sekwencji.

[pz]
700 S
600 |

500 .
400 [

Ryc. 11. Analiza rozdziatu
produktow reakcji PCR w 1% zelu
agarozowym. Strzatka zaznaczono
prazek odpowiadajacy sekwencji
kodujacej NMU (556 pz).

A B
- -
[pz] pz] *~
— ~ v
750 -
- [
500 b 750
300 500 -
300
Ryc. 12. Analiza rozdziatu

produktow trawienia plazmidow
(A) pJETL1.2/blunt i (B) pcDNA
3.1(+) z wklonowana sekwencja
kodujaca NMU w 1% zelu
agarozowym. Strzatka zaznaczono
prazek odpowiadajacy sekwencji
kodujacej NMU (556 pz).

2.2. Transfekcja komérek HT29, selekcja klonalna i identyfikacja NMU

Wyizolowane z komorek E. coli wektory pcDNA i pcNMU wprowadzono do komorek

linii HT29 na drodze nukleofekcji. Kolejno komodrki poddano selekcji klonalnej

z zastosowaniem hygromycyny B. Stgzenie antybiotyku selekcyjnego zostato wyznaczone

doswiadczalnie w ramach niniejszej pracy. Najnizsze st¢zenie hygromycyny B, ktore

w zastosowanych warunkach eksperymentalnych wywotato $mier¢ wszystkich komorek

HT29 w hodowli, wynosito 400 pg/ml.
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Obecnos¢ NMU w lizatach z komorek otrzymanych po przeprowadzeniu transfekcji
I selekcji klonalnej oceniono metodg WB. Na podstawie analizy otrzymanych wynikow
potwierdzono wyselekcjonowanie 4 klonow kontrolnych HT29, w ktoérych po
wprowadzeniu wektora pcDNA nie stwierdzono obecnosci NMU, podobnie jak
w nietransfekowanych komorkach linii HT29 (Ryc. 13). Podwyzszony poziom NMU,
roznigcy si¢ statystycznie istotnie od zera, zidentyfikowano w 8 klonach HT29
wyselekcjonowanych po transfekcji wektorem pcNMU (*p<0,05, **p < 0,01,
***p <0,001; Ryc. 13).
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Ryc. 13. Ocena obecnosci NMU w klonach HT29. Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza
densytometryczna intensywnos$ci sygnatu wykonana w programie ImageJ. Wyniki intensywnosci
prazkéw pochodzacych od NMU znormalizowano wzgledem kontroli natozenia (GAPDH)
i przedstawiono w jednostkach arbitralnych (j.a.) jako warto$¢ érednig z zakresem min-max
(istotno$¢ statystyczng réznicy intensywnosci prazkéw od zera oszacowano testem t-Studenta dla
jednej proby; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001; n> 3).

2.3. Ocena wydzielania NMU do srodowiska przez stabilne klony HT29

Obecnos¢ NMU oceniono z wykorzystaniem immunoprecypitacji i WB w mediach
pohodowlanych znad klonow HT29 o najwyzszym poziomie NMU w lizatach
komodrkowych (Ryc. 13) oraz w medium znad hodowli wybranych klonéw kontrolnych.

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono obecnos¢ NMU na poziomie istotnie
wyzszym od zera w medium pohodowlanym znad dwdch klondw: pcNMU1 oraz pcNMU45
(odpowiednio **p < 0,01 oraz *p < 0,05; Ryc. 14).
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Ryc. 14. ldentyfikacja NMU w medium pohodowlanymym znad klonéw HT29 za pomoca metod
immunoprecypitacji i WB. Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza densytometryczna
intensywnosci sygnatu wykonana w programie Imagel. Wyniki intensywnosci prazkoéw
pochodzacych od NMU znormalizowano wzgledem ilo$ci biatka catkowitego izolowanego
z komorek wydzielajacych i przedstawiono w jednostkach arbitralnych (j.a.) jako warto$¢ srednig
z zakresem min-max (istotnos¢ statystyczng roznicy intensywnosci prazkow od zera oznaczono
testem t-Studenta dla jednej proby; *p < 0,05, **p <0,01; n > 3).

Na podstawie otrzymanych wynikéw, jako zréodto NMU wydzielonej do $rodowiska
przez komoérki nowotworowe, wykorzystywane w Kolejnych etapach badan, wybrano klon
HT29 pcNMU45 (oznaczany dalej jako HT29 pcNMU) oraz kontrolny klon pcDNA1
(oznaczany dalej jako HT29 pcDNA).

2.4. Ocena zmian profilu cytokin wydzielanych przez komorki HT29

Zmiany profilu wydzielanych cytokin zwigzane z nadekspresja NMU w komorkach
HT29 oceniono wykorzystujac test Proteome Profiler Human Cytokine Array.

Wyniki przeprowadzonego testu pozwolity na stwierdzenie réznic w poziomach cytokin
wydzielanych przez klony HT29 pcDNA i pcNMU. W medium pohodowlanym znad
komorek klonu pcNMU zaobserwowano wyzszy poziom cytokin CCL-5, CXCL-1, CXCL-
10, ICAM-1, IL-1ra i IL-8 oraz nizszy poziom CXCL-12 w stosunku do medium

pohodowlanego znad klonu kontrolnego (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Zmiany profilu cytokin wydzielanych przez komorki RJG zwigzane z nadekspresja NMU.
Reprezentatywny obraz membran oraz analiza densytometryczna intensywno$ci sygnatu
pochodzacego od cytokin wykonana w programie Image)J (n = 1). Tendencj¢ spadkowa oraz
wzrostowa zmian intensywnos$ci wydzielania cytokin przez komorki klonu pcNMU w stosunku do
klonu pcDNA oznaczono na obrazach odpowiednio linig przerywana oraz cigglta. Wyniki analizy
densytometrycznej przedstawiono w tabeli jako procent intensywnos$ci sygnatu pochodzacego od
cytokin wydzielonych przez komoérki HT29 pcNMU w odniesieniu do komoérek klonu pcDNA
(100%; oznaczeniem 1 wskazano cytokiny, dla ktorych sygnat wykryto wylacznie w medium znad
klonu pcNMU).
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3. Charakterystyka monocytow i makrofagow stosowanych w badaniach

Stwierdzenie mozliwosci odbierania sygnatu pochodzacego od NMU stanowito podstawe
zastosowania makrofagow w uktadzie badawczym tworzonym w ramach niniejszej pracy.
W prowadzonych badaniach wykorzystano dwa modele monocytow i makrofagéw
(pochodzacych z linii komorkowej THP-1 oraz izolowanych z krwi obwodowej zdrowych
dawcow). W obu zastosowanych modelach zbadano ekspresj¢ receptoréw dla NMU:
NMUR1, NMUR2 oraz NTSR1 i GHSR1b, ktorych produkty tworzg w postaci dimeru
aktywny receptor. W celu wybrania komoérek o najwyzszej potencjalnej zdolnosci do
przekazywania sygnalu pochodzacego od NMU, dokonano analizy réznic w poziomie
ekspresji receptorow W poszczegdlnych fenotypach makrofagow.

Dodatkowych informacji na temat charakterystyki zastosowanych modeli monocytow
I makrofagéw dostarczyly analizy wewnatrzkomorkowej obecnosci NMU i mozliwosci jej

wydzielania do §rodowiska.

3.1. Opracowanie optymalnej metody réznicowania monocytéw i polaryzacji

makrofagow

Z uwagi na réznorodnos$¢ dostepnych w literaturze metod rdéznicowania monocytow
I polaryzacji makrofagdbw, w niniejszej pracy opracowano protokoty optymalne
w stosowanych warunkach badawczych. Najlepsze wyniki réznicowania komoérek linii
THP-1 do niespolaryzowanych makrofagow TDM otrzymano poprzez 2-dniowe
traktowanie PMA i 1l-dniowa inkubacje bez dodatku czynnika rdéznicujacego. PBM
réznicowano do MDM MO poprzez inkubacj¢ z GM-CSF przez 7 dni. W opracowanej
metodzie polaryzacji makrofagdw, niezaleznie od ich pochodzenia, fenotyp M1 otrzymano
poprzez stymulacje IFN-y oraz LPS (przez 1 lub 5 dni), M2a IL-4 (przez 4 lub 5 dni), zas
M2c IL-10 (przez 4 lub 5 dni). Roéznice morfologiczne komorek otrzymanych

z zastosowaniem powyzszych metod przedstawiono ponizej (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Morfologia (A) komorek linii THP-1 i (B) monocytéw PBM oraz odréznicowanych z nich
makrofagow TDM i MDM niespolaryzowanych (MO0) oraz po polaryzacji w fenotypy M1, M2a
i M2c. Skala na zdjg¢ciach odpowiada 20 pm.

Efektywnos¢ stosowanych procedur réznicowania monocytow i polaryzacji makrofagow
zweryfikowano poprzez identyfikacj¢ markerow powierzchniowych charakterystycznych

dla poszczegdlnych fenotypow (Tab. 27) z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;.

Tab. 27. Markery powierzchniowe charakteryzujace monocyty oraz poszczegdlne fenotypy
makrofagdw.

Fenotyp makrofagow Marker powierzchniowy
TDM MO CD11b 0
MDM MO CD14 !

M1 CD80 0
M1 HLA-DR 0
M2a CD206 0
M2c CD163 1

Analiza otrzymanych wynikéw pozwolita na potwierdzenie zmian ekspresji markerow
powierzchniowych zgodnych z opisem w dostepnej literaturze. Podczas réznicowania THP-
1 oraz PBM do makrofagéw MO zaobserwowano odpowiednio wzrost ekspresji markera
powierzchniowego CD11b (Ryc. 17A) oraz spadek ekspresji CD14 (Ryc. 17B). Niezaleznie
od pochodzenia makrofagéw, podczas polaryzacji zaobserwowano wzrost ekspresji
markerow powierzchniowych CD80 oraz HLA-DR dla fenotypu M1, CD206 dla fenotypu
M2a i CD163 dla fenotypu M2c (Ryc. 17A i B).
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Ryc. 17. Analiza cytometryczna ekspresji markerow réznicowania (A) THP-1 oraz (B) PBM
w makrofagi MO oraz ich polaryzacji. Zmiany w ekspresji markerow powierzchniowych
réznicowania monocytow w niespolaryzowane makrofagi M0: (A) CD11b dla THP-1/TDM MO
i (B) CD14 dla PBM/MDM MO oraz markerow polaryzacji do fenotypu M1 oraz M2a i M2c
odpowiednio: CD80, HLA-DR oraz CD206 i CD163. Obrazy przedstawiaja reprezentatywne
histogramy. Intensywno$¢ fluorescencji (j.a.) poszczegélnych markeréw powierzchniowych
przedstawiono jako mediang z rozstgpem miedzykwartylowym (istotnos¢ statystycznag roznicy
intensywnosci fluorescencji oszacowano testem U Manna-Whitney’a; *p <0,05, **p < 0,01,
***p <0,001; n>4).

3.2. Ocena ekspresji NMU

Ekspresje NMU oceniono w monocytach oraz makrofagach poszczegdlnych fenotypow
z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Wewnatrzkomorkowa obecno$é
NMU zbadano nastepnie w tych samych komoérkach metoda WB.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw nie stwierdzono ekspresji NMU na
poziomie istotnie ré6znym od zera w obu badanych modelach monocytéw oraz makrofagow
(Ryc. 18A i B). Dodatkowo w PBM oraz réznicowanych z nich MDM ekspresja NMU

zalezna byta od dawcy, od ktoérego pochodzit badany materiat.

A B
0.006-

o o
=) =)
= =
=) o

L]

0.004-
0.002- l l
0.0004 .I. i

Ryc. 18. Ekspresja NMU w komodrkach modelowych monocytow i réznicowanych z nich
makrofagow. Poziom ekspresji NMU w (A) komorkach linii THP-1 i TDM oraz (B) PBM i MDM
odniesiono do genu referencyjnego GAPDH (22<'). Wyniki przedstawiono jako mediang z rozstepem
migdzykwartylowym (istotnos¢ statystyczng roznicy poziomu ekspresji NMU od zera oszacowano
testem Wilcoxona; n = 5).

A
.|=1'_._|
] |
NMU mRNA [27*¢*x 107]

NMU mRNA [27°Ctx 10?]
[ =] (=]
(=] [=]
[=] o
o (5]

Na podstawie przeprowadzonej analizy WB nie stwierdzono wewnatrzkomorkowej

obecnosci NMU na poziomie wykrywalnym zastosowang metodg (Ryc. 19).

kDa
15
NMU * —
GAPDH e e QEPUED < Wy sanp 35
THP-1 TDM PBM MDM PBM MDM kontrola
pozytywna

Ryc. 19. Ocena obecnosci NMU w lizatach z komoérek THP-1 oraz PBM pochodzacych od dwoch
niezaleznych dawcoéw i réznicowanych z nich makrofagbw MO (odpowiednio TDM i MDM).
Reprezentatywny obraz analizy WB.

Strona 62



3.3. Ocena ekspresji NMURs

Ekspresje NMUR1 i NMUR2 oceniono w monocytach oraz makrofagach poszczegdlnych
fenotypow z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistym. W komorkach
charakteryzujacych si¢ najwyzszg ekspresja receptoréw oceniono nastepnie ich obecno$é¢
z wykorzystaniem metod WB oraz barwienia immunofluorescencyjnego i mikroskopii
konfokalnej.

Ekspresja NMURL zostata wykryta na réznym poziomie w komorkach linii THP-1
oraz w pochodzgcych od nich makrofagach (Ryc. 20A). W przypadku PBM ekspresja
receptora nie osiggnela poziomu istotnie réznego od zera (Ryc. 20B), obecna byta jednak
we wszystkich badanych fenotypach makrofagow. Najwyzszy poziom ekspresji NMUR1
wykazywaty niespolaryzowane makrofagi, niezaleznie od ich pochodzenia (*p < 0,05 —***p
< 0,001; Ryc. 19A i B). Na podstawie przeprowadzonej analizy nie stwierdzono ekspresji

NMUR2 zaré6wno w monocytach, jak i W zadnych z badanych fenotypéw makrofagow.
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S o020 T —— © o008y M ——
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Ryc. 20. Analiza ekspresji NMUR1 w komoérkach modelowych monocytow i réznicowanych z nich
makrofagow. Poziom ekspresji NMUR1 w (A) komorkach linii THP-1 i TDM oraz (B) PBM i MDM
odniesiono genu referencyjnego GAPDH (22¢). Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig
z odchyleniem standardowym (istotno$¢ statystyczna roznicy poziomu ekspresji NMURL od zera
oszacowano testem t-Studenta dla jednej proby; p < 0,05, p < 0,01; istotno$¢ roznicy ekspresji
NMUR1 w makrofagach MO oraz pozostatych fenotypach oszacowano testem ANOVA z testem
post-hoc; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001; n>5).

Obecnos¢ NMUR1 analizowano w komoérkach o najwyzszym poziomie ekspresji mRNA:
niespolaryzowanych makrofagach TDM i MDM. Poziom bialka poréwnano do
odpowiednich komorek wyjsciowych (THP-1 i PBM). Na podstawie analizy otrzymanych
wynikow stwierdzono obecno$¢ NMURL1 na poziomie istotnie roznym od zera w komorkach
THP-1 i jej brak w PBM (Ryc. 21A i B). Obecnos¢ NMUR1 potwierdzono w makrofagach

obu z badanych modeli na poziomie istotnie wyzszym niz w monocytach, z ktorych zostaty

zroznicowane (TDM MO *p < 0,05; Ryc. 21A; MDM MO **p < 0,01; Ryc. 21B).
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Ryc. 21. Analiza obecno$ci NMURT1 w (A) komorkach linii THP-1 i (B) PBM réznicowanych z nich
makrofagach MO (odpowiednio TDM i MDM). Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza
densytometryczna intensywnosci sygnatu wykonana w programie ImageJ. Wyniki intensywnosci
prazkow pochodzacych od NMURI znormalizowano wzgledem kontroli natozenia (GAPDH)
i przedstawiono w jednostkach arbitralnych (j.a.) jako warto$¢ $rednig z zakresem min-max
(istotnos¢ statystyczng roznicy poziomu ekspresji NMURL od zera oszacowano testem t-Studenta dla
jednej proby; p < 0,05, p < 0,001; istotnos¢ statystyczng réznicy pomiedzy intensywnoscig sygnatu
pochodzacego od NMURI1 w monocytach i makrofagach oszacowano sparowanym testem
t-Studenta; *p < 0,05, **p <0,01; n =4).

Obecnos¢ NMURI zwizualizowano na powierzchni monocytow i makrofagow MO za

pomoca barwienia immunofluorescencyjnego i mikroskopii konfokalnej (Ryc. 22).

THP-1 TDM MO MDM MO

NMUR1
AF488

Hoechst33342

WGA-AF594

> o

Natozenie kanatow Btony komorkowe Jadra komorkowe
RGB

Ryc. 22. Wizualizacja NMURI1 na powierzchni monocytow THP-1 i PBM oraz makrofagow TDM
MO i MDM MO. Do barwienia immunofluorescencyjnego receptora wykorzystano specyficzne
wzgledem NMURI przeciwciata pierwszorzgdowe oraz przeciwciata drugorzedowe sprzezone
z fluoroforem AF488. Jadra i btony komorkowe zwizualizowano za pomocg barwienia odpowiednio
Hoechst33342 i WGA sprzg¢zonej z AF594. Skala na zdje¢ciu odpowiada 100 pum.
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Ze wzgledu na potwierdzony powyzszymi wynikami najwyzszy poziom ekspresji
receptora dla NMU w niespolaryzowanych makrofagach komorki te wykorzystano

w kolejnych badaniach prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy.

3.4. Ocena ekspresji NTSR1 i GHSR1b

Ekspresj¢ NTSR1 i GHSR1b, ktorych biatkowe produkty tworza w postaci dimeru
alternatywny receptor dla NMU, oceniono w monocytach oraz makrofagach poszczegoélnych
fenotypow z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow stwierdzono ekspresje NTSR1 na poziomie
istotnie wyzszym od zera (*p <0,05; Ryc. 23A) w komoérkach THP-1 oraz TDM wszystkich
badanych fenotypow z wyjatkiem MO. Ekspresja GHSR1b nie osiggata poziomu istotnie
roznego od zera w komodrkach THP-1 i pochodzacych od nich TDM
(Ryc. 23A).W przypadku PBM poziom ekspresji NTSR1 i GHSR1b byl znacznie
zréznicowany i zalezny od dawcy, od ktorego pochodzit material. Zar6wno w PBM oraz
réznicowanych z nich MDM ekspresja NTSR1 i GHSR1b nie osiggata poziomu istotnie
roéznego od zera (Ryc. 23B).
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Ryc. 23. Analiza ekspresji NTSR1 i GHSR1b w komorkach modelowych monocytow

i roznicowanych z nich makrofagow. Poziom ekspresji NTSR1 i GHSR1b w komoérkach (A) linii

THP-1 oraz (B) PBM i powstatych z nich makrofagach odniesiono do genu referencyjnego GAPDH

(2%, Wyniki przedstawiono jako mediane z rozstgpem migdzykwartylowym (istotno$¢

statystyczng roznicy poziomu ekspresji od zera oszacowano testem Wilcoxona; *p < 0,05; n > 3).
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4. Charakterystyka komorek linii HMEC-1

Wchodzace w sktad uktadu badawczego komorki HMEC-1, wykorzystane jako model
srodbtonka mikronaczyniowego, pozostajg stabo poznane pod wzglgdem ekspresji NMU i

jej receptorow, stad badania powyzszych cech staty si¢ kolejna czeScig niniejszej pracy.

4.1. Ocena ekspresji NMU

Ekspresje NMU oceniono w komorkach linii HMEC-1 z wykorzystaniem reakcji PCR
w czasie rzeczywistym. Wewnatrzkomoérkows obecno$¢ NMU zbadano nastepnie metodg
WB.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow nie stwierdzono ekspresji NMU na
poziomie istotnie r6znym od zera w komorkach linii HMEC-1 (Ryc. 24A). Nie stwierdzono
réwniez wewnatrzkomorkowej obecno$ci NMU na poziomie wykrywalnym zastosowang

metodg (Ryc. 24B).

A B
< 0.0025-
=4 .
% 0.0020-
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€
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Ryc. 24. Analiza ekspresji NMU w komorkach linii HMEC-1. (A) Analiza ekspresji NMU
w odniesieniu do ekspresji genu referencyjnego GAPDH (22¢Y). Wyniki przedstawiono jako
mediane z rozstepem miedzykwartylowym (istotnos¢ statystyczng roéznicy poziomu ekspresji NMU
od zera oszacowano testem Wilcoxona; n = 5). (B) Reprezentatywny obraz analizy obecno$ci NMU
w komorkach HMEC-1 z wykorzystaniem metody WB (analiza 4 niezaleznych lizatow
komoérkowych).

4.2. Ocena ekspresji NMURs

Ekspresje NMURL i NMUR2 oceniono w komorkach liniit HMEC-1 z wykorzystaniem
reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Obecnos$¢ receptora, dla ktorego wykryto mRNA
oceniono nastepnie Z wykorzystaniem metod WB oraz barwienia immunofluorescencyjnego
I mikroskopii konfokalne;.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zidentyfikowano ekspresje NMUR1 w komorkach
linii HMEC-1 na poziomie istotnie roznym od zera (**p < 0,01; Ryc. 25A). Potwierdzono
réwniez obecnos¢ NMURI1 w lizatach z badanych komorek (Ryc. 25B). Na podstawie
przeprowadzonej analizy nie stwierdzono ekspresji NMUR2.
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Ryc. 25. Analiza ekspresji NMUR1 w komorkach HMEC-1. (A) Poziom ekspresji NMUR1
w odniesieniu do genu referencyjnego GAPDH (22¢Y). Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig
Z odchyleniem standardowym (istotnos$¢ statystyczng réznicy poziomu ekspresji NMURL od zera
oszacowano testem t-Studenta dla jednej proby; **p < 0,01; n = 5). (B) Reprezentatywny obraz
analizy obecno$sci NMUR1 w komorkach HMEC-1 z wykorzystaniem metody WB (analiza 3
niezaleznych lizatow komoérkowych).

Obecnos¢ NMUR1 zwizualizowano na powierzchni komoérek linii HMEC-1

z wykorzystaniem bawienia immunofluorescencyjnego i mikroskopii konfokalnej (Ryc. 26).

NMUR1 Jadra komérkowe Blony komorkowe  Nalozenie kanatow
AF488 Hoechst33342 WGA-AF594 RGB

Ryc. 26. Wizualizacia NMURI1 na powierzchni komoérek linii HMEC-1. Do barwienia
immunofluorescencyjnego NMUR1 wykorzystano specyficzne przeciwciata oraz przeciwciata
drugorzedowe sprz¢zone z fluoroforem AF488. Jadra i blony komorkowe zwizualizowano
z wykorzystaniem odpowiednio barwnika Hoechst33342 i WGA sprzezonej z AF594. Skala na
zdjeciach odpowiada 100 um.

HMEC-1

4.3. Ocena ekspresji NTSR1 i GHSR1b

A B

Ekspresje genéw NTSR1 i GHSR1b, ktorych %0-20 E”-“‘“S .
produkty tworza w postaci dimeru alternatywny Lo Eo.oom
receptor dla NMU oceniono w komorkach linii %z:: 2 E 0.0005 ‘I’
HMEC-1 z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie g 0.00 % o.0000L——

. HMEC-1
rzeczywistym. Ryc. 27. Analiza ekspresji NTSR1

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow 1GHSR1b w komoérkach linii HMEC-1.

. . . . Poziom ekspresji (A) NTSR1 i (B) GHSR1b
nie stwierdzono ekspresji NTSR1 i GHSR1b na ygniesiono do genu referencyjnego GAPDH

poziomie istotnie réznym od zera w komorkach (2 *). Wyniki przedstawiono jako mediang
z rozstepem miedzykwartylowym

linit HMEC-1 (Ryc. 27). (istotno$¢  statystyczng roznicy poziomu
ekspresji od zera oszacowano testem
Wilcoxona; n =5).
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5. Ocena aktywnosci receptorow dla NMU w makrofagach i komérkach srodblonka

mikronaczyniowego

Charakterystyka makrofagobw MO oraz komorek liniit HMEC-1 potwierdzita ekspresje
wylgcznie receptora 1 dla NMU. W dalszej cze$ci rozprawy doktorskiej zbadano aktywnos¢
NMURI obecnego na powierzchni komorek modelowych poprzez analize pobudzenia
$ciezki sygnatlowej MAPK przez NMU. Wzbudzony sygnat oceniono metoda WB poprzez
analize fosforylacji kinaz ERK 1/2 wywotang traktowaniem komoérek modelowych przez 3,
7, 15 1 30 min NMU-9 lub CM znad hodowli komorek wydzielajacych NMU (HT29
pcNMU). Za 100% fosforylacji ERK 1/2 uznano komorki nietraktowane NMU-9, ani CM
(kontrola negatywna). Kontrole pozytywna aktywacji §ciezki sygnatowej zaleznej od MAPK
stanowity komorki traktowane przez 15 min PMA. W celu oszacowania wptywu innych
sktadnikow wydzielonych przez komoérki HT29 do medium na generowanie sygnatu
zaleznego od kinaz MAPK komorki traktowano CM znad klonéw kontrolnych (HT29
PCDNA).

Specyficzno$¢ dziatania NMU na NMUR1 zbadano stosujagc TDM z wyciszong ekspresja
receptora NMURI1. W tym przypadku porownano intensywno$¢ fosforylacji kinaz ERK 1/2
wywotanej NMU-9 w makrofagach z wyciszonym receptorem wzgledem makrofagow

z zachowang ekspresja NMURI.

5.1. Fosforylacja kinaz ERK 1/2 w makrofagach pod wplywem NMU-9

Na podstawie analizy wynikéw otrzymanych po traktowaniu makrofagéw NMU-9
stwierdzono aktywacje S$ciezki sygnatowej zaleznej od kinaz MAPK wyrazong
zwigkszeniem intensywnosci sygnatu pochodzacego od prazkow rozpoznawanych przez
przeciwciala specyficzne dla fosforylowanych form ERK 1/2 (Ryc. 28). W wyniku analizy
densytometrycznej stwierdzono istotnie podwyzszony poziom fosforylacji po 3 oraz 7 min
dziatania NMU-9 na TDM (*p < 0,05; Ryc. 28A) i MDM (*p < 0,05; Ryc. 28B) w stosunku
do kontroli negatywnej.
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Ryc. 28. Analiza poziomu fosforylacji ERK 1/2 w makrofagach (A) TDM oraz (B) MDM wywotane;j
traktowaniem NMU-9. Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza densytometryczna
intensywnosci sygnalu wykonana w programie Imagel. Intensywnos$¢ sygnatu pochodzacego od
fosforylowanej formy ERK 1/2 przeliczono wzglegdem kontroli nalozenia biatka (o-tubuliny)
oraz formy catkowitej kinaz. Wyniki przedstawiono jako procent fosforylacji ERK 1/2 wzgledem
kontroli negatywnej (K; 100%, linia przerywana na wykresie) jako warto$¢ srednig z zakresem min-
max (istotno$¢ statystyczng roéznicy pomigdzy intensywnoscig fosforylacji ERK 1/2
W poszczegolnych punktach czasowych traktowania NMU-9 a 100% kontroli negatywnej
0szacowano testem t-Studenta dla jednej proby; *p < 0,05; n> 3).

W celu potwierdzenia specyficznosci sygnatu wzbudzanego przez powstanie kompleksu
NMU/NMURI wyciszono ekspresje receptora w makrofagach TDM za pomocg siRNA
(Ryc. 29A), a nastepnie przeprowadzono analize intensywnosci fosforylacji kinaz ERK 1/2.
Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze TDM z okoto 50% obnizeniem
poziomu NMURI1 wzgledem komorek kontrolnych (traktowanych NT siRNA; Ryc. 29A)
wykazujg istotnie nizszg intensywnos$¢ fosforylacji kinaz ERK 1/2 po traktowaniu NMU-9
(*p <0,05; Ryc. 29B).
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Ryc. 29. Analiza poziomu fosforylacji ERK 1/2 wywotanej NMU-9 w makrofagach TDM po
wyciszeniu NMURI. (A) Poréwnanie poziomu NMURI1 w komorkach traktowanych NT siRNA
oraz NMUR1 siRNA. Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza densytometryczna
intensywnosci sygnatu wykonana w programie ImageJ. Wyniki intensywno$ci prazkow
pochodzacych od NMURI1 znormalizowano wzgledem kontroli nalozenia (GAPDH), przeliczono na
procent wyciszenia wzgledem proby traktowanej NT siRNA (100%, przerywana linia na wykresie)
i przedstawiono jako wartos¢ srednig z zakresem min-max (istotnos¢ statystyczng rdéznicy poziomu
biatka w probie traktowanej NMURI siRNA od NT siRNA oszacowano testem t-Studenta; **p <
0,01; n = 4). (B) Ocena roznicy intensywnosci fosforylacji ERK 1/2 w komoérkach traktowanych NT
i NMURI siRNA. Intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od fosforylowanej formy ERK 1/2
przeliczono wzgledem kontroli natozenia biatka (a-tubuliny) oraz formy catkowitej kinaz. Wyniki
przedstawiono jako procent fosforylacji ERK 1/2 wzgledem kontroli negatywnej (K; 100%, linia
przerywana na wykresie) jako warto$¢ $rednig z zakresem min-max (istotno$¢ statystyczng roznicy
pomigdzy intensywnoscia fosforylacji ERK 1/2 w poszczegdlnych punktach czasowych inkubacji z
NMU-9 makrofagow traktowanych NMURI siRNA i NT siRNA oszacowano testem t-Studenta; *p
<0,05; n=4).
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5.2. Analiza fosforylacji kinaz ERK 1/2 w makrofagach po inkubacji z medium

pohodowlanym znad komoérek RJG

Wstepne porownanie intensywnosci fosforylacji kinaz ERK 1/2 wywotanej CM znad
klonow HT29 niewydzielajacych (pcDNA) oraz wydzielajach NMU (pcNMU) wykonano
dla 3 i 7 min eksperymentu, dla ktorych zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
intensywnosci fosforylacji kinaz podczas stosowania NMU-9. Na podstawie analizy
otrzymanych wynikéw stwierdzono aktywacje $ciezki sygnatowej zaleznej od kinaz MAPK
wyrazong zwigkszeniem intensywnos$ci  sygnatu  pochodzacego od  prazkow
rozpoznawanych przez przeciwciata specyficzne dla fosforylowanych form ERK 1/2
w przypadku obu stosowanych CM. Jednocze$nie, w kazdym z przeprowadzonych
powtorzen eksperymentu, intensywnos$¢ fosforylacji kinaz ERK 1/2 wywotanej dziataniem
CM znad klonu pcDNA byta nizsza niz w probie traktowanej CM znad klonu pcNMU (bez

obserwowanej réznicy na poziomie istotnym statystycznie; Ryc. 30).
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Ryc. 30. Analiza porownawcza poziomu fosforylacji ERK 1/2 w makrofagach (A) TDM oraz (B)
MDM traktowanych CM znad hodowli klonow niewydzielajgcych (HT29 pcDNA)
oraz wydzielajacych  NMU (pcNMU). Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza
densytometryczna intensywnosci sygnalu wykonana w programie Imagel. Intensywnos¢ sygnatu
pochodzacego od fosforylowanej formy ERK 1/2 przeliczono wzgledem kontroli nalozenia biatka
(o-tubuliny) oraz formy catkowitej kinaz. Wyniki przedstawiono jako procent fosforylacji ERK 1/2
wzgledem kontroli negatywnej (K; 100%, linia przerywana na wykresie) jako mediang z rozstgpem
miedzykwartylowym (istotnos¢ statystyczng réoznicy pomiedzy intensywnos$cia fosforylacji ERK 1/2
w poszczegblnych punktach czasowych inkubacji z CM znad klonéw pcNMU w stosunku do CM
kontrolnego oszacowano testem Wilcoxona; n > 3).
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Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ zmian intensywnosci fosforylacji kinaz ERK 1/2
W czasie traktowania makrofagébw CM zawierajacym NMU. Na podstawie analizy
densytometrycznej otrzymanych wynikow stwierdzono istotnie podwyzszony poziom
fosforylacji kinaz ERK1/2 w stosunku do kontroli negatywnej w 3 i 7 min trwania
eksperymentu w TDM (*p < 0,05; Ryc. 31A) i MDM (¥*p < 0,051 **p <0,01; Ryc. 31B).

A

TDM _
PMA K 3 7 15 30° < 2500-
CM HT29 kDa o *
pcNvU ~ ~f ot f 45 T 20001
PERK12 B = = @ — 1§ 1s00q *
il
A5 5 1000+
ERK1/2 (il swe b S sned sod g
S 500 Q
atubuling | eeme e - o . 2 | oo
8 :
3 7 15 30
B CM HT29 pcNMU
MDM 4007 «
PMA K 3 7 15 30°
CM HT29 kDa
+ + + +

pcNMU ) ) 45
pERK12 B - e

ERKLZ S G e D G =

a-tubuling = "= e - — — — 2 7 1'5. Sb'

2004

1009

o

5|
Fosforylacja ERK 1/2 [%]
w
=]
S S
INE

CM HT29 pcNMU

Ryc. 31. Analiza poziomu fosforylacji ERK 1/2 w makrofagach (A) TDM oraz (B) MDM
traktowanych CM znad hodowli komoérek wydzielajacych NMU (HT29 pcNMU). Reprezentatywny
obraz analizy WB oraz analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu wykonana W programie
ImageJ. Intensywno$¢ sygnalu pochodzacego od fosforylowanej formy ERK 1/2 przeliczono
wzgledem kontroli natozenia biatka (a-tubuliny) oraz formy catkowitej kinaz. Wyniki przedstawiono
jako procent fosforylacji ERK 1/2 wzgledem kontroli negatywnej (K; 100%, linia przerywana na
wykresie) jako warto$¢ $rednig z zakresem min-max (istotnos¢ statystyczng rdznicy pomig¢dzy
intensywnoscig fosforylacji ERK 1/2 w poszczegolnych punktach czasowych traktowania CM
a 100% kontroli negatywnej oszacowano testem t-Studenta dla jednej proby; *p < 0,05, **p < 0,01;
n=>4).

5.3. Ocena fosforylacji kinaz ERK 1/2 w komérkach linii HMEC-1 pod wplywem
NMU-9

Na podstawie analizy wynikow otrzymanych po traktowaniu komoérek linii HMEC-1
NMU-9 stwierdzono aktywacje $ciezki sygnatowej zaleznej od kinaz MAPK wyrazong
zwigkszeniem intensywnosci sygnatu pochodzacego od prazkéw rozpoznawanych przez
przeciwciala specyficzne dla fosforylowanych form ERK 1/2 (Ryc. 32). W wyniku analizy
densytometrycznej stwierdzono istotnie podwyzszony poziom fosforylacji ERK 1/2 po 3, 7

oraz 15 min dziatania NMU-9 w stosunku do kontroli negatywnej (*p < 0,05; Ryc. 32).
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Ryc. 32. Analiza poziomu fosforylacji ERK 1/2 w komoérkach linii HMEC-1 po inkubacji z NMU-9.
Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu wykonana
w programie ImageJ. Intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od fosforylowanej formy ERK 1/2
przeliczono wzgledem kontroli natozenia biatka (a-tubuliny) oraz formy catkowitej kinaz. Wyniki
przedstawiono jako procent fosforylacji ERK 1/2 wzgledem kontroli negatywnej (K; 100%, linia
przerywana na wykresie) jako warto$¢ srednig z zakresem min-max (istotnos$¢ statystyczng roéznicy
pomiedzy intensywnoscig fosforylacji ERK 1/2 w poszczegolnych punktach czasowych traktowania
NMU-9 a 100% kontroli negatywnej oszacowano testem t-Studenta dla jednej proby; *p < 0,05;
n>4).

5.4. Analiza fosforylacji kinaz ERK 1/2 w komérkach linii HMEC-1 po inkubacji

Z medium pohodowlanym znad komorek RJG

Wstepne poréwnanie intensywnosci fosforylacji kinaz ERK 1/2 wywotanej CM znad
klonow HT29 niewydzielajacych (pcDNA) oraz wydzielajach NMU (pcNMU) wykonano
dla 3 i 7 min eksperymentu, dla ktorych zaobserwowano istotny statystycznie wzrost
intensywnos$ci fosforylacji kinaz podczas stosowania NMU-9. Na podstawie analizy
otrzymanych wynikow stwierdzono aktywacje sciezki sygnatowej zaleznej od kinaz MAPK
wyrazong zwigkszeniem intensywnosci  sygnatu  pochodzacego od  prazkow
rozpoznawanych przez przeciwciala specyficzne dla fosforylowanych form ERK 1/2
w przypadku obu stosowanych CM. Jednocze$nie, w kazdym z przeprowadzonych
powtorzen eksperymentu, intensywno$¢ fosforylacji kinaz ERK 1/2 wywotanej dzialaniem
CM znad klonu pcDNA byla nizsza niz w probie traktowanej CM znad klonu pcNMU
(Ryc. 33).
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Ryc. 33. Analiza poréwnawcza poziomu fosforylacji ERK 1/2 w komoérkach linii HMEC-1
traktowanych CM znad hodowli klonéw niewydzielajacych (HT29 pcDNA) oraz wydzielajacych
NMU (pcNMU). Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza densytometryczna intensywnos$ci
sygnatu wykonana w programie ImagelJ. Intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od fosforylowane;j
formy ERK 1/2 przeliczono wzglgdem kontroli natozenia biatka (a-tubuliny) oraz formy catkowitej
kinaz. Wyniki przedstawiono jako procent fosforylacji ERK 1/2 wzgledem kontroli negatywnej (K;
100%, linia przerywana na wykresie) jako mediang z rozstgpem migdzykwartylowym (n = 2).

Dodatkowo przeprowadzono analiz¢ zmian intensywnosci fosforylacji kinaz ERK 1/2
W czasie traktowania komorek linii HMEC-1 CM zawierajagcym NMU. Na podstawie
analizy densytometrycznej otrzymanych wynikow stwierdzono istotnie podwyzszony

poziom fosforylacji kinaz ERK1/2 w stosunku do kontroli negatywnej w 3 i 7 min trwania

eksperymentu (odpowiednio **p < 0,01 i *p < 0,05; Ryc. 34).
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Ryc. 34. Analiza poziomu fosforylacji ERK 1/2 w komorkach linii HMEC-1 traktowanych CM znad
hodowli komoérek wydzielajacych NMU (HT29 pcNMU). Reprezentatywny obraz analizy WB
oraz analiza densytometryczna intensywnosci sygnalu wykonana W programie ImageJ.
Intensywno$¢ sygnalu pochodzacego od fosforylowanej formy ERK 1/2 przeliczono wzglgdem
kontroli natozenia biatka (a-tubuliny) oraz formy catkowitej kinaz. Wyniki przedstawiono jako
procent fosforylacji ERK 1/2 wzgledem kontroli negatywnej (K; 100%, linia przerywana na
wykresie) jako warto$¢ Srednig z zakresem min-max (istotno$¢ statystyczng réznicy pomiedzy
intensywnoscig fosforylacji ERK 1/2 w poszczegdlnych punktach czasowych traktowania CM
a 100% kontroli oszacowano testem t-Studenta dla jednej proby; *p < 0,05, **p <0,01; n>4).

Strona 74



6. Ocena zmian fenotypowych i funkcjonalnych w komérkach mikrosrodowiska pod

wplywem NMU

Identyfikacja NMUR1 na powierzchni komoérek modelowych makrofagow i srodbtonka
mikronaczyniowego oraz potwierdzenie ich aktywno$ci poprzez obserwacje aktywacji
sygnatu zaleznego od kinaz MAPK pod wplywem NMU (syntetyzowanej chemicznie NMU-
9 oraz NMU wydzielonej do CM przez komorki RJIG) potwierdzito mozliwosé
oddziatywania NMU na badane komorki. W kolejnych eksperymentach oceniono wptyw
dziatania NMU na komoérki modelowe makrofagow i srodbtonka mikronaczyniowego.
W tym zakresie zbadano kluczowe procesy zachodzace w mikrosrodowisku nowotworu, jak
zmiany fenotypu makrofagdéw i komorek srodbtonka mikronaczyniowego oraz wptyw na ich

funkcje, w tym wydzielanie cytokin, chemotaksje, migracje czy angiogeneze.

6.1. Ocena zmian fenotypowych w makrofagach wywolanych dzialaniem NMU

Zmiany fenotypu makrofagébw MDM traktowanych NMU-9 badano poprzez oceng
obecnosci powierzchniowych biatek markerowych (HLA-DR dla fenotypu M1 i CD206 dla
fenotypu M2) z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat oraz cytometrii przeptywowe;.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw nie stwierdzono roéznic w intensywnosci
fluorescencji pochodzacej od markera HLA-DR (Ryc. 35A). Intensywnos¢ fluorescencji
pochodzgca od biatka markerowego CD206 byla istotnie wyzsza po traktowaniu
makrofagow NMU-9 w porownaniu do komoérek nietraktowanych (**p < 0,01; Ryc. 35B).
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Ryc. 35. Analiza cytometryczna ekspresji markeréw polaryzacji makrofagéw. Zmiany
intensywnosci fluorescencji (j.a.) pochodzacej od biatka markerowego (A) HLA-DR lub (B) CD206
oceniono w MDM traktowanych NMU-9 lub nietraktowanych (Kontrola). Wyniki przedstawiono
jako warto$¢ §rednig z odchyleniem standardowym (istotnos$¢ statystyczng réznicy intensywnosci
fluorescencji poszczegdlnych biatek markerowych w MDM traktowanych NMU-9 w stosunku do
kontroli oszacowano sparowanym testem t-Studenta; **p < 0,01; n = 4).
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6.2. Ocena wplywu NMU na ekspresje¢ markeréw srédblonka nowotworowego

Obecno$¢ biatek uznawanych za markery $rodblonka mikronaczyn obecnych
w mikrosrodowisku RJG (IGFBP-7 i wimentyny) oceniono metodg WB w komorkach linii
HMEC-1 traktowanych NMU-9 i VEGF-A (jako kontrola pozytywna).

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow stwierdzono spodziewany, istotnie wyzszy
poziom obu badanych markerow w komorkach traktowanych VEGF-A w stosunku do
komorek nietraktowanych (*p < 0,05; Ryc. 36). Wzrost poziomu IGFBP-7 i wimentyny
zaobserwowano rowniez w wyniku inkubacji komorek liniit HMEC-1 z NMU-9 (*p < 0,05;
Ryc. 36).
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Ryc. 36. Analiza obecno$ci markeréw $rodbtonka mikronaczyh nowotworowych RIG (IGFBP-7
oraz wimentyny) w komorkach HMEC-1 traktowanych VEGF-A (kontrola pozytywna)
oraz NMU-9. Reprezentatywny obraz analizy WB oraz analiza densytometryczna intensywnos$ci
sygnatu wykonana w programie Imagel. Wyniki intensywno$ci prazkéw pochodzacych od
IGFBP-7 oraz wimentyny znormalizowano wzgledem kontroli natozenia (odpowiednio a-tubuliny
i GAPDH) i przedstawiono w jednostkach arbitralnych (j.a.) jako warto$¢ srednig z zakresem min-
max (istotnos$¢ statystyczng réznicy pomiedzy intensywnoscia sygnatu pochodzacego od badanych
markerow w komorkach traktowanych VEGF-A lub NMU-9 wzgledem komorek nietraktowanych
oszacowano testem ANOVA z testem post-hoc; *p < 0,05; n> 3).

6.3. Analiza wplywu NMU na profil cytokin wydzielanych przez makrofagi

i komorki srédblonka mikronaczyniowego

Zmiany profilu cytokin wydzielanych przez makrofagi MDM oraz komorki linit HMEC-
1 traktowane przez 24 godz. NMU-9 w stosunku do kontrolnych komoérek nietraktowanych
oceniono z wykorzystaniem testu Proteome Profiler Human Cytokine Array.

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono zmiany w wydzielaniu cytokin przez
oba rodzaje badanych komorek traktowanych NMU-9 w stosunku do nietraktowanych
komorek kontrolnych. W przypadku MDM po 24 godz. inkubacji z NMU-9 zaobserwowano
zwigkszony poziom wydzielania cytokin CCL-2 i CXCL-12 oraz zmniejszony poziom
wydzielania C5/Cb5a i IL-8 w stosunku do kontroli (Ryc. 37A). Komorki linii HMEC-1 po
24 godz. inkubacji z NMU-9 wykazywaly podwyzszony poziom wydzielania cytokin:
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CCL-2, CCL-5, CXCL-10, G-CSF i GM-CSF, ICAM-1 oraz IL-6 w stosunku do komorek
kontrolnych (Ryc. 37B).

A MDM B HMEC-1
ccL-2/ ccL-2/  cCL-5/ exCL-10/
MCP-1 MCP-1 RANTES o
< W [ o . % [ o e 8
° R o CXCL-12/; @ <
*g L] cggtjz/ |L8 'g SDF-1 ENeaE
* B ~ oD esee -
cCcL-2/ CCL-2/ CCL-5/ CXCL-10/
MCP-1 e - MCP-1 " 'RANTES IP-10
- o [felicav: Gl
5 (& =] \ S CXCL-12ige
= &8 CxcL-12/ G = SDF-1 frromreees G/GM-CSF
=z SDF-1 - Z IL-6
o - e 6 v0ce ;
. NMU-9 . NMU-9
Cytokina [% kontroli] Cytokina: [% kontroli]
CCL-2/MCP-1 235,491 CCL-2/MCP-1 127,372
C5/Cbha 65,035 CCL-5/RANTES 141,763
CXCL-12/SDF-1 125,412 CXCL-10/IP-10 158,881
IL-8 1 CXCL-12/SDF-1 81,387
G-CSF 148,496
GM-CSF 142,824
ICAM-1 1
IL-6 119,658

Ryc. 37. Zmiany profilu cytokin wydzielanych przez (A) makrofagi MDM i (B) komérki HMEC-1
traktowane NMU-9. Reprezentatywny obraz membran oraz analiza densytometryczna
intensywnosci sygnatu pochodzacego od cytokin wykonana w programie ImageJ (n = 1). Tendencj¢
spadkowa oraz wzrostowa zmian intensywnosci wydzielania cytokin przez komorki traktowane
NMU-9 w stosunku do komoérek kontrolnych oznaczono na obrazach odpowiednio linig przerywana
oraz ciggta. Wyniki analizy densytometrycznej przedstawiono w tabeli jako procent intensywnosci
sygnatu pochodzacego od cytokin wydzielonych po dziataniu NMU-9 w odniesieniu do kontroli
(100%; oznaczeniami | lub 1 wskazano cytokiny, dla ktérych sygnat wykryto odpowiednio
wytacznie w medium znad komorek kontrolnych lub traktowanych NMU-9).

6.4. Ocena chemotaktycznego dzialania NMU na makrofagi

Chemotaktyczne dziatanie NMU na makrofagi oceniono z wykorzystaniem wktadow
Z pblprzepuszczalng membrang z porami o $rednicy 5 wum. Makrofagi migrujace zgodnie
z gradientem stezen NMU-9 barwiono na zewnetrznej stronie membrany 0,5% roztworem
fioletu krystalicznego i liczono, a nastepnie poréwnano z liczbg komoérek migrujacych
w kontrolnym uktadzie bez dodatku NMU-9.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikdéw, niezaleznie od pochodzenia
wykorzystanego modelu makrofagéw, stwierdzono istotnie wigksza liczbe komorek
migrujacych w kierunku rosngcego st¢zenia NMU-9 wybarwionych na zewngtrznej stronie

membrany w stosunku do proby kontrolnej (*p < 0,05; Ryc. 38).
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Ryc. 38. Analiza dziatania chemotaktycznego NMU na makrofagi (A) TDM oraz (B) MDM.
Pogladowe obrazy przedstawiaja makrofagi migrujace zgodnie z gradientem stgzen NMU-9 oraz bez
dodatku NMU-9 (Kontrola), wybarwione 0,5% roztworem fioletu krystalicznego na zewnetrznej
stronie membrany poliweglanowej. Skala na zdjeciach odpowiada 100 um. Na wykresach
przedstawiono liczbe migrujagcych komoérek. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig
Z odchyleniem standardowym (istotno$¢ statystyczng roznicy pomigdzy liczba komorek
migrujacych w kierunku NMU-9 oraz w uktadzie bez dodatku NMU-9 oszacowano sparowanym
testem t-Studenta; *p < 0,05; n =5).

6.5. Ocena wplywu NMU na zdolnos$ci migracyjne makrofagéw

Zmiang tempa migracji makrofagow traktowanych przez 3,5 godz. NMU-9 lub CM znad
hodowli HT29 pcDNA i pcNMU oceniono z wykorzystaniem wktadow z potprzepuszczalng
membrang z porami o $rednicy 5 um. Tempo migracji komorek oceniono na podstawie
liczby komoérek wybarwionych 0,5% roztworem fioletu krystalicznego na zewnetrznej
stronie membrany.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikdéw, niezaleznie od pochodzenia
wykorzystanego modelu makrofagéw, po traktowaniu NMU-9 stwierdzono istotnie wyzsza

liczbe migrujacych komorek w stosunku do proby kontrolnej (*p < 0,05; Ryc. 39).
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Ryc. 39. Analiza wptywu NMU-9 na zdolnos$ci migracyjne makrofagéw (A) TDM oraz (B) MDM.
Pogladowe obrazy przedstawiaja makrofagi nietraktowane (Kontrola) oraz traktowane NMU-9,
wybarwione 0,5% roztworem fioletu krystalicznego na zewngtrznej stronie membrany
poliweglanowej. Skala na zdjeciach odpowiada 100 pm. Na wykresach przedstawiono liczbg
migrujacych komorek. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig z odchyleniem standardowym
(istotno$¢ statystyczng roznicy pomigdzy liczba migrujacych komorek traktowanych NMU-9
a kontrolg oszacowano sparowanym testem t-Studenta; *p < 0,05; n = 6).
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Podobny efekt zwiekszenia tempa migracji zaobserwowano w przypadku dziatania NMU
pochodzenia nowotworowego. Na podstawie analizy wynikéw otrzymanych po traktowaniu
makrofagbw CM znad hodowli komorek HT29 wydzielajagcych NMU (pcNMU)
zaobserwowano istotniec wyzszg liczbe makrofagow wybarwionych na zewngtrznej stronie
membrany w stosunku do medium znad hodowli komorek klonu kontrolnego (HT29
pcDNA) (*p < 0,05 dla TDM i **p < 0,01 dla MDM; Ryc. 40A i B).
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TDM 501 M MDM 1200 7
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Ryc. 40. Analiza wptywu NMU pochodzenia nowotworowego na zdolno$ci migracyjne makrofagow
(A) TDM oraz (B) MDM. Pogladowe obrazy przedstawiaja makrofagi traktowane medium
kontrolnym (CM HT29 pcDNA) oraz zawierajagcym wydzielong NMU (CM HT29 pcNMU),
wybarwione 0,5% roztworem fioletu krystalicznego na zewnetrznej stronie membrany
poliweglanowej. Skala na zdjeciach odpowiada 100 pm. Na wykresach przedstawiono liczbe
migrujacych komorek. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednig z odchyleniem standardowym
(istotno$¢  statystyczng roznicy pomigdzy liczba migrujacych komoérek traktowanych medium
zawierajacym NMU a kontrolnym oszacowano sparowanym testem t-Studenta; *p < 0,05,
*%p <0,01; n = 4).

6.6. Ocena wplywu NMU na zdolno$ci migracyjne komoérek linii HMEC-1

Zmiany tempa migracji komorek linii HMEC-1 pod wptywem NMU oceniono metoda
zarastania rysy. Ryse wykonano na monowarstwie komorek traktowanych VEGF-A
(kontrola pozytywna), NMU-9 lub CM znad klonéw HT29 (pcDNA i pcNMU). Postep
zarastania rysy dokumentowano przyzyciowo w komorze do hodowli komérkowych co 2
godz. rozpoczynajac bezposrednio po wykonaniu rysy przez kolejne 24 godz. Spodziewana,
istotng statystycznie stymulacje migracji komorek HMEC-1 z kontroli pozytywnej
(traktowanych VEGF-A) w stosunku do komorek nietraktowanych stwierdzono po uptywie
24 godz. eksperymentu (*p < 0,05; Ryc. 41). Stopien zarastania rysy w pozostatych probach
(traktowanych NMU-9 lub CM) oceniono poprzez porownanie pola powierzchni rysy w tych
samych punktach czasowych.

Na podstawie analizy danych otrzymanych w wyniku 24-godz. traktowania komorek linii
HMEC-1 NMU-9 stwierdzono istotnie wigksza powierzchni¢ zajecia rysy w stosunku do
komorek nietraktowanych (*p < 0,05; Ryc. 41).
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Ryc. 41. Intensywnos$¢ migracji komorek linii HMEC-1 nietraktowanych (Kontrola), traktowanych
VEGF-A lub NMU-9 mierzona bezposrednio po wykonaniu rysy (0 godz.) oraz po 24 godz. trwania
eksperymentu. Reprezentatywne obrazy przedstawiaja migrujace komérki HEMC-1 zarastajace ryse.
Na wykresie przedstawiono wyniki analizy intensywno$ci zajmowania rysy przez komorki.
Powierzchni¢ rysy zajeta przez komorki po zakonczeniu eksperymentu przeliczono jako procent
poczatkowej powierzchni i przedstawiono jako warto$¢ érednig z zakresem min-max (istotno$é
statystyczng réznic pomigdzy stopniem zaro$nigcia rysy w probie z VEGF-A lub NMU-9 w stosunku

do proby kontrolnej oszacowano z wykorzystaniem testu ANOVA dla powtdrzonych pomiaréw
z testem post-hoc; *p <0,05; n=4).
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Na podstawie analizy wynikow otrzymanych po traktowaniu komorek liniit HMEC-1 CM
zawierajacym wydzielong NMU (znad hodowli klonu HT29 pcNMU) przez 24 godz.
stwierdzono istotnie wicksza powierzchnie zarastania rysy w stosunku do CM kontrolnego
(znad hodowli klonu pcDNA; *p < 0,05; Ryc. 42).

CM HT29
pcDNA pcNMU

Ryc. 42. Intensywno$¢ migracji komorek linii HMEC-1 traktowanych CM kontrolnym (CM HT29
pcDNA) lub zawierajacym NMU (CM HT29 pcNMU) mierzona bezposrednio po wykonaniu rysy
(0 godz.) oraz po 24 godz. trwania eksperymentu. Reprezentatywne obrazy przedstawiaja migrujace
komorki HEMC-1 zarastajace rysg. Na wykresie przedstawiono wyniki analizy intensywnosci
zajmowania rysy przez komorki. Powierzchni¢ rysy zajeta przez komorki po zakonczeniu
eksperymentu przeliczono jako procent poczatkowej powierzchni i przedstawiono jako wartos¢
srednig z zakresem min-max (istotno$¢ statystycznag roznic pomigdzy stopniem zaro$nigcia rysy

W probie traktowanej CM zawierajagcym NMU w stosunku do CM kontrolnego oszacowano
z wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta; *p < 0,05; n=7).
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6.7. Ocena wplywu NMU na zdolno$¢ tworzenia struktur pseudokapilarnych przez

komorki HMEC-1

W celu oceny wptywu NMU na wlasciwosci proangiogenne komorek $rodblonka
mikronaczyniowego zbadano proces tworzenia pseudokapilar z wykorzystaniem
trojwymiarowego podtoza Matrigel. Wysiane na Matrigel komoérki linii HMEC-1
traktowano przez 6 godz. VEGF-A (kontrola pozytywna), NMU-9 Iub CM znad klonow
HT29 (pcDNA i pcNMU). Wyniki dokumentowano z wykorzystaniem mikroskopii
swietlnej (Ryc. 43 i 44). Oceng procesu tworzenia pseudokapilar przeprowadzono zgodnie
z szeroko stosowanym podej$ciem wykorzystujacym oprogramowanie Image J i narzedzie
»Angiogenesis analyzer” automatycznie wykonujace pomiar ilo$ci polaczen tworzonych
przez grupe weztdw 1 stanowigcych struktury rozgatezione oraz dlugosci segmentow
tworzacych strukture zamknigtg z obu stron polaczeniami. Otrzymane wyniki przeliczono
uznajac komorki nietraktowane jako probe odniesienia przyjeta za 100%.

Na podstawie analizy wynikow otrzymanych po traktowaniu komoérek liniit HMEC-1
czynnikiem stymulujacym angiogeneze (VEGF-A) przez 6 godz. zaobserwowano
spodziewang, istotnie wicksza liczb¢ zgrupowanych weztow oraz dlugos¢ segmentow
w stosunku do komorek nietraktowanych (*p < 0,05; Ryc. 43). Podobny efekt stymulacji
tworzenia struktur pseudokapilarnych w postaci istotnie wyzszej dlugosci segmentow
oraz liczby zgrupowanych weztow (odpowiednio *p < 0,05 i ***p < 0,001; Ryc. 43)
zaobserwowano w wyniku inkubacji komorek HMEC-1 z NMU-9 w stosunku do komorek

nietraktowanych.
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Ryc. 43. Tworzenie struktur pseudokapilarnych przez komorki HMEC-1 po 6 godz. trwania
eksperymentu. Reprezentatywne zdjecia przedstawiaja komorki inkubowane z medium bez
dodatkéw (Kontrola) lub zawierajacym VEGF-A lub NMU-9. Skala na zdjgciach odpowiada
100 um. Intensywno$¢ procesu oceniono na podstawie analizy dtugosci segmentow oraz liczby
weztow tworzonych przez badane komorki. Otrzymane wyniki przeliczono wzgledem proby
kontrolnej (100%, przerywana linia na wykresie). Wyniki przedstawiono jako wartos¢ $rednig
z zakresem min-max (istotnos¢ statystyczng roznic pomiedzy wyznaczonymi parametrami od 100%
kontroli oszacowano z wykorzystaniem testu t-Studenta dla jednej proby; *p < 0,05; ***p < 0,001;
n>4).
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Na podstawie analizy wynikow otrzymanych po inkubacji komérek liniit HMEC-1 z CM
znad komoérek wydzielajacych NMU (HT29 pcNMU) zaobserwowano istotnie wigksza
dhlugos¢ segmentéw oraz liczbe tworzonych weztow (*p < 0,05; Ryc. 44) w stosunku do
komorek traktowanych CM znad klonu kontrolnego (HT29 pcDNA).
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Ryc. 44. Tworzenie struktur pseudokapilarnych przez komoérki HMEC-1 po 6 godz. trwania
eksperymentu. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajg komorki inkubowane z CM znad komorek
kontrolnych (HT29 pcDNA) oraz wydzielajacych NMU (HT29 pcNMU). Skala na zdjeciach
odpowiada 100 um. Intensywno$¢ procesu oceniono na podstawie analizy dtugosci segmentow
oraz liczby wezlow tworzonych przez badane komorki. Dhugo$¢ segmentow oraz liczbe weztow
tworzonych przez komorki traktowane CM znad klonu pcNMU przeliczono wzgledem efektu
wywotanego dzialaniem klonu pcDNA (100%, przerywana linia na wykresie). Wyniki
przedstawiono jako warto$¢ srednig z zakresem min-max (istotnos$¢ statystyczna roznic pomigdzy
wyznaczonymi parametrami od 100% kontroli oszacowano z wykorzystaniem testu t-Studenta dla
jednej proby; *p <0,05; n=06).
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7. Udzial NMU w oddzialywaniach skladnikow mikrosrodowiska nowotworu

Mikrosrodowisko nowotworu stanowi ztozong sie¢ wzajemnie oddzialujacych na siebie
sktadnikéw, w ktorej komorki nowotworowe nie sg jedynym elementem promujgcym
rozwoj guza. Wiedzac, ze czynniki wydzielane przez komorki obecne w mikrosrodowisku
moga indukowa¢ zmiany funkcjonalne komoérek nowotworowych, w kolejnej czgsci pracy
zbadano wptyw NMU potencjalnie obecnej w niszy nowotworu na wzajemne interakcje
makrofagéw i komoérek nowotworowych. W tym zakresie oceniono wplyw czynnikow

wydzielanych przez makrofagi traktowane NMU na zdolnos$ci migracyjne komorek RJG.

7.1. Ocena zdolno$ci migracyjnych komoérek RJIG w obecno$ci czynnikéw

wydzielanych przez komorki mikrosrodowiska guza pod wplywem NMU

Zdolnosci migracyjne komorek RJG w obecnosci czynnikow wydzielanych przez
makrofagi pod wptywem NMU oceniono metodg zarastania rysy z wykorzystaniem
komorek HCT116 oraz medium kondycjonowanego znad MDM traktowanych NMU-9.
Postep zarastania rysy dokumentowano z wykorzystaniem mikroskopii $wietlnej po 2
oraz 24 godz. po wykonaniu rysy (Ryc. 45). Stopien zarastania rysy OCeniono poprzez
poroOwnanie szeroko$ci rysy (mierzonej w 5 losowych miejscach) po zakonczeniu
eksperymentu odniesiony do punktu jego rozpoczecia.

Na podstawie analizy otrzymanych wynikow stwierdzono istotng statystycznie
stymulacje migracji komoérek linii HCT116 po CM znad MDM traktowanych NMU-9
w stosunku do proby kontrolnej (CM znad nietraktowanych MDM; *p < 0,05; Ryc. 45).
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Ryc. 45. Wpltyw czynnikow wydzielanych przez MDM traktowane NMU-9 na zdolnos$ci migracyjne
komoérek linii RJG. Reprezentatywne obrazy przedstawiajg migrujace komorki HCT116
inkubowane z kondycjonowanym medium znad MDM traktowanych NMU-9 (CM MDM NMU-9)
oraz nietraktowanych (CM MDM Kontrola) w 2 oraz 24 godz. po wykonaniu rysy. Na wykresie
przedstawiono wyniki analizy intensywnos$ci zajmowania rysy przez komorki. Szeroko$¢ rysy
zajmowanej przez komorki po zakonczeniu eksperymentu przeliczono jako procent poczatkowej
szerokosci 1 przedstawiono jako warto$¢ srednig z zakresem min-max (istotnosc¢ statystyczng roznic
pomigdzy szeroko$cig zarosnigcia rysy w probie z CM znad MDM NMU-9 do proby kontrolnej
oszacowano z wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta; *p < 0,05; n = 4).
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Dyskusja

Rak jelita grubego jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotwordw zard6wno
w Polsce, jak i na §wiecie. Wedlug statystyk prowadzonych przez Migdzynarodowa Agencje
Badan nad Rakiem (IARC, ang. International Agency for Research on Cancer) w 2020 roku
na $wiecie odnotowano 1,9 miliona przypadkéw, w tym 935000 zgonow z powodu
zachorowania na RJG. Trudnosci w leczeniu RJG wynikajg przede wszystkim z braku
efektywnych metod diagnostycznych, ktoére pozwolityby na wczesne zidentyfikowanie
zmian nowotworowych w obrebie jelita grubego. Dodatkowo, nowotwory tego rodzaju sg
czesto diagnozowane w momencie, kiedy u pacjenta doszto do rozwoju przerzutow, co
znaczaco obniza prawdopodobienstwo skutecznej terapii [9]. Utrudnienia w walce z RIG
wynikajg réwniez z wysokiego zrdznicowania mechanizmoéw powstawania i rozwoju
nowotworu oraz cech molekularnych i fenotypowych komorek nowotworowych [9].
Powyzsze statystyki dowodza, ze, pomimo wielu lat badan RJG, poszukiwanie czynnikow,
ktore stanowityby markery rokowania, utatwity decyzj¢ o wprowadzanej terapii lub same
W sobie stanowity cele terapeutyczne, nadal pozostaje waznym zagadnieniem badawczym.
Wazne jest jednak w tym przypadku, aby nie ogranicza¢ badan do samych komorek
nowotworowych, a zastosowac szersze podejscie obejmujace catosciowo mikrosrodowisko
nowotworu 1 oddziatywania w nim zachodzace [11]. Prowadzone obecnie coraz czgsciej
badania wskazuja na zdolno$§¢ komoérek nowotworowych do modyfikacji wiasnego
mikro$rodowiska tak, aby sprzyjalo rozwojowi i rozprzestrzenianiu nowotworu [11].
Szczegblnie ciekawe wydaje si¢ by¢ w tym przypadku oddzialywanie zaobserwowane
w raku piersi, w ktorym komorki nowotworowe wraz z makrofagami oraz komodrkami
srédblonka naczyn stanowig mikro$rodowisko sprzyjajace przerzutom nowotworowym
(TMEM). W tym przypadku zwigkszenie zageszczenia obszarow TMEM w nowotworze
wigzato si¢ z czestszymi przerzutami. Co wigcej, wykazano, ze makrofagi obecne w TMEM
stymuluja wlasciwo$ci migracyjne oraz inwazyjne komorek nowotworowych [26]. Podobna
zalezno$¢ polegajaca na jednoczesnej wigkszej ilosci makrofagéw w TME 1 zwigkszeniem
zageszczenia sieci mikronaczyn nowotworowych zostata zaobserwowana w RIJIG
i skorelowana z wyzszym stopniem zaawansowania nowotworu [7]. Bioragc pod uwagg duze
znaczenie przerzutowania RJG w pogorszeniu rokowania, zasadne jest badanie czynnikow
I mechanizméw mogacych przyczynia¢ si¢ do tego zjawiska.

Neuromedyna U jest znanym biatkiem wydzielniczym zwigzanym z rozwojem licznych

nowotworow. W badaniach in vitro znaczenie NMU w procesie nowotworzenia zalezy od
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rodzaju badanego nowotworu, a najczgsciej opisywane efekty wiazg si¢ ze zwigkszeniem
zdolno$ci komoérek nowotworowych do proliferacji, adhezji, migracji i inwazji, co ma
miejsce m.in. w raku ptuc [38], piersi [43, 45, 46] czy endometrium [44, 47]. Dodatkowo,
w przypadku komorek raka piersi z podwyzszong ekspresja NMU zaobserwowano wyzsza
ekspresje markerow charakterystycznych dla EMT [45, 46]. W odniesieniu do obserwacji
Klinicznych, podwyzszona ekspresja NMU uznawana jest najczgsciej za marker
prognostyczny gorszego rokowania. W przypadku raka tarczycy wiaze si¢ z krotszym
okresem przezycia bez wystgpienia nawrotow [68], zaS w nowotworach piersi i phuc
z opornoscig na leczenie chemioterapeutyczne [43, 69]. Potencjalne znaczenie NMU
wykazano rowniez w RJG. Na podstawie analizy transkryptomicznej stwierdzono
podwyzszong ekspresjg NMU w komorkach linii HT29, ktére nabyly fenotyp
mezenchymalny na skutek nadekspresji czynnika transkrypcyjnego Snail [48]. Dodatkowo,
na podstawie analiz bioinformatycznych profilu ekspresji genéw w tkankach RJG,
wykorzystujacych dane z bazy TCGA, wskazano NMU jako jeden z gendw o podwyzszonej
ekspresji w tym nowotworze [49, 50, 51, 52].

Proby zastosowania oceny ekspresji NMU oraz jej receptorow do prognozowania
rokowan u pacjentow z ré6znymi nowotworami oraz doniesienia o potencjalnym znaczeniu
tego biatka w progresji RJG staly si¢ podstawg do opracowania niniejszej pracy doktorskie;j.
Badania dotyczace znaczenia NMU w niszy nowotworowej wpisuja sie¢ w trend
poszukiwania czynnikow, ktoére wydzielane przez komoérki nowotworowe, promuja
pronowotworowe mechanizmy mikrosrodowiska guza.

Weryfikujac hipotetyczny wpltyw NMU na makrofagi 1 komorki §rodbtonka zastosowano
dostepng komercyjnie, chemicznie syntetyzowang NMU-9. Sekwencja zastosowanego
peptydu odpowiada NMU-9 pochodzacej z myszy lub kawii domowej oraz 9 ostatnim
aminokwasom ludzkiej NMU i posiada grup¢ amidowa w C-koncowym fragmencie
niezbedng do uzyskania aktywnos$ci biologicznej. Jak wykazaty wcze$niejsze badania,
biologicznie aktywne formy NMU pochodzace z réznych gatunkow ssakow wykazuja
porownywalne powinowactwo wzgledem ludzkich receptorow NMURs [29]. Powyzsza
funkcjonalno§¢ moze mie¢ zwigzek z wysoka konserwatywnoscig sekwencji
aminokwasowej NMU pomigdzy organizmami ssakéw i umozliwia zastosowanie NMU-9
w badaniach prowadzonych w ramach niniejszej pracy. Uktad badawczy z wprowadzong
chemicznie syntetyzowang NMU pozwolil na zbadanie jej bezposredniego wptywu na
komorki potencjalnie obecne w mikrosrodowisku nowotworu. Niemniej jednak, nie

odzwierciedla on rzeczywistych warunkow, jakie powstaja w niszy nowotworowej
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w wyniku interakcji réznego rodzaju komorek oraz w wyniku zmian wydzielania aktywnych
biologicznie czynnikow, w tym np. cytokin. W celu zbadania dziatania NMU w warunkach
in vitro odwzorowujacych charakter mikrosrodowiska nowotworu wykorzystano komorki
RJG wydzielajagce badane biatko. W warunkach zastosowanych w niniejszej pracy,
najlepszym modelem staly si¢ komorki linii RJG transfekowane wektorem ekspresyjnym
zawierajacym sekwencje kodujaca NMU. Jako komorki kontrolne zastosowano komorki
wywodzace si¢ z tej samej linii transfekowane wektorem pcDNA. Stabilny uktad
z okreslonym, wysokim poziomem ekspresji 1 wydzielania NMU wydaje si¢ bardziej
odpowiedni 1 specyficzny w przypadku badan nad parakrynnym dziataniem NMU niz
zastosowanie dwoch lub kilku linii RJG z r6znym poziomem ekspresji i wydzielania NMU,
ale dodatkowo odmiennych pod wzgledem cech molekularnych i fenotypowych
oraz sktadnikéw sekretomu.

W ramach badan wstepnych do niniejszej pracy potwierdzono ekspresjc NMU na
zréznicowanym poziomie W panelu 6 linii komorkowych wywodzacych si¢ z RIG o r6znym
podtypie molekularnym [60], o fenotypie od nablonkowego po silnie mezenchymalny [59].
Dodatkowo zaobserwowano brak ekspresji NMU i obecnosci biatka w komorkach
prawidtowego nabtonka jelita grubego. Obserwowana rdznica pomi¢dzy ekspresja badanego
biatka w komorkach prawidtowych oraz nowotworowych wskazuje na zwigzek NMU
zrozwojem RJG. Dodatkowo, podwyzszona ekspresja NMU w komorkach linii RJG
o fenotypie wyltacznie mezenchymalnym moze $wiadczy¢ 0 znaczeniu badanego biatka
w procesie EMT. Zaleznos¢ ta zostata zaobserwowana wczesniej w nowotworze piersi [45,
46].

Na podstawie wynikow otrzymanych w czg§ci wstepnej niniejszej pracy,
do wyprowadzenia klonow ze stabilng nadekspresja NMU, wybrano komorki linii HT29
o0 niskiej ekspresji NMU, w ktorych nie zidentyfikowano biatka wewnatrzkomoérkowego
I wydzielonego. Ostatnio opublikowane badania dotyczace roli NMU w RIJG potwierdzity
jej pronowotworowe dziatanie w warunkach in vitro. NMU oddziatywata na komorki
nowotworowe gtownie poprzez receptor NMUR2, obecny réwniez w linii HT29
wykorzystanej w niniejszej pracy. Otrzymane wyniki dowiodly obecnosci aktywnych
receptorow dla NMU w komorkach linii RJG, a podwyzszong ekspresje NMU skorelowano
ze wzrostem ekspresji podjednostek integrynowych zwigzanych z metastazg
oraz zwigkszeniem zdolnosci migracyjnych i inwazyjnych komoérek RJG [52]. Potwierdzona
aktywno$§¢ NMU/NMUR2 w RJG przejawiajaca si¢ zmiang fenotypu oraz funkcji komoérek

nowotworowych byla powodem do rozszerzenia badan charakteryzujacych NMU
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w konteks$cie oddziatywania komoérek nowotworowych z ich mikrosrodowiskiem.
Ciekawym aspektem stato si¢ okreslenie zmian w profilu wydzielanych cytokin.
Jak wykazano w niniejszej pracy, nadekspresja NMU w klonach linii HT29 wigzata si¢ ze
zwigkszong intensywnos$cig wydzielania: CCL-5, CXCL-1, CXCL-10, ICAM-1, IL-1rai IL-
8. Otrzymane wyniki §wiadcza wigc, ze samo pojawienie si¢ w niszy guza komorek, ktore
wydzielaja NMU moze wywolywa¢ zmiany charakteru mikrosrodowiska poprzez
modyfikacj¢ profilu cytokin w nim obecnych, a wydzielanych przez komorki RJG.
Co ciekawe, cz¢$¢ z wydzielonych cytokin moze zosta¢ wykorzystana przez same komorki
nowotworowe w celu stymulacji wlasnych zdolnosci inwazyjnych i metastatycznych. W tym
przypadku znaczenie beda miaty np. CCL-5, IL-8 czy CXCL-10, ktore moga regulowac
takie witasciwosci komodrek nowotworowych jak proliferacja, migracja czy oporno$¢ na
anoikis (rodzaj programowanej $mierci komorkowej wywotanej brakiem powigzania
komorki z macierzg zewnatrzkomorkowsa) [53, 55, 70, 71]. Dodatkowo, IL-8 i CXCL-10
mogg stymulowaé¢ komorki nowotworowe do wydzielania enzymoéw proteolitycznych
(MMPs) odpowiedzialnych za przeksztatcanie macierzy zewnatrzkomorkowej w trakcie
metastazy [55, 70]. Cytokiny wydzielone przez badane komoérki RJIG moga posredniczy¢
rowniez w interakcjach z mikrosrodowiskiem, np. CXCL-10 moze oddziatywac
chemotaktycznie na makrofagi [53], a CXCL-1, IL-8 i ICAM-1 mogg sprzyja¢ angiogenezie
[55, 72, 73, 74].

Bezposrednie oddziatywanie NMU na sktadniki TME, w tym makrofagi oraz komorki
srodbtonka mikronaczyn nowotworowych, nadal pozostaje niezbadanym tematem nie tylko
w przypadku RJG. W zwigzku z powyzszym, badania funkcji NMU regulujacej aktywnos¢
mikro$rodowiska nowotworowego przeprowadzone w ramach niniejszej pracy miaty
charakter podstawowy i rozpoczynaty si¢ od opracowania charakterystyki wykorzystanych
komoérek modelowych makrofagow 1 $rodblonka mikronaczyniowego, potencjalnie
obecnych w mikro§rodowisku nowotworu, pod wzgledem ekspresji oraz obecnosci zarowno
NMU, jak i jej receptorow.

Jedyne publikowane do tej pory informacje dotyczace mozliwego oddziatywania NMU
na makrofagi potwierdzaty ekspresje NMU i jednego receptora dla tego biatka (NMUR1)
w makrofagach izolowanych z jamy otrzewnej myszy oraz wskazaly na potencjalng
stymulacj¢ makrofagéw do wydzielania IL-6 pod wptywem NMU [57]. Wyniki te pochodza
z badan in vivo udzialu NMU w przebiegu szoku septycznego wywotanego u myszy po
zastosowaniu LPS i dodatkowo nie uwzgledniaja zréznicowania fenotypéw makrofagéw, co

ma istotne znaczenie w przypadku mikrosrodowiska nowotworu. Badania przeprowadzone
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w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolily na opracowanie charakterystyki dwoch
modeli makrofagéw, wywodzacych si¢ z linii komorkowej THP-1 oraz z monocytow
izolowanych z krwi zdrowych dawcow, pod wzgledem ekspresji NMU 1 jej klasycznych
oraz alternatywnych receptorow. Podobnie jak w przypadku wczesniej opublikowanych
wynikow, w niniejszej pracy réwniez wykazano ekspresjc NMUR1 w makrofagach.
Jednoczes$nie nie stwierdzono ekspresji NMURZ2 ani mozliwosci utworzenia alternatywnego
receptora dla NMU (stanowigcego dimer receptorow NTSRI1 1 GHSRI1b).
Z przeprowadzonych badan wynika wiec, ze NMURI jest jedynym receptorem mogacym
przekazywaé sygnat od NMU w makrofagach. Co ciekawe, ekspresja NMUR1 wzrasta
w trakcie procesu roznicowania monocytow W makrofagi oraz spada w trakcie ich
polaryzacji. Zalezno$¢ ta $wiadczy o potencjalnej najwyzsze] wrazliwosci
niespolaryzowanych makrofagdéw na dziatanie NMU i byta powodem do ich wykorzystania
w dalszych badaniach. Co wigcej, pomimo wczesniejszych doniesien wskazujacych na
ekspresj¢ NMU w makrofagach [57], nie zostata ona potwierdzona w zadnym z badanych
modeli tych komoérek. Jednocze$nie obserwacja ta wyklucza mozliwo$é autokrynnego
dziatania NMU w przypadku makrofagow.

Receptory dla NMU, aw tym NMURZ1 obecny na makrofagach i komoérkach $rodbtonka
mikronaczyniowego, naleza do receptorow GPCRs. Aktywnos¢ NMUR1 i NMUR2 zostata
przebadana z wykorzystaniem linii komoérkowych (HEK-293, COS-7 lub CHO)
Z heterologiczng nadekspresja jednego z receptorow. Z opublikowanych do tej pory badan
wynika, ze szlaki sygnatowe pobudzane przez NMU obejmujg m.in. szlak kinaz MAPK [40,
41]. W niniejszej pracy podstawa do potwierdzenia aktywnosci NMURI obecnego
w makrofagach stata si¢ analiza fosforylacji kinaz ERK 1/2, ktora stanowi jedng z cze¢$ciej
stosowanych metod oceny aktywacji receptorow dla NMU [40, 41]. Otrzymane wyniki po
raz pierwszy pozwolily na potwierdzenie wzbudzenia sygnalu przez oddziatywanie
NMU/NMURI1 w makrofagach oraz dowiodty specyficznosci sygnatu generowanego przez
NMU poprzez NMURI1 w badanych komoérkach. Dzialanie takie obserwowano w wyniku
zastosowania chemicznie syntetyzowanej aktywnej formy NMU (NMU-9). Efekt
fosforylacji kinaz ERK 1/2 potwierdzono rowniez w przypadku NMU pochodzenia
nowotworowego, wydzielanej przez komorki linii HT29 ze stabilng nadekspresja badanego
biatka. Jednocze$nie zaobserwowano, ze efekt zwigkszonej fosforylacji kinaz ERK 1/2 ma
miejsce juz w przypadku zastosowania samego medium znad komorek kontrolnych
niewydzielajacych NMU. Intensywno$¢ obserwowanego sygnatu byla jednak nizsza niz po

zastosowaniu medium zawierajgcego badane biatko. Powodem obserwowanej zalezno$ci
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mogto by¢ w tym przypadku dziatanie innych czynnikow wydzielonych przez komorki
nowotworowe, w tym wspomnianych wyzej cytokin, ktorych receptory réwniez naleza
do rodziny GPCRs [75].

Potwierdzenie obecnosci i aktywnosci NMUR1 w makrofagach umozliwito prowadzenie
dalszych badan, w ktérych oceniono wptyw NMU na zmiany fenotypowe i funkcjonalne
tych komorek. W tym zakresie stwierdzono, ze NMU moze dziata¢ chemotaktycznie na
makrofagi, wywotywa¢ ich polaryzacje w kierunku pronowotworowego fenotypu M2,
zmienia¢ profil wydzielanych przez nie cytokin oraz stymulowac ich zdolno$ci migracyjne.

Makrofagi stanowig istotny sktadnik mikrosrodowiska RJG. Zaleznie od obszaru guza
w ktérym wystepuja oraz fenotypu jaki prezentuja moga one przejawiaé zarOwno pro-,
jak 1 antynowotworowe dziatanie [20]. Niektore z opublikowanych prac wskazuja réwniez
na prognostyczne znaczenie ogolnej ilosci makrofagdéw obecnych w mikrosrodowisku RIG
[14, 17, 18, 19]. Jak wiadomo, komorki wielu nowotworow wydzielajg czynniki
przyciagajace w okolice guza monocyty bedace prekursorami makrofagéow [12]. Dziatanie
NMU jako czynnika chemotaktycznego wzglegdem makrofagéw zostalo wykazane
W nowotworze watroby [76]. W niniejszej pracy zaobserwowano migracj¢ makrofagow
w kierunku zwigkszajacego si¢ stezenia NMU-9. Badane biatko dziatalo rowniez
stymulujagco na zdolno$ci migracyjne makrofagéw (zarowno jego syntetyczna forma,
jak 1 wydzielona przez komoérki RJG). Uzyskane wyniki potwierdzaja wigc potencjalny
bezposredni udziat NMU w zwigkszaniu populacji makrofagdbw w mikrosrodowisku
nowotworowym. Niemniej jednak, nalezy pamietac, ze, ze wzgledu na zréznicowane
znaczenie TAMs w RJG, sama obecno$¢ tych komorek nie §wiadczy o ich wplywie na
progresj¢ nowotworu. Wiekszo$¢ publikowanych do tej pory prac zwraca uwage na wpltyw
TME na ksztaltowanie fenotypu i w efekcie funkcji obecnych w nim makrofagow.
Polaryzacja makrofagdbw wywotana dziataniem komorek RJG nie jest jednak jednoznaczna
1 przejawia si¢ wystgpowaniem cech markerowych zaréwno fenotypu M1, jak i M2 [77, 78,
79]. W niniejszej pracy stwierdzono zwigkszenie ekspresji bialek markerowych
charakterystycznych dla fenotypu M2 pod wptywem dziatania syntetycznej aktywnej formy
NMU. Jak dowiedziono we wczesniej publikowanych pracach, to wlasnie polaryzacja
TAMs w fenotyp M2 korelowana jest z gorszymi prognozami dla pacjentow z RIJG.
Zaprzyczyne takiej zaleznosci uznaje si¢ zdolno$¢ makrofagow M2 do wyciszenia
odpowiedzi immunologicznej majacej na celu zwalczanie nowotworu, a takze dziatanie
stymulujace progresje¢ nowotworu poprzez bezposrednie oddzialywanie na komorki

nowotworowe [79, 80, 81]. Otrzymane wyniki $wiadczg wigc o potencjalnej mozliwosci
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wykorzystania NMU przez komoérki nowotworowe do regulowania fenotypu makrofagow
sgsiadujagcych z nimi w niszy guza na potrzeby rozwoju nowotworu. Badania
przeprowadzone w ramach niniejszej pracy dowiodly regulacyjnego dzialania NMU na
funkcje makrofagéw. Poza stymulacjg zdolno$ci migracyjnych tych komorek, efektem
dziatania tego biatka byta zmiana profilu cytokin wydzielanych przez makrofagi. Co wazne,
zarowno CCL-2, jak i CXCL-12, wydzielane przez makrofagi w wigkszej ilosci po
stymulacji NMU, majg udokumentowane dziatanie pronowotworowe [74]. Obie
Z przedstawionych cytokin sg korelowane w RJG z progresja nowotworu oraz
wystepowaniem przerzutow. CCL-2 wykazuje przy tym dziatanie chemotaktyczne
I stymulujagce migracje makrofagéw [79], zas CXCL-12 jest znanym czynnikiem
wplywajacym na migracje 1 inwazyjnos¢ komorek RJG [82]. Komorki RJG wydzielajace
NMU do mikrosrodowiska moga zatem promowac jego pronowotworowy charakter nie
tylko na drodze autokrynnej, ale takze w wyniku parakrynnego dziatania na makrofagi.
Bioragc pod uwage fakt, ze makrofagi obecne w srodowisku nowotworu mogg stymulowac
komorki nowotworowe do migracji [79], a takze moga wspomagac proces intrawazacji
komorek nowotworowych [26], zbadano wplyw medium zebranego znad makrofagow
stymulowanych NMU na migracje komérek HCT116. Jak wykazano w cz¢$ci wstepnej
niniejszej pracy charakteryzujacej linie RJG, komorki linii HCT116 wykazuja wysoka
ekspresje NMU oraz wydzielaja znaczne ilosci NMU do $rodowiska. Z opublikowanych
wynikow wiadomo réwniez, ze komorki te wykazuja ekspresje NMURI [52]. Pomimo
spodziewane] wysokiej autokrynnej stymulacji komorek linii HCT116 przez wydzielong
NMU, badania przeprowadzone w niniejszej pracy wykazaty, ze makrofagi poddane
dziataniu NMU moga dodatkowo stymulowa¢ migracje komorek nowotworowych, a zatem
moga w posredni sposob przyczyniac si¢ do ich rozprzestrzeniania si¢. Za przyczyng takiego
dziatania mozna uzna¢ dziatanie wydzielonej przez makrofagi pod wptywem NMU CXCL-
12.

Poza makrofagami, w mikrosrodowisku RJG znaczacg role odgrywaja rowniez komorki
sroédbtonka mikronaczyniowego. Jak wspomniano we wstepie, komorki te posrednicza
W wymianie substancji odzywczych pomiedzy ukladem krwiono$nym a nisza nowotworu.
Co najwazniejsze, $rodblonek mikronaczyn nowotworowych odpowiada za proces
angiogenezy, a takze bierze udzial w intrawazacji bedacej procesem przedostawania si¢
komorek nowotworowych do naczyn krwionosnych [22, 23, 25]. Jak dowiedziono,

przypadki RJG, w ktorych stwierdzono zwigkszone zageszczenie naczyn krwionos$nych
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w okolicy guza, wykazuja znacznie wigksze prawdopodobienstwo wystapienia przerzutow,
a zatem i duzo gorsze rokowania [22, 24, 25].

Podobnie jak w przypadku makrofagéw, dotychczasowe badania dotyczgce dziatania
NMU na komorki $rodblonka mikronaczyniowego nie byty prowadzone w kontekscie
choréb nowotworowych. Opublikowane dane dotyczace obecnosci NMU i jej receptorow
w tkankach budujacych naczynia krwiono$ne wykazaty ekspresje wytacznie NMURI1
w komorkach $rodbtonka jednoczeénie nie stwierdzajgc aktywno$ci tego receptora [58].
W niniejszej pracy, jako komorki modelowe srodbtonka mikronaczyniowego, wykorzystano
komorki linii HMEC-1 szeroko stosowane w badaniach nad angiogeneza, takze
towarzyszacag nowotworom [83]. Przedstawione wyniki dotyczace ekspresji NMU i jej
receptoréw w komorkach §rodbtonka wykazaty ekspresje wytacznie jednego receptora dla
NMU (NMURL1) i nie pozwolity na stwierdzenie ekspresji NMU. Obserwowana zaleznos¢
nie wskazuje zatem na mozliwo$¢ wystgpienia autokrynnej aktywnosci NMU rowniez
w przypadku tych komoérek. Aktywno$¢ zidentyfikowanego receptora dla NMU
potwierdzono na drodze analizy fosforylacji kinaz ERK 1/2 wywotanej NMU-9.
Zastosowanie medium znad hodowli komoérek RJIG z nadekspresja NMU nie pozwolito na
jednoznaczne potwierdzenie aktywacji kinaz ERK 1/2 w komoérkach modelowych
srodbtonka mikronaczyniowego pod wptywem NMU pochodzenia nowotworowego.
Podobnie jak w przypadku makrofagow, zblizony efekt fosforylacji kinaz ERK 1/2
obserwowano zaréwno W przypadku medium kontrolnego, jak i zawierajacego NMU, co
moglto by¢ zwigzane z dziataniem innych czynnikéw wydzielanych przez komorki
nowotworowe.

Zaobserwowany w niniejszej pracy wptyw NMU na komorki §rodbtonka mikronaczyn
potencjalnie obecnych w mikrosrodowisku RJG obejmowat takze analiz¢ zmian fenotypu,
jak i funkcji tych komérek. Srodbtonek mikronaczyn zwiazanych z RJG okreslany jest jako
tzw. $rodbtonek dysfunkcyjny. Co ciekawe, z opublikowanych informacji wynika, ze tzw.
srodblonek dysfunkcyjny moze sprzyja¢ rozwojowi RJG poprzez bezposrednie interakcje
Z komoérkami nowotworowymi w przeciwienstwie do srodbtonka zdrowego, ktory hamuje
zdolno$ci proliferacyjne i inwazyjne komoérek nowotworowych [84, 85]. Odrdznienie
srodbtonka mikronaczyn towarzyszacych RJG od $rédbtonka zdrowego umozliwia
stwierdzenie obecnosci biatek markerowych, w tym IGBP-7 oraz wimentyny [86].
O zmianie fenotypu komoérek $rodblonka moze $wiadczy¢ réwniez profil cytokin
wydzielanych przez te komorki [85]. W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej

pracy zaobserwowano, ze NMU w sposob istotny powoduje zwickszenie poziomu ekspres;ji
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obu biatek markerowych $rodbtonka dysfunkcyjnego (IGBP-7 oraz wimentyny).
Stwierdzono rowniez, ze dzialanie NMU na komorki modelowe $rodbtonka
mikronaczyniowego powoduje zwigkszenie poziomu wydzielania CCL-2, CCL-5,
CXCL-10, G-CSF i GM-CSF, ICAM-1 oraz IL-6. Jak wykazano wcze$niej, wydzielanie
wigkszych ilosci IL-6, CCL-5, G-CSF, GM-CSF, CCL-2 moze by¢ réwniez cecha
charakterystyczng fenotypu dysfunkcyjnego srodbtonka [85]. Wyniki te $wiadczg o udziale
NMU w zmianie fenotypu komoérek $rodbtonka mikronaczyniowego na charakterystyczny
dla tzw. srodbtonka dysfunkcyjnego. Jest to kolejny dowdd na mozliwos¢ wykorzystania
NMU przez komoérki RJG do regulacji ich mikrosrodowiska na sprzyjajace rozwojowi
nowotworu. Zmiana profilu cytokin wydzielanych przez komoérki modelowe $rodbtonka
mikronaczyniowego potwierdza roéwniez tez¢ o ztozonosci interakcji pomig¢dzy sktadnikami
mikro$rodowiska wywolanych obecnoscia NMU. Cytokiny wydzielane przez komorki
srodbtonka mikronaczyniowego pod wplywem NMU moga mie¢ znaczenie nie tylko
proangiogenne (ICAM-1) [72], ale rowniez beda Swiadczy¢ o mozliwych interakcjach z
makrofagami (CCL-2) [54] i komorkami nowotworowymi (CCL-2, CCL-5) [74].

W niniejszej pracy potwierdzono dziatanie proangiogenne NMU. W wyniku
przeprowadzonych eksperymentow stwierdzono zwigkszenie intensywnos$ci migracji
komorek modelowych srodbtonka mikronaczyniowego pod wptywem NMU, jak i zdolno$ci
komorek do tworzenia struktur pseudokapilarnych poprzez obserwacj¢ tworzenia wigkszej
ilosci weztdw oraz dtuzszych segmentow przez komodrki hodowane na sztucznej macierzy
zewnatrzkomorkowej. Wyniki te Swiadcza o mozliwosci stymulacji angiogenezy przez
komorki  nowotworowe za  posrednictwem  wydzielonej NMU. Dodatkowo,
poza bezposrednim proangiogennym dzialaniem NMU, powyzszy efekt moze by¢
dodatkowo posrednio stymulowany przez zmian¢ profilu cytokin obecnych
w mikrosrodowisku nowotworu. Znaczenie beda miaty w tym przypadku zaréwno cytokiny
wydzielane przez komoérki RJG pod wplywem autokrynnej stymulacji NMUR2 przez NMU
oraz komorki srodbtonka mikronaczyniowego pod wptywem parakrynnej stymulacji NMU.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja na istotne dziatanie NMU w RIJG,
szczegolnie w kontekscie regulacji pronowotworowej aktywnosci mikrosrodowiska przez
komorki nowotworowe. Wyniki wskazujace na brak mozliwosci autokrynnego dzialania
NMU w przypadku makrofagow i1 komorek srdédbtonka mikronaczyniowego pozwalaja
zaktadaé, ze podstawa dziatania NMU w RJG moze by¢ parakrynna aktywnos$¢ tego biatka
wydzielonego przez komorki nowotworowe oddziatujaca na komoérki mikrosrodowiska

gtéwnie przez NMUR1. NMU obecna w mikrosrodowisku nowotworu moze wptywac na
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interakcje pomiedzy jego sktadnikami poprzez zmiang profilu cytokin wydzielanych przez
m.in. badane w niniejszej pracy komorki nowotworowe, makrofagi i komoérki §rédbtonka
mikronaczyniowego. Dodatkowo NMU obecna w mikrosrodowisku nowotworu moze
dziata¢ chemotaktycznie na makrofagi, a wzgledem tych juz obecnych w niszy guza dziata¢
jako czynnik wywotujacy polaryzacje makrofagobw w kierunku pronowotworowego
fenotypu M2 oraz stymulujacy ich migracje. Wplyw NMU na komorki S$rédbtonka
mikronaczyn nowotworowych moze przejawia¢ si¢ w zmianie ich fenotypu, a takze
stymulacji wtasciwosci proangiogennych. Dziatanie NMU proangiogenne oraz stymulujace
zdolnosci migracyjne komorek mikrosrodowiska moze wskazywac na udziat tego biatka we
wczesnych etapach metastazy RJG. Powyzsze informacje moga sta¢ si¢ podstawa do
rozpoczgcia dalszych badan udziatlu tego biatka w procesie intrawazacji, jednego
Z kluczowych proceséw podczas powstawania przerzutow. Co wigcej, rozszerzenie badan
udzialu NMU i jej receptoréw w rozwoju RJG o model badan in vivo moze ostatecznie
pozwoli¢ na ocen¢ potencjalnej uzytecznosci NMU w terapii blokujacej pronowotworowa
aktywno$¢ mikrosrodowiska i skutecznej w walce z RJG na etapie rozwoju guza

pierwotnego przed rozsianiem komorek nowotworowych w organizmie chorego.
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Whnioski

e Komorki linii wywodzacych si¢ z RJG wykazujg ekspresje NMU na zrdznicowanym
poziomie i mogg wydziela¢ NMU do otaczajgcego je srodowiska.

e Nadekspresja NMU w klonach linii HT29 wywodzacej si¢ z RJG wigze si¢ ze zmiang
profilu wydzielanych cytokin, w tym zwickszeniem wydzielania: CCL-5, CXCL-1,
CXCL-10, ICAM-1, IL-1ra i IL-8, dzieki ktorym komorki nowotworowe mogag
wplywac na zmiang charakteru mikro§rodowiska w jakim si¢ znajduja.

e Brak ekspresji NMU w makrofagach i komoérkach $rodbtonka mikronaczyn wskazuje
na brak mozliwosci oddziatywania autokrynnego NMU w przypadku tych komorek
(jedynie dziatanie parakrynne wywotane NMU wydzielong przez komorki
nowotworowe).

e Makrofagi oraz komorki $rodbtonka mikronaczyniowego potencjalnie obecne
w mikrosrodowisku RJG wykazuja ekspresj¢ jednego z receptorow dla NMU —
NMUR1. Ekspresja NMUR1 wzrasta w trakcie réznicowania monocytow do
makrofagow. Sposrod makrofagow 0 réznym fenotypie, niespolaryzowane makrofagi
wykazuja najwyzsza ekspresj¢ NMURI, zatem s3 najbardziej podatne na dziatanie
NMU.

e Zwigkszenie intensywnosci fosforylacji kinaz ERK 1/2 zaangazowanych w szlak
sygnalowy MAPK obserwowane w komodrkach modelowych mikrosrodowiska
traktowanych NMU $wiadczy o aktywnosci receptora NMUR1. Dodatkowo, obnizenie
fosforylacji ERK 1/2 w komoérkach z wyciszong ekspresja receptora dowodzi
specyficznego dziatania NMURI w generowaniu sygnatéw komorkowych zaleznych
od NMU.

e NMU obecna w mikrosrodowisku RJG moze dziata¢ chemotaktycznie na makrofagi
przyciagajac je do niszy nowotworu. NMU promuje pronowotworowy fenotyp M2,
zmiang profilu wydzielanych przez makrofagi cytokin (zwigkszenie intensywnosci
wydzielania CCL-2 i CXCL-12) oraz zwigksza zdolno$ci migracyjne makrofagdow.
Komorki RJG moga wiec zmienia¢ fenotyp oraz funkcje makrofagéw obecnych w niszy
nowotworu poprzez wydzielanie NMU tym samym promujgc rozwoj nowotworu.

e Makrofagi traktowane NMU dziatajg stymulujagco na migracje komoérek RJIG, co moze
by¢ zwigzane z wydzielaniem m.in. CXCL-12 o potwierdzonym dzialaniu promujacym

migracj¢ komoérek RIG.

Strona 94



e NMU w mikrosrodowisku RJG moze dziata¢ proangiogennie, co obserwowane jest
poprzez zmiang fenotypu komoérek  $rodbtonka  mikronaczyniowego na
charakterystyczny dla $rodblonka nowotworowego, zwigkszenie zdolno$ci komodrek

sroédbtonka mikronaczyniowego do migracji oraz tworzenia struktur pseudokapilarnych.
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Ryc. 46. Schemat dziatania NMU w mikrosrodowisku RJG. Symbolami o0znaczono:

— biatko neuromedyng U oraz ™) _ receptory dla NMU.
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Streszczenie

Rak jelita grubego (RJG) jest trzecim najczesciej diagnozowanym i drugim najczesciej
wystepujacym powodem zgondw sposrod wszystkich rejestrowanych rodzajow
nowotworow wystepujacych na §wiecie. Wysoka $miertelno§¢ RJIG zwykle powigzana jest
Z p6zng diagnozg oraz przerzutowaniem nowotworu do odlegtych organéw.

Proces powstawania i rozwoju nowotworu w znacznej mierze zalezy od charakterystyki
niszy, w jakiej znajduja si¢ komoérki nowotworowe, w tym wzajemnych interakcji pomigdzy
komoérkami nowotworowymi 1 m.in. makrofagami oraz komodrkami $rodblonka
mikronaczyn. Z tego powodu badanie czynnikow wydzielanych przez komorki
nowotworowe, ktore moga regulowa¢ funkcje mikrosrodowiska RJG, wydaje si¢ by¢
niezbednym elementem w walce z ta chorobg dostarczajagcym informacji m.in. do
opracowania nowych, bardziej skutecznych terapii spersonalizowanych.

Prowadzone w ostatnich latach badania wskazuja na udziat matego biatka wydzielniczego
neuromedyny U (NMU) oraz jej receptorow (NMUR1 i NMUR2) w rozwoju wielu
nowotworow. Obecnos¢ receptorow dla NMU stwierdzono w makrofagach i komoérkach
sroddbtonka naczyn oraz wykazano, ze NMU stymuluje makrofagi do wydzielania 1L-6
(cytokiny o dzialaniu pronowotworowym). Potencjalna mozliwos¢ oddziatywania komorek
nowotworowych na komoérki mikrosrodowiska za posrednictwem NMU zostata
wykorzystana jako podstawa rozprawy doktorskiej pt. ,,Neuromedyna U (NMU) jako
regulator aktywnosci komorek mikrosrodowiska raka jelita grubego”. W ramach niniejszej
pracy zatozono hipoteze, iz NMU wydzielona przez komorki nowotworowe reguluje
aktywno$¢ wybranych komoérek niszy w taki sposob, aby sprzyjaty rozwojowi nowotworu.
Material wykorzystany w badaniach, jako modele komoérek mikrosrodowiska nowotworu,
stanowity komorki linii THP-1 i monocyty izolowane z krwi obwodowej zdrowych dawcow
oraz komorki $rodbtonka mikronaczyniowego linii HMEC-1. Dodatkowo, w badaniach
wstepnych, wykorzystano komorki 6 linii wywodzacych si¢ z RJG: HT29, Caco-2, HCT116,
SW480, SW620, HCT15 i lini¢ komoérek nabtonka CCD 841 CoN.

Zatozong  hipoteze = zweryfikowano poprzez realizacj¢  kolejnych  badan
przeprowadzonych z wykorzystaniem:

e metody reakcji PCR w czasie rzeczywistym do oceny ekspresji genow;

e metod Western Immunoblotting do oceny poziomu wewnatrzkomorkowych biatek,

barwienia  immunofluorescencyjnego do  wizualizacji  receptorow  oraz
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immunoprecypitacji i Western Immuboblotting do oceny poziomu bialek
wydzielonych;

e nukleofekcji oraz selekcji klonalnej do otrzymania klonow HT29 ze stabilng
nadekspresja NMU;

e komercyjnego zestawu Proteome Profiler do oceny poziomu wydzielonych cytokin;

e cytometrii przeplywowej do oceny poziomu markerow réznicowania i polaryzacji
makrofagow;

e testu migracji przez membrang lub testu zarastania rysy do oceny szybkosci migracji
komorek;

e testu tworzenia struktur pseudokapilarnych przez komoérki srodbtonka na sztucznej
macierzy zewnatrzkomorkowej Matrigel.

Wptyw NMU na komorki modelowe makrofagdéw oraz srodbtonka mikronaczyniowego
zbadano z wykorzystaniem syntetyzowanej chemicznie aktywnej formy NMU-9 oraz NMU
wydzielonej przez komoérki nowotworowe. Model komorek linii RJG stanowigcych zrodto
badanego biatka przygotowano w cze$ci badan wstepnych wykonanych w ramach niniejszej
pracy. Do opracowania klonéw ze stabilng nadekspresja NMU, ktore charakteryzowaly si¢
okreslonym, wysokim poziomem wydzielania NMU do medium wykorzystano komorki linii
HT29. Wyprowadzone klony scharakteryzowano pod wzgledem zmian w profilu cytokin
wydzielanych do mikrosrodowiska przez komorki z nadekspresja NMU. Na podstawie
otrzymanych wynikow stwierdzono wyzszy poziom sekrecji: CCL-5, CXCL-1, CXCL-10,
ICAM-1, IL-1ra i IL-8 oraz nizszy poziom CXCL-12 w stosunku do klonow kontrolnych.

Badania mozliwosci oddziatywania NMU na komorki modelowe makrofagow
potencjalnie obecnych w mikrosrodowisku RJG pozwolily na stwierdzenie braku ekspresji
NMU oraz obecnosci jednego rodzaju receptora dla NMU (NMURL), ktorego ekspresj¢ na
najwyzszym poziomie obserwowano w niespolaryzowanych makrofagach. Obserwacja
aktywacji Sciezki sygnatowej MAPK wyrazonej przez zwigkszenie fosforylacji kinaz ERK
1/2 potwierdzita rowniez aktywnos$¢ receptorow w tych komorkach. Na podstawie analizy
efektow dziatania NMU na makrofagi stwierdzono, ze promuje ona zmian¢ fenotypu
makrofagéw w pronowotworowy fenotyp M2. NMU dzialata roéwniez chemotaktycznie
wzgledem makrofagow, a takze zwigkszata ich zdolnosci migracyjne 1 wptywata na profil
cytokin wydzielanych przez te komorki (poprzez zwigkszenie wydzielania CCL-2 i CXCL-
12). Dodatkowo stwierdzono stymulujacy wptyw medium znad makrofagéow traktowanych
NMU na migracj¢ komoérek RJIG.
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W  przypadku komodrek modelowych $rodblonka mikronaczyniowego rowniez
stwierdzono obecno$¢ receptora NMUR1 o potwierdzonej aktywnosci, przy jednoczesnym
braku ekspresji NMU. W badaniach dziatania NMU na komorki $rodblonka
mikronaczyniowego wykazano zmiang ich fenotypu na charakterystyczny dla mikronaczyn
nowotworowych. Zaobserwowano réwniez zmiany funkcjonalne wywotane dziataniem
NMU przejawiajace si¢ zwigkszeniem intensywnos$ci migracji 0Oraz intensywnosci tworzenia
struktur pseudokapilarnych przez komorki srodblonka mikronaczyniowego, a takze zmiang
profilu wydzielanych cytokin (poprzez zwickszenie wydzielania: CCL-2, CCL-5, CXCL-
10, G-CSF i GM-CSF, ICAM-1 i IL-6).

Wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy wskazuja na dzialanie NMU promujace
rozw6] RIJIG, szczegdlnie w odniesieniu oddzialywania pomigdzy komodrkami
nowotworowymi a wybranymi skladnikami ich mikro$rodowiska. Dziatanie NMU
proangiogenne oraz stymulujace zdolno$ci migracyjne komorek mikrosrodowiska moze by¢
wskazaniem do dalszych badan udzialu tego bialka w procesie intrawazacji, jednego
Z kluczowych proceséw podczas powstawania przerzutdéw. Rozszerzenie badan udzialu
NMU w rozwoju RJG omodel in vivo moze dodatkowo dostarczy¢ informacji do
opracowania nowej terapii RJG, dziatajacej jeszcze na etapie rozwoju guza pierwotnego

przed rozsianiem komorek nowotworowych w organizmie chorego.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the third most frequently diagnosed and the second most
common cause of death among all cancer types globally. High CRC mortality is often
associated with late diagnosis and the presence of metastasis.

The process of tumour formation and development depends mainly on the characteristics
of the niche in which cancer cells are located, including interactions between cancer cells
and, e.g., macrophages or microvascular endothelial cells. Hence, the searching for factors
secreted by cancer cells that modulate the function of the CRC microenvironment seems to
be an essential element in the fight against this disease that may provide information for the
new, more effective personalized therapies.

The recent studies indicate the participation of the small secretory protein neuromedin U
(NMU) and its receptors (NMUR1 and NMURZ2) in the development of many cancers. NMU
receptors have been found in macrophages and vascular endothelial cells, and NMU has
been shown to stimulate macrophages to secrete IL-6 (cytokines with pro-tumour activity).
The presented work entitled "Neuromedin U (NMU) as a regulator of the activity of colon
cancer microenvironment cells" examined the possible impact of cancer cells on the other
cells present in their microenvironment via NMU secretion. Specifically, this study
hypothesized that NMU secreted by CRC regulates the activity of selected cells present in
the tumour niche and promotes the development of cancer. The material used in the research
as a model of the cells present in the tumour microenvironment includes THP-1 cell line,
monocytes isolated from the peripheral blood of healthy donors and HMEC-1 endothelial
cell line. Additionally, six CRC-derived cell lines: HT29, Caco-2, HCT116, SW480,
SW620, HCT15 and CCD 841 CoN epithelial cell line were used in preliminary studies.

The abovementioned hypothesis was verified by the following methods:

+ real-time PCR for assessing gene expression;

*  Western Immunoblotting to assess the level of intracellular proteins,
immunofluorescence staining for the visualization of receptors and
immunoprecipitation and Western Immunoblotting to assess the level of secreted
proteins;

» nucleofection and clonal selection to obtain HT29 clones with stable NMU
overexpression;

» aProteome Profiler analysis for the assessment of the secreted cytokines levels;
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« flow cytometry to assess the level macrophage differentiation and polarization

markers;

« a transmembrane migration test or a wound-healing assay to evaluate the cell

migration rate;

+ endothelial tube formation assay on an artificial extracellular matrix, Matrigel.

The effect of NMU action on the macrophages and microvascular endothelium was
investigated with NMU-9 (a synthesized chemically active form of NMU) and NMU
secreted by cancer cells. The HT29 line with stable NMU overexpression, with the high level
of NMU secreted to their culture medium, developed in the preliminary part of this study,
was used in further studies as a source of the NMU. The HT29 clones were characterized by
changes in the cytokines secreted profile by NMU overexpressing cells. Based on the
obtained results, the autocrine effect of NMU in CRC cells may be exerted by a higher
secretion level of CCL-5, CXCL-1, CXCL-10, ICAM-1, IL-1ra and IL-8, and a lower level
of CXCL-12.

Studies of the possibility of NMU influencing macrophages potentially present in the
CRC microenvironment revealed the lack of NMU expression and the presence of one type
of NMU receptor (NMUR1) in these cells. Moreover, the highest level of NMUR1
expression was observed in unpolarized macrophages. The activation of the MAPK
signalling pathway and the observed increased phosphorylation of ERK 1/2 kinases
confirmed the activity of the NMU receptor. Further analysis of the NMU effects on
macrophages showed the change in the macrophage phenotype into the pro tumour M2
phenotype. NMU also acted as a chemotactic agent on macrophages, promoted their
migratory abilities and changed the profile of cytokines secreted by these cells (observed as
the increased level of secreted CCL-2 and CXCL-12). Additionally, a stimulating effect of
the medium from NMU-treated macrophages on the migration of CRC cells was found.

NMUR1 receptor with confirmed activity was also determined in microvascular
endothelial cells, while no expression of NMU was found. In further studies, the phenotype
shift into a characteristic for dysfunctional endothelium related to CRC was confirmed. The
observed functional changes induced by NMU manifested by an increase in the migration
rate and pseudo capillary structures formation abilities as well as a change in the profile of
secreted cytokines (increased secretion of CCL-2, CCL-5, CXCL-10, G-CSF, GM -CSF,
ICAM-1 and IL-6).

The presented results indicate the pro tumour activity of NMU, specifically concerning

the interaction between cancer cells and selected components of their microenvironment.
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The possibility of NMU to promote angiogenesis and migration abilities of
microenvironment cells demonstrate the necessity for further research on the function of this
protein in the intravasation process, one of the critical events in the formation of metastases.
Extending the research on the participation of NMU in the expansion of CRC with an in vivo
model may additionally provide information for the development of a new therapy against
CRC, effective at the stage of primary tumour development before the spread of cancer cells
in the patient's body.
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