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Streszczenie

Wstep: Rak piersi jest jednym z najczg$ciej wystepujacych nowotworow ztosliwych
wsrod zenskiej populacji na calym $wiecie, bedac przyczyna $mierci tysigcy kobiet.
Dlatego tak istotne jest zrozumienie procesu wzrostu guza, jego progresji
1 formowania przerzutow. Angiogeneza- proces, w ktorym komorki srodbtonka (ECs-
ang. endothelial cells) odgrywaja kluczowa role- nie przebiega prawidlowo w przypadku
patologicznej tkanki w poroéwnaniu do zdrowej tkanki, co stanowi jedng z gtéwnych cech
raka (ang. hallmark of cancer). Nadrzednym celem projektu jest scharakteryzowanie
organospecyficznosci komorek s$rodbtonka wynikajacej z mikrosrodowiska guza,
poprzez okreslenie globalnego wzoru ekspresji gendw oraz oceng tkankowo-specyficznej
odpowiedzi oraz aktywno$ci ECs pochodzacych z guza w poréwnaniu ze zdrowym
srodblonkiem.

Metodologia: W ramach realizacji projektu, badania koncentrowaty si¢ na komorkach
wchodzacych w sktad i1 ksztaltujacych mikrosrodowisko guza w trakcie choroby, tj.
komorkach $rodbtonka, poniewaz sa one odpowiedzialne za angiogeneze. Do
eksperymentow  wykorzystano unikalny model organospecyficznych komorek
srodbtonka, wyizolowanych ze zdrowej tkanki 1 guza pierwotnego, pochodzacych od tej
samej pacjentki z rakiem piersi. Komorki te uniesmiertelniono w okreslonych warunkach,
zachowujac ich charakterystyczny fenotyp srédbtonkowy, zaréwno pod wzgledem cech,
funkcji 1 pochodzenia tkankowego. Komorki hodowano in vitro w warunkach normoks;ji
(21% pO2) oraz hipoksji (1% pO2). Do oceny wplywu organospecyficznos$ci na
aktywno$¢ komodrek Srodbtonka wykorzystano test funkcjonalny tworzenia
pseudonaczyn. Ponadto, uzyliSmy testu zywotnos$ci komorek, aby poréwnac stopien
proliferacji w standardowych warunkach hodowli migdzy zdrowymi i patologicznymi
komorkami §rédblonka. Za pomocag cytometrii przeptywowej i metody Western blot
scharakteryzowalismy fenotyp ECs 1 ekspresje wybranych czasteczek na poziomie bialtka.
Aby okresli¢, w jaki sposob mikrosrodowisko wplyneto na wazne czasteczki, takie jak
wydzielanie czynnika wzrostu $rdédbtonka naczyniowego A (VEGF-A- ang. vascular
endothelial growth factor A) przez komorki srodbtonka, zmierzono poziom wydzielanego
VEGF-A w pozywce hodowlanej za pomocg testu ELISA. Sekwencjonowanie nowej
generacji (NGS- ang. next generation sequencing) catego transkryptomu, umozliwito
zidentyfikowanie kluczowych genow, ktore sa modulowane przez mikro$rodowisko

guza. Okre§lono profil ekspresji genow, ktory charakteryzuje komorki patologiczne
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w porownaniu ze zdrowymi komodrkami $rodblonka.

Wyniki: Dokonano przegladu aktualnej wiedzy na temat komorek $rodbtonka, ich
organospecyficznosci 1 plastycznosci. Przedstawiono w jaki sposéb srodbtonkowe
komorki progenitorowe/komorki prekursorowe $rddblonka oraz dojrzate komoérki moga
by¢ wykorzystane w badaniach in vitro: w modelach 3D i taczonej hodowli z innymi
komorkami w celu wytworzenia bariery krew-mézg (BBB-ang. blood brain barier).
Podsumowano rolg komorek srodbtonka w angiogenezie i chorobach. W oryginalne;j
pracy przeprowadzono, przy uzyciu sekwencjonowania transkryptomu, globalng
charakterystyke genow nowego modelu komoérkowego i zidentyfikowano najbardziej
rozregulowane geny oraz procesy biologiczne. Patologiczne ECs charakteryzowaty sig¢
wzrostem Ephrin-B2 1 SNCAIP, co wskazuje na ich mniejszg dojrzatos$¢, a takze obnizong
ekspresjag CD31, markera ECs. Zbadano inne biatka charakterystyczne dla srodbtonka
naczyn (ACE+, VWF+) i markery ich r6znicowania (CD3 1+, CD 133+, CD105+, CD34).
Pokazalismy, ze ich ekspresja byta obnizona w $rodbtonku pochodzacym z guza. Ponadto
patologiczne ECs mialy obnizony poziom bialek adhezyjnych (ICAM-1+, VCAM-1+,
CD62-L+) oraz bialek tworzacych bariere, takich jak ZO-1+. Za pomoca testow
funkcjonalnych, testu tworzenia pseudonaczyn 1 testu przepuszczalnosci,
potwierdziliSmy rdéznice migdzy obiema liniami komdrkowymi, na co wskazywat
rowniez zwigkszony poziom VEGF-A uwalniany w odpowiedzi na niskie pO2. Dane
z NGS wskazaty geny zaangazowane w przebudowe macierzy pozakomoérkowej (ECM-
ang. extracellular matrix protein): kolageny, lamining, fibronektyng i integryne (ITGB6),
ktore ulegly deregulacji w ECs pochodzacych z guza piersi. To dodatkowo potwierdza
patologiczng angiogenez¢ HBCa.MEC wykazang w testach funkcjonalnych. Innym
procesem zmienionym w patologicznym $rodblonku bylo przejscie endotelialno-
mezenchymalne (EndoMT) zwigzane z reorganizacja macierzy pozakomorkowej
spowodowang rozregulowaniem genow: SPPI, ITGB6, COL4A4, ADAMST?2, LAMAI,
GAS6, AGTR2, PECAMI, ELN, FBLN2, COL6A3, COL9A3. Profil ekspresji gendw
przebudowujacych ECM sugerowal, ze nowotworowe ECs nabywaja wlasciwosci
migracyjnych, co zostato potwierdzone testem funkcjonalnym — testem gojenia si¢ ran
(dane nieprzedstawione, znajduja si¢ w przygotowanej do opublikowania kolejnej pracy
naukowej).

Whioski: Scharakteryzowany unikalny model ECs pochodzacych z piersi- zdrowej
1 patologicznej tkanki, wskazuje na konieczno$¢ wykorzystywania odpowiednich modeli

komoérkowych do prowadzenia biologicznie istotnych badan in vitro. Komorki
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srodbtonka z guza w poréwnaniu ze zdrowa odpowiadajaca tkankg rdznity sie
fenotypowo 1 funkcjonalnie. Dzigki temu modelowi, okre§lono nie tylko wplyw
mikrosrodowiska guza i1 zdolnosci adaptacyjnych ECs, ale takze ich interakcje
z komorkami zrgbu. Wskazano na komunikacje miedzy komoérkami srodbtonka
a mikrosrodowiskiem, ktére ma kluczowe znaczenie dla rozwoju guza: oprdcz zaktocania
angiogenezy, mikrosrodowisko guza zmienia fenotyp w patologicznych EC poprzez

indukcje EndoMT.



