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Wykaz skrótów 

2D: hodowle dwuwymiarowe 

2DH: hodowle dwuwymiarowe w hipoksji 

2DN: hodowle dwuwymiarowe w normoksji 

3D: hodowle trójwymiarowe 

ALDH: dehydrogenaza aldehydowa (ang. Aldehyde Dehydrogenase) 

CAFs:  fibroblasty zwiazane z nowotworem (ang. Cancer Associated Fibroblasts) 

CSC: komórki macierzyste nowotworu 

CYP: cytochrom (ang. Cytochrome) 

ECM: macierz zewnątrzkomórkowa (ang. Extracellular Matrix) 

EGF: naskórkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor),  

EMT: przejscie epitelialno mezenchymalne (ang. Epithelial Mesenchymal Transition) 

FGF: czynnik wzrostu fibroblastów (ang. Fibroblast Growth Factor 

GST: transferazy glutationu-S (ang. Glutathione-S transferase) 

HIF1α: czynnikik indukojący hipoxie 1 alfa (ang. Hypoxia Inducible Factor 1α) 

MDR: odporność wielolekowa (ang. Multi Drug Resistance) 

Mmp: metaloproteinazy macierzy (ang. Matrix Metalloproteinase) 

mTor: szlak ssaczego celu rapamycyny (ang. mammalian Target of Rapamycin Kinase) 

PDGF: płytkopochodny czynnik wzrost (ang.  Platelet-derived Growth Factor)  

pO2: ciśnienie parcjalne tlenu (ang. partial pressure of oxygen) 

RCC: nowotwór nerki (ang. Renal cell carcinoma) 

TGF: czynnik wzrostu nowotworów (ang. Tumor Growth Factor) 

TKI: inhibitory kinaz tyrozynowych (ang. Tyrosine Kinase Inhibitors 

TME: mikrośrodowisko nowotowru (ang. Tumor Microenvironment) 

TNF: czynnik nekrotyczny nowotworu (ang. Tumor Necrosis Growth Factor 

VEGF-A: naczyniowy czynnik wzrostu A (ang. Vascular endothelial growth factor A) 

VHL:  tumor suppressor von Hippel-Lindau 
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Streszczenie 

Syngeniczne modele zwierzęce są jednym z najlepszych modeli do badań nad terapiami 

nowotworowymi. Jednak nie zawsze mogą one zostać wykorzystane, często przez ich 

wysoki koszt, czy też z powodów etycznych. Z tych względów wybierane są 

dwuwymiarowe modele komórkowe. Metoda ta posiada wiele zalet, jednak nie uwzględnia 

szeregu ważnych aspektów tworzących naturalne środowisko guza. Alternatywą tych modeli 

są hodowle trójwymiarowe. Do tej pory opracowano ich wiele, ale ze względu na różne 

czynniki, np. wysoki kosz, czy trudność w powtórzeniu skomplikowanych technik, szerokie 

zastosowanie 3D w badaniach komórkowych jest ograniczone. Celem niniejszej pracy było 

opracowanie uniwersalnego, prostego, trójwymiarowego modelu, który będzie naśladował 

zjawiska zachodzące w mikrośrodowisku guza. Postawiono nacisk na: trójwymiarowy 

kształt guza, gradient ciśnienia tlenu oraz indukcję mechanizmów zwiększających 

agresywność nowotworu (takie jak: CSC, EMT). Ponad to opracowany model miał być 

łatwą alternatywą do badań z zastosowaniem leków oraz miał umożliwić zbadanie 

mechanizmów powodujących indukcje lekooporności. W celu zweryfikowania 

uniwersalności oraz użyteczności proponowanego modelu, wykorzystano dwa różniące się 

od siebie mechanizmem działania zwierzęce modele nowotworów – czerniak (B16F10) oraz 

rak nerki (RenCa). Opracowane modele porównano z odpowiadającymi im syngenicznymi 

modelami mysimi oraz modelami dwuwymiarowymi. Wykonano szereg testów  

z wykorzystaniem terapeutyków cechujących się różnym mechanizmem działania 

(ewerolimus, cisplatyna, doksorubicyna). Wykazano, że model czerniaka oraz raka nerki 

hodowlach trójwymiarowych, cechują różne mechanizmy związane z progresją raka –  

w raku nerki wzrosła populacja  komórek o fenotypie CSC, natomiast w modelu czerniaka 

doszło do indukcji zjawiska EMT. Udowodniono, że zaproponowane modele odwzorowują 

mikrośrodowisko guza pod względem założonych cech. Wykazano, że sferoidy nowotworu 

skóry, wykazują mniejszą wrażliwość na wszystkie zastosowane leki, natomiast dla 

nowotworu nerki obserwowano niską wrażliwość tylko na doksorubicyna. Stwierdzono, 

różnica w wrażliwościach na leki miedzy hodowlami dwu- i trójwymiarowymi nie wynika  

z  kształtu sfery, ani ekspresji MDR1 i mTor. W analizie NGS  oraz w późniejszych 

badaniach w sferoidach zweryfikowano wzrost ekspresji genów należących do cytochromu  

p450. Mimo to nie udało się zidentyfikować zmian powodujących lekooporność  

w sferoidach, wykazano, że hodowla 3D może być istotna w badaniach nad fizjologią raka  

i może zostać wykorzystana do testów, z zastosowaniem komórek pochodzących od 

pacjentów, jako klinicznie istotny i łatwo dostępny instrument. 
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Abstract 

Syngeneic animal models are highly valuable tools in cancer therapy research. However, 

they cannot always be used, due to their high cost or for ethical reasons. Therefore two-

dimensional cell culture models are often chosen. This method has many advantages, but 

does not take into account many important aspects of natural tumor microenvironment. 

Three-dimensional cultures can be an alternative to these methods. So far, many of them 

have been developed, but due to various factors, e.g. high cost or the difficulty of recreating, 

complicated techniques, the wide application of 3D in cell research is limited. The aim of 

this study was to develop a universal and simple three-dimensional model that will mimic 

the phenomena occurring in the tumor microenvironment. Emphasis was placed on: three-

dimensional tumor shape, proper oxygen pressure and induction of mechanisms increasing 

tumor aggressiveness (such as: CSC, EMT). In addition, the developed model should be an 

easy alternative to drug research. In order to verify the universality and usefulness of the 

proposed model, two animal tumor models with different mechanisms of action were used - 

melanoma (B16F10) and kidney cancer (RenCa). The developed models were compared 

with the corresponding syngeneic mouse models and two-dimensional models. A number of 

tests were performed with the use of therapeutics with different mechanisms of action 

(everolimus, cisplatin, doxorubicin). It was shown that the melanoma model and kidney 

cancer in three-dimensional cultures are characterized by different mechanisms related to 

cancer progression - in renal cancer, the population of CSC cells increased, while in the 

melanoma model, the EMT phenomenon was induced. It has been proven that the proposed 

models reflect the tumor microenvironment in terms of the assumed features. It was shown 

that skin tumor spheroids showed a lower sensitivity to all applied drugs, while renal tumor 

displayed only a  lowered sensitivity to doxorubicin. It was found that the difference in drug 

sensitivities between 2D and 3D cultures, does not result from the three-dimensional shape 

of the spheres or by the expression of MDR1 and mTor. The increase in the expression of 

genes belonging to the cytochrome p450 related pathways was verified by the NGS analysis 

and qPCR in both spheroids models. Although no changes causing drug resistance in 

spheroids have been identified, it has been shown that the 3D method of culture can be 

important for cancer physiology studies. It can be used for patient cell testing as a clinically 

relevant and easily available mean. 
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1. Wstęp 

  Nowotwory to druga najczęstsza przyczyna zgonów na świecie [1]. Z roku na rok 

występowanie chorób nowotworowych wzrasta, szacuje się, że do roku 2040 zapadalność na 

raka wzrośnie do około 61,7% [1-3]. Przypuszcza się, że wynika to z wpływu czynników 

demograficznych takich jak: przyrost oraz starzenie się populacji, czy też po przez czynniki 

środowiskowe i społeczne [1, 2]. 

Rak nerkowokomórkowy (ang.: RCC- Renal Cell Carcinoma) jest klasyfikowany na 

czternastej pozycji najczęściej diagnozowanych nowotworów [4, 5]. Najczęściej przypadki 

raka nerki są nowotworami sporadycznymi.  Do czynników ryzyka rozwoju raka nerki 

należą: palenie tytoniu, otyłość, cukrzyca oraz nadciśnienie tętnicze [6]. Również niektóre 

dziedziczone choroby czy też mutacje drastycznie zwiększają ryzyko rozwoju RCC. 

Obejmują one zespół von Hippel-Lindau, dziedziczny brodawkowaty nowotwór nerki, 

dziedziczną leiomiomatozę oraz zespół Birt-Hogg-Dubém [7]. Choroba von Hippel-Lindau 

(ang.: VHL – von Hippel-Lindau) jest dziedzicznym zespołem nowotworowym 

charakteryzującym się rozwojem wielu guzów naczyniowych, miedzy innymi właśnie raka 

nerki. Zespół jest spowodowany inaktywacją białka VHL (pVHL), co prowadzi do 

powstania sztucznego zjawiska hipoksji wynikającego z zahamowania procesu degradacji 

czynnika indukowanego niedotlenieniem 1 - alfa (ang.: HIF1α – Hypoxia Inducible Factor 

1α) [8]. W konsekwencji dochodzi do zwiększenia produkcji czynnika wzrostu śródbłonka 

naczyniowego (ang.: VEGF – Vascular Endothelial Growth Factor), płytkopochodnego 

czynnika wzrostu (ang.:  PDGF – Platelet-derived Growth Factor) i transformującego 

czynnika wzrostu alfa (ang.: TGF-α – Transcription Growth Factor alpha). Czynniki te 

indukują proces angiogenezy (zjawisko omówione w kolejnym podrozdziale) 

[9].Wyróżniamy trzy typy RCC: jasnokomórkowy, brodawkowaty oraz chromofobowy. 

Najczęściej rozpoznawanym typem jest rak jasnokomórkowy, występuje u około 70-75% 

diagnozowanych przypadków [10]. Mutacja lub utrata genu VHL jest uważana za jedną  

z najczęstszych przyczyn inicjujących rozwój jasnokomórkowego raka nerki (ang.: ccRCC – 

clear-cell Renal Carcinoma). Somatyczną utratę VHL obserwuje się u większości pacjentów 

ze zdiagnozowanym rakiem ccRCC nie wywołanym przez czynniki genetyczne [11].  Rak 

nerki jest chorobą, którą można wykryć wcześnie i skutecznie leczyć za pomocą strategii 

chirurgicznych lub ablacyjnych, mimo to u jednej trzeciej przypadków wystąpią lub 

rozwijają się przerzuty [11]. Pacjenci u których wystąpiły, są leczeni lekami biologicznymi 

i/lub chemioterapią. W leczeniu często stosuje się inhibitory kinazy tyrozynowej (ang.: TKI 

– Tyrosine Kinase Inhibitors) hamujące proces  angiogenezy i szlaki ssaczego celu 
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rapamycyny (ang,: mTOR – mammalian Target of Rapamycin Kinase), takie jak: 

kabozantynib, lenwatynib, pazopanib, temsirolimus, ewerolimus i związki terapeutyczne 

oparte na przeciwciałach, takie jak bewacyzumab [12]. 

Innym bardzo groźnym typem nowotworu, o zupełnie innym przebiegu choroby jest 

czerniak. Powstaje on  z  przekształconych melanocytów i jest klasyfikowany na szesnastej 

pozycji najczęściej diagnozowanych nowotworów wśród obu płci [13]. Kobiety wykazują 

znacznie wyższą przeżywalność w stosunku do mężczyzn, prawdopodobnie z powodu 

interakcji hormonów płciowych z komórkami czerniaka. Równocześnie wykazano, że 

kobiety cechuje silniejsza odpowiedź układu odpornościowego [13, 14]. Do czynników 

ryzyka rozwoju czerniaka należą: posiadanie jasnej skóry, duża liczba znamion, silna  

i częsta ekspozycja na promieniowanie UV, wiek oraz występowanie raka skóry u członków 

rodziny [14-16]. Czerniaka możemy podzielić na dwa rodzaje ze względu na lokalizację 

tkanki guza pierwotnego: czerniaka skórnego i nieskórnego. Czerniak skórny (eksponowany 

na słońce) jest znacznie częstszy – występuje u około 91,2% pacjentów, natomiast czerniak 

nieskórny (osłonięty przed słońcem) stanowi mniej niż 10% wszystkich przypadków oraz 

cechuje się znacznymi zmianami genetycznymi [16]. Czerniaka we wczesnych stadiach 

można skutecznie leczyć poprzez chirurgiczne usunięcie zmiany, jednak po wystąpieniu 

przerzutów kolejną linią obrony stają się terapie lekowe. Do niedawna jedyną opcją leczenia 

chorych na czerniaka z przerzutami była chemioterapia, coraz częściej stosuje się również 

terapie celowane (np.: inhibitory białka BRAF) czy też terapie immunologiczne (np.: 

inhibitory immunologicznego punktu kontrolnego) [17].  

Pomimo ciągłego rozwoju medycyny oraz nowych metod terapii, leczenie oraz 

badanie chorób nowotworowych nadal są wyzwaniem. Coraz częściej po pewnym czasie od 

zastosowania terapeutyków, u pacjentów rozwija się silna lekooporność, która często 

wynika z kompleksowości budowy środowiska guza i różnych mechanizmów, które w nim 

zachodzą [18].   

1.1. Mikrośrodowisko guza 

Mikrośrodowisko guza (ang.: TME - Tumor Microenvironment) składa się z wielu 

elementów komórkowych i komponentów zewnątrzkomórkowych. TME nie tylko odgrywa 

kluczową rolę podczas inicjacji, progresji i metastazy nowotworów, ale także ma szczególny 

wpływ na skuteczność leczenia  (Fig. 1) [19, 20].  

Głównymi elementami komórkowymi mikrośrodowiska guza są komórki podścieliska: 

komórki śródbłonka, fibroblasty oraz komórki układu odpornościowego (Fig. 1) [20-22]. 
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Natomiast do macierzy zewnątrzkomórkowej (ang.: ECM- Extracellular Matrix) zaliczamy: 

kolagen, fibronektyny, lamininy, witronektyny, tenascyny-C, cytokiny, hormony, czynniki 

wzrostu oraz wiele innych [23]. W zdrowym organizmie elementy te działają jako struktura 

wspierająca narządy (Fig. 1)  [23]. W chorobie nowotworowej stają się one niezbędne do 

utrzymania TME, poprzez wspieranie komórek rakowych oraz dostarczanie im składników 

odżywczych [20, 23-25].  

 

Rysunek 1. Schemat Budowy mikrośrodowiska guza. Źródło: Elizabeth L. Siegler et al.. 

2016, Journal of Cellular Immunotherapy – modyfikowany [26] . 

1.1.1. Elementy niekomórkowe  

Niekomórkowe elementy TME takie jak ECM mogą być produkowane przez wszystkie 

typy komórek budujące TME. Tworzą skomplikowaną sieć włókien, która nie tylko 

odgrywa ważną rolę w zdolności komórek nowotworowych do inwazji i przerzutowania, ale 

także wpływa na wrażliwość na leczenie farmakologiczne [27]. Macierz 

zewnątrzkomórkowa uczestniczy w wielu procesach, takich jak proliferacja, czy migracja 

komórek [19]. ECM stanowi wsparcie odżywcze dla wszystkich komórek. Decyduje  

o wytrzymałości mechanicznej zapewniając wsparcie strukturalne, w celu utrzymania 

charakterystycznej trójwymiarowej architektury TME [24, 28-30]. ECM sprzyja również 

komunikacji międzykomórkowej poprzez transportowanie/przepuszczanie czynników 

wzrostu i cytokin. Ponadto odpowiada za tworzenie błony podstawnej wraz z komórkami 

nabłonka, śródbłonka i zrębu [19]. 
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1.1.2. Elementy komórkowe  

 Fibroblasty (ang.: CAFs – Cancer Associated Fibroblasts) to najliczniejsza grupa 

komórek  zaliczanych do TME, są one rekrutowane z krwi oraz zdrowych tkanek 

otaczających nowotwór. Ulegają aktywacji przez czynniki wydzielane w TME takie jak: 

TGFβ, FGF2, czy PDGF. Aktywowane fibroblasty wpływają na przebudowę ECM, po przez 

produkcję cytokin oraz uwalnianie enzymów proteolitycznych, takich jak metaloproteinazy 

(ang.: MMP - matrix metalloproteinases) i heparanazy. Enzymy te przekształcają utworzoną 

macierz zewnątrzkomórkową [23]. CAFs maja szczególne znaczenie w progresji 

nowotworu, a obecność ich dużej liczby często wiąże się ze złym rokowaniem klinicznym w 

wielu typach nowotworów [23, 31]. CAFs głównie odpowiadają za rekrutacje makrofagów 

typu M2, regulatorowych limfocytów T i komórek surpresorowych pochodzenia 

szpikowego. Ich obecność w TME sprzyja rozwojowi immunosupresji. Dodatkowo niektóre 

cytokiny wydzielanie po przez uprzednio aktywowanie komórki odpornościowe (np. IL-1β), 

indukują transformacje prawidłowych fibroblastów w prozapalne, a to z kolei przyczynia się 

to ułatwienia rekrutacji wcześniej wymienionych komórek [25].   

Komórki nieswoistego (makrofagi, komórki tuczne, neutrofile, komórki dendrytyczne, 

komórki supresorowe pochodzenia szpikowego i komórki NK) oraz swoistego układu 

immunologicznego (limfocyty T i B) to kolejny element podścieliska TME [23]. 

Komunikują się one zarówno z komórkami nowotworowymi jaki i z CAFs bezpośrednio lub 

pośrednio poprzez cytokiny oraz chemokiny [28]. Modulują zachowanie komórek 

nowotworowych oraz wpływają na przebieg leczenia. Ważną rolę wśród komórek 

immunologicznych mikrośrodowiska guza ogrywają makrofagi związane z nowotworem 

(ang.: TAMs - Tumor-Associated Macrophages) [28, 32]. Wyróżniamy dwa typy TAMs, 

które różnią się od siebie rodzajem cytokin, które je aktywują: M1 (aktywowane LPS lub 

cytokinami wydzielanymi przez  limfocyty Th1), M2 (aktywowane cytokinami 

wydzielanymi przez limfocyty Th2). Makrofagi M1 mają właściwości 

przeciwnowotworowe; pośredniczą w cytotoksyczności komórkowej zależnej od 

przeciwciał, wytwarzają reaktywne formy tlenu (ang. Reactive oxygen species – ROS)  oraz 

czynnik martwicy nowotworu (ang. Tumor Necrosis Factor - TNF) [32, 33]. Natomiast 

Makrofagi M2 wykazują działanie promujące rozwój nowotworu; aktywują proces 

angiogenezy, immunosupresji, przerzutowania oraz przebudowy ECM [32, 33]. TAMs są 

także zaangażowane w rozwój lekooporności [23]. Komórki supresorowe pochodzenia 

szpikowego (MDSC), to kolejna populacja komórek układu odpornościowego, które 
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odgrywają dużą rolę w progresji nowotworu. Jest to niejednorodna populacja, która 

obejmuje komórki progenitorowe szpiku i niedojrzałe: makrofagi, granulocyty, komórki 

dendrytyczne, mające niezwykłą zdolność immunosupresyjną (np.: hamują odpowiedź 

komórek T) [34].  

Komórki śródbłonka związane z nowotworem (ang.: TEC – Tumor- associated 

Endothelial Cells) różnią się od swoich odpowiedników w zdrowej tkance, wykazują 

odmienne właściwości proliferacyjne, migracyjne, inaczej reagują na czynniki wzrostu  

i chemioterapeutyki [23]. Komórki te, budując naczynia w rosnącym guzie, są 

zaangażowane w dostarczanie składników odżywczych komórkom nowotworowym, jak  

i również jako komórki niszy nowotworowej, tworzą środowisko sprzyjające rozwojowi 

choroby [35]. Komórki śródbłonka wyścielające powierzchnię światła naczyń krwionośnych 

są zwykle w spoczynku, ale podczas organogenezy, gojenia się ran, jak i właśnie choroby 

nowotworowej mogą zostać aktywowane, aby wejść w proces angiogenezy [27].  

W rozrastającym się nowotworze zaczyna brakować składników odżywczych oraz tlenu, 

zjawisko to prowadzi do rozwoju stanu zwanego hipoksją, który w szczególności przyczynia 

się do aktywacji angiogenezy [36].  

1.1.3. Hipoksja  

Hipoksję definiuje się jako niższe ciśnienie tlenu niż w stanach niepatologicznych [37]. 

Wartość biologicznego ciśnienia parcjalnego tlenu (pO2) w zdrowych tkankach nazywana 

jest fizjoksją i różni się w zależności od tkanki. Wartość pO2 w guzach jest przeważnie 

mniejsza niż odpowiadającej zdrowej tkance, nawet poniżej 1%, co charakteryzuje stan 

hipoksji [38, 39]. W wyniku tego zjawiska dochodzi do uruchomienia procesów inicjujących 

anigiogenezę, czyli stanu, w którym w wyniku „kiełkowania” (ang. Sprouting) powstają 

nowe naczynia, głównie już z istniejących naczyń. Proces ekspansji nowych naczyń jest 

aktywowany w odpowiedzi na hipoksje, przez ścieżkę związaną HIF1α [8]. W konsekwencji 

dochodzi do aktywacji produkcji VEGF zarówno  przez komórki nowotworowe, jak  

i podścieliska [20, 27, 39-41]. Komórki śródbłonka aktywowane przez nowotwór wykazują 

zmienione profile ekspresji genów oraz receptorów komórkowych, co przyczynia się do 

powstawania nieprawidłowego unaczynienia nowotworu. Naczynia te są często nieszczelne, 

przez co wzrasta niedotlenienie. W rezultacie komórki nowotworowe przechodzą przez 

okresy niedotlenienia-reoksygenacji, a to przyczynia się do powstawania bardziej 

agresywnego fenotypu [27]. Ja wspomniano w poprzednim rozdziale ważnym modulatorem 

aktywności HIF-1α jest VHL [38]. VHL działa w kompleksie, w którego skład wchodzą 
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liczne białka, posiada on funkcje ligazy E3 ubikwityny. W warunkach fizjoksji dochodzi do 

hydroksylacji określonych reszt proliny w dwóch funkcjonalnie niezależnych regionach 

domeny degradacji zależnej od tlenu (ODDD) czynnika HIF-1α. VHL rozpoznaje 

hydroksylowane reszty, rekrutuje HIF-1α do kompleksu ligazy ubikwityny E3, a następnie 

przeprowadza poliubikwitynację, której celem jest degradacja tego czynnika w proteasomie 

[42, 43]. W warunkach hipoksji nie dochodzi do hydroksylacji – HIF-1α ulega stabilizacji 

[10]. W nowotworach często obserwuje się mutacje VHL, które inaktywują funkcjonalność 

tego białka. W konsekwencji rozwija się stan zwany pseudohipoksją- nagromadzenie HIF1 

niezależnie od poziomu pO2 w otoczeniu komórki [44].  

Wszystkie komponenty mikrośrodowiska guza tworzą skomplikowaną sieć, w której 

wszystkie elementy komunikują się ze sobą przez różne czynniki, co prowadzi do ekspansji 

choroby nowotworowej. Rozrastający się nowotwór oraz wzrastające niedotlenienie 

prowadzi do powstania środowiska sprzyjającego selekcji bardziej agresywnych komórek 

nowotworowych, indukcji procesów prowadzących do progresji nowotworu oraz zjawiska 

przerzutowania.   

1.2. Progresja nowotworu i rozwój lekooporności 

1.2.1. Inicjacja, promocja i progresja choroby nowotworowej 

Rozwój choroby nowotworowej możemy podzielić na trzy etapy: inicjację, promocję 

oraz progresję. Podczas inicjacji następuje zmiana informacji genetycznej komórek, czyli 

mutacja; zdrowa komórka staje się komórką nowotworową. Do tego stanu może dość 

spontanicznie lub pod wpływem czynnika zewnętrznego (kancerogenu) [45]. Następnym 

etapem jest promocja, w wyniku której dochodzi do niekontrolowanego wzrostu komórek 

nowotworowych, które zaczynają naciekać zdrową tkankę tworząc guz pierwotny. Komórki 

nowotworowe komunikują się z otaczającym je środowiskiem indukując liczne zmiany 

promujące ich wzrost. Ostatnim etapem rozwoju choroby nowotworowej jest progresja, 

która  następuje, gdy dochodzi do ekspansji komórek nowotworowych do innych tkanek –

przerzutowania [46]. W wyniku kolejnych mutacji powstaje nowy klon komórek 

nowotworowych, który wyewoluował dzięki zwiększonemu tempu wzrostu lub innych 

czynników (takich jak przeżycie, komunikacja z innymi komórkami); proces ten nazywa się 

selekcją klonalną. Selekcja klonalna trwa przez cały rozwój nowotworu, a w konsekwencji 

nowotwory stale rosną szybciej i stają się coraz bardziej złośliwe [45-48]. 

Progresja nowotworowa obejmuje: indukcję immunosupresji, modulowanie 

mikrośrodowiska tkankowego, indukcje mechanizmów promujących  lekooporność oraz 
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inwazję komórek poprzez podścielisko [49].  Powstawanie przerzutów jest silnie zależne od 

interakcji komórek rakowych, z otaczającymi je fibroblastami, komórkami śródbłonka oraz 

komórkami immunologicznymi. Silny wpływ na przerzutowanie przede wszystkim wywiera 

nasilające się niedotlenienie oraz niedożywienie komórek nowotworowych, czyli stan 

hipoksji.  

Komórki agresywne, o zdolności tworzenia przerzutów posiadają zdolność do ominięcia 

szeregu przeszkód molekularnych i biofizycznych, co nie jest możliwe przez ich 

nieinwazyjnych odpowiedników [49]. Proces przerzutowania możemy podzielić na różne 

stadia, takie jak: transformacja komórek w bardziej inwazyjne, przedostanie się komórek do 

układu krwionośnego (intrawazacja), transport komórek naczyniami krwionośnymi oraz 

przejście tych komórek to innych tkanek (ekstrawazacja),  kolonizacja nowych tkanek – 

powstanie nowotworu wtórnego [50].  

W procesie przerzutowania kluczową rolę odgrywa przejście epitelialno-mezenchymalne 

(ang.: EMT – Epithelial to Mesenchymal Transition),   wyniku którego komórki tracą 

fenotyp nabłonkowy i przekształcają się w komórki o fenotypie mezenchymalnym [51].  

W trakcie tych przemian tracą zdolność adhezj do sąsiednich komórek, polaryzację 

wierzchołkowo-podstawną oraz stają się  bardziej wydłużone i ruchliwe [52]. Do tych zmian 

dochodzi stopniowo, komórki zaczynają wykazywać pośrednie cechy morfologiczne, 

transkrypcyjne i epigenetyczne, zarówno o charakterze nabłonkowymi jak  

i mezenchymalnym, w różnych stanach inwazyjnych [51]. Co więcej, w zależności od etapu 

EMT pozostają w kontakcie z różnymi elementami budującymi TME, wpływając na nie  

w niejednolity sposób. Na przykład, komórki o najbardziej wyraźnym fenotypie 

mezenchymalnym, rozrastają się w pobliżu komórek śródbłonka oraz komórek zapalnych 

[53]. W trakcie wzrostu zaczynają one uwalniać znaczne ilości chemokin i białek, które 

„przyciągają” komórki immunologiczne oraz stymulują proces angiogenezy. To z kolei 

indukuje rozwój charakterystycznej wysoce unaczynionej, prozapalnej niszy komórkowej, 

która promuje inwazje komórek nowotworowych [49, 53]. W kolejnym etapie dochodzi do 

przebudowy ECM, za którą odpowiadają miedzy innymi MMP. Wydzielanie MMP jest 

indukowane przez obniżające się pH, w wyniku zwiększonej produkcji kwasu mlekowego  

w procesie glikolizy - wywoływanej niedotlenieniem (hipoksją) [54]. MMP odpowiadają za 

degradację składników ECM, co ułatwia komórkom nowotworowym przedostanie się do 

krwiobiegu z wnętrza guza pierwotnego. Ten proces z kolei inicjuje uwalnianie cytokin, 

takich jak interleukiny (IL), czynnik martwicy nowotworu α (ang.: TNF-α -  tumor necrosis 
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factor α), VEGF-A oraz naskórkowy czynnik wzrostu (ang.: EGF –  Epidermal Growth 

Factor), które dodatkowo promują wzrost i przeżycie komórek nowotworowych [55]. 

Wyróżniamy wiele czynników transkrypcyjnych wpływających na przejście epitelialno-

mezenchymalne, a ich lista ciągle się powiększa [56]. Do kluczowych należą czynniki  

z rodziny SNAI takie jak SNAI1 oraz SNAI2, których produkcja jest modulowana przez 

wzrost aktywności czynnika HIF-1α [54]. Odpowiadają one za zahamowanie produkcji  

E-kadheryny oraz transkrypcji kilku elementów odpowiedzialnych za połączenia 

międzykomórkowe, w tym klaudyn i desmosomów [51, 52]. Jednocześnie w trakcie spadku 

ekspresii E-kadheryny dochodzi do wzrostu ekspresji, N-cadheryny i wimentyny. Analiza 

ewolucji ekspresji tych białek jest stosowana do oceny przebiegu EMT [56].  

Z procesem przerzutowania oraz z samą inicjacją choroby nowotworowej często wiąże 

się obecność nowotworowych komórek macierzystych (ang.: CSC – Cancer Stem Cells) 

[57]. CSC to niezróżnicowane komórki o powolnym cyklu komórkowym (zwykle uśpione  

w fazie G0), które są zdolne do odtworzenia tkanki nowotworowej nawet z pojedynczej 

komórki. Nowotwory charakteryzuje heterogeniczna i hierarchiczna organizacja komórek, 

której powstawanie ma tłumaczyć obecność niezróżnicowanych CSC [58]. Według tej teorii 

komórki CSCs stoją na szczycie tej hierarchii i różnicują odpowiednio dostosowując się do 

zmieniającego się środowiska nowotworowego promując ich przeżycie, a co za tym idzie 

zwiększając inwazyjność [59]. CSC zazwyczaj występują jako niewielka subpopulacja 

komórek w całej masie guza (ok. 0,001–0,1%). Populacja takich komórek została pierwszy 

raz zidentyfikowana w 1994 roku w grupie komórek białaczki [60]. W późniejszych latach 

CSC zostały zidentyfikowane w pozostałych  nowotworach, np.: raku piersi, prostaty, nerki 

czy czerniaku [58]. Nowotworowe komórki macierzyste charakteryzuje wiele cech 

normalnych komórek macierzystych takich jak: zdolność do samoodnowy, różnicowanie 

czy aktywacja poszczególnych szlaków sygnałowych, takich jak Wnt, Hedgehog lub Notch. 

CSC wykazują ekspresję markerów powierzchniowych, takich jak, np.: CD44, CD133, 

CD105, oraz cechuje wzrost aktywności dehydrogenazy aldehydowej (ang.:  ALDH – 

Aldehyde dehydrogenase). Wiele badań sugeruje, że podobnie jak pozostałe komórki 

nowotworowe, CSC również przechodzą liczne zmiany metaboliczne takie jak: zmiana 

sposobu oddychania komórkowego, wzrost aktywności glikolitycznej oraz zmiana sposobu 

metabolizowania lipidów [58]. Pochodzenie komórek macierzystych ciągle jest niejasne, 

jednak dosyć często ich obecność wiąże się z narastającą hipoksją oraz zmieniającym się 

pH. Wykazano, że obniżające się ciśnienie tlenu przyczynia się do utrzymania 

niezróżnicowanego stanu komórek oraz wpływa na ich proliferację [20, 58]. Obecność 
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nowotworowych komórek macierzystych często jest przyczyną złego rokowania klinicznego 

oraz nawrotów choroby nowotworowej.  

Częstym skutkiem progresji nowotworowej jest rozwój oporności wielolekowej. 

Narastające niesprzyjające warunki, które indukują procesy związane z wzrostem 

inwazyjności, rozbudowujące się mikrośrodowisko guza oraz zachodzące w nim zmiany, 

znacząco wpływają  na odpowiedź terapeutyczną i rokowanie pacjenta. 

1.2.2. Lekooporność – przyczyna niepowodzeń w terapiach antynowotworowych 

Odporność wielolekowa (ang.: MDR – Multi Drug Resistance) jest definiowana jako 

odporność nowotworów na określony lek chemioterapeutyczny, któremu równocześnie 

towarzyszy oporność na inne leki, które mogą mieć inne lub podobne właściwości. Zdarza 

się też tak, że komórki nabywają odporność na leki, które znacznie różnią się pod względem 

strukturalnym i funkcjonalnym z wcześniej stosowanymi lekami, lub posiadają odporność 

już od początku (bez stosowanego leczenia) [61]. W związku z tym zjawisko lekooporności 

możemy podzielić na dwie kategorie: odporność wewnętrzna (pierwotna), zewnętrza 

(nabyta po leczeniu) [62]. Rozwój MDR zależy od niestabilności genetycznej, częstych 

mutacji  komórek nowotworowych, w tym wzrastającej heterogeniczności guza [62]. 

Istnieje wiele opisanych mechanizmów odpowiadających za rozwój MDR, należą do nich 

miedzy innymi: wzrost aktywności pomp odpowiedzialnych za wyrzut substancji z komórki 

oraz procesów indukujących inaktywacje leków, modyfikacje procesów związanych  

z apoptozą, autofagią czy naprawą DNA, wzrastające zjawisko hipoksji a co za tym idzie, 

selekcja komórek o większej inwazyjności (CSC, EMT) [61, 63-65].  

Najczęściej z MDR wiąże się wzrost aktywności transporterów powodujących wyrzut 

leków z komórki. W tym procesie ważną rolę odgrywają pompy glikoproteinowe (ang.:  

P-gp – p -glycoprotein pumps), należące do rodziny transporterów ABC. Transportery te to 

strukturalnie spokrewnione białka błonowe, posiadające wspólne motywy 

wewnątrzkomórkowe znane jako domeny wiążące nukleotydy (ang. ATP binding cassetes). 

Główną ich funkcją jest przeniesienie/wyrzut cząsteczek z komórki wbrew gradientowi 

stężeń, dzięki transportowi aktywnemu – poprzez wiązanie i hydrolizę cząsteczki ATP [62]. 

Do tej pory zidentyfikowano około 48 typów transporterów ABC u ludzi, a 12 z nich 

odpowiada za transport leków. Najlepiej opisanym transporterem ABC jest białko ABCB1 

inaczej zwane MDR1 [61]. Nadekspresję P-gp zaobserwowano u ok. 50% wszystkich 

ludzkich nowotworów. W niektórych, takich jak rak płuca, wątroby, nerki, odbytnicy  

i okrężnicy, nadekspresja pojawiała się przed zastosowaniem leczenia. Natomiast w innych 
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typach, np.: w nowotworach hematologicznych, jak ostra białaczka limfoblastyczna i ostra 

białaczka szpikowa, nadekspresję wykazywano już po ekspozycji na chemioterapeutyki 

[66]. Wykazano, że nowotworowe komórki macierzyste charakteryzuje obecność tych 

transporterów. W szczególności u tych komórek zaobserwowano wzrost ekspresji: ABCB1, 

ABCC1 i ABCG2 [65]. Dane te sugerują, że w terapii antynowotworowej kluczową role 

może odgrywać opracowywanie strategii ukierunkowanych właśnie na transportery ABC. 

Do tej pory opracowano trzy podejścia: regulowanie funkcji transporterów ABC za pomocą 

inhibitorów kompetycyjnych lub allosterycznych lub przeciwciał nakierowanych na 

transportery ABC [67].  

Innym ważnym mechanizmem przyczyniającym się do powstania MDR jest wzrost 

aktywności enzymów indukujących inaktywację leków. Do najbardziej znanych należy 

cytochrom p450 (ang.: CYP P450 – Cytochrome P450), a także transferazy glutationu-S 

(ang.: GST -  Glutathione-S transferase), czyli enzymy detoksykacyjne odpowiednio  

I i II fazy. Enzymy te są zdolne do katalizowania biotransformacji oksydacyjnej większości 

leków, w szczególności lipofilowych ksenobiotyków [68]. Enzymy CYP najliczniej 

zlokalizowane są w komórkach wątroby, jednak ich nadekspresję często obserwuje się w 

komórkach nowotworowych [69]. Szlaki cytochromu P450 są klasyfikowane pod względem 

podobnych sekwencji genów; przypisuje się im numer określający rodzinę (np. CYP1, 

CYP2) i literę, klasyfikującą do konkretnej podrodzin (np. CYP1A, CYP2D). Cytochromy 

występują również w kilku izoformach  (np. CYP1A1, CYP2D6) [70]. Badania wykazały, 

że szczególną role w aktywacji i degradacji leków odgrywają enzymy z rodzin CYP2  

i CYP3. Przykładem jest docetaksel, który posiada szerokie spektrum działania 

przeciwnowotworowego – sprzyja stabilizacji tubuliny, umożliwiając hamowanie podziałów 

szybko rosnących komórek. Za pośrednictwem CYP3A4 i CYP3A5 ulega on utlenianiu do 

nieaktywnego metabolitu t-butylohydroksydocetakselu [71]. Co ciekawe istnieją istotne 

korelacje między aktywacją transporterów ABC a enzymów CYP. Wiele leków, jak na 

przykład imatynib, paklitaksel, docetaksel, doksorubicyna, winkrystyna, etopozyd, 

tenipozyd i winblastyna, wykazują powinowactwo zarówno cytochromów jak i pomp P-gp 

[71]. Ekspresja enzymów II fazy –  GTS, zależy od typu cząsteczki, np.: GSTA1 ulega 

ekspresji w wątrobie, nerkach i jądrach, GSTP1 w płucach i mózgu, a GSTM2 w mózgu.  

Jednak wykazano ich ekspresję również w komórkach nowotworowych [72]. Główną 

funkcją tych cząsteczek jako enzymów jest kataliza reakcji, w której glutation (GSH) jest 

sprzężany z szeroką gamą egzogennych i endogennych ksenobiotyków. Ten proces jest 

pierwszym etapem szlaku kwasu merkapturowego, który pomaga w eliminacji toksycznych 
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związków z komórki. Wyróżniamy dwie nadrodziny enzymów GST: cytozolowe  

i mikrosomalne związane z błoną. Cytozolowe z kolei są podzielone na 6 klas pod 

względem poliformizmów w materiale genetycznym, ponad to wszystkie wykazują 

odmienne powinowactwo substratowe [73]. GST przyczyniają się do rozwoju lekooporności 

poprzez dwa mechanizmy: bezpośrednią detoksykację i/lub hamowanie szlaku kinazy 

białkowej aktywowanej mitogenami (ang.: MAPK – Mitogen-activated protein kinase). 

Jednym z najlepiej poznanych enzymów II fazy jest GSTP1. Obserwowano wzrost jego 

ekspresji w szczególności w raku jajnika. Co więcej wykazano, że jego obecność wpływa na 

wrażliwość na leki, takie jak: cisplatyna i karboplatyna. Podobnie, nadekspresję GSTP 

odnotowano również w chłoniakach wywołując  rozwój oporności na chlorambucyl i inne 

leki alkilujące [74].  

Inną możliwością, aby komórki nowotworowe stały się oporne na różne leki 

przeciwnowotworowe jest modyfikacja procesów  związanych z apoptozą, autofagią czy 

naprawą DNA. „Normalne” komórki podlegają ścisłej kontroli podczas podziału 

komórkowego w punktach kontrolnych faz G1/S, intra S i G2/m. W momencie pojawienia 

się uszkodzeń DNA, „normalne” komórki dążą do ich naprawy, bądź apoptozy.  

W komórkach nowotworowych system kontroli jest zaburzony; naprawa DNA,  

i wchodzenie w proces apoptozy nie zachodzą prawidłowo. Wiele leków 

przeciwnowotworowych, np.: irinotekan, docetaksel itd. uszkadzają DNA komórek 

rakowych, ale często dzięki dobrze rozwiniętemu systemowi odpowiedzi na uszkodzenia, 

dochodzi do jego naprawy. Wykazano, że stopień wrażliwości na chemioterapię zależy od 

tego, jak bardzo jest rozwinięty ten mechanizm. [62] 

Kluczową rolę w odpowiedzi nowotworu na leczenie odgrywa również sama organizacja 

składowych TME, macierzy zewnątrzkomórkowej, interakcji międzykomórkowych oraz 

architektura guza. Elementy te stanowią fizyczną barierę dla dostarczania leków. Wykazano, 

że guzy charakteryzujące się zorganizowaną, wzajemnie połączoną siecią kolagenową  

i zmniejszoną objętością macierzy zewnątrzkomórkowej, charakteryzuje mniejsza penetracja 

leku. Z drugiej strony wiązanie leków ze składnikami macierzy zewnątrzkomórkowej 

hamuje przenikanie leku do głębszych obszarów guza [29]. Równocześnie wydzielanie 

wielu czynników wzrostu przez składowe TME przyczynia się do rozwoju MDR, np.: 

wzrost sekrecji VEGF często koreluje z wzrastająca opornością na leki antyangiogenne. 

Także obniżające się pH wpływa na skuteczność chemioterapii, wykazano, że kwaśne pH 

obniża aktywność doksorubicyny [62].   
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1.3. Modele badań nad nowotworami stosowane w biologii 

1.3.1. Standardowe modele badań nowotworów  

Do opracowywania terapii antynowotworowych, czy też badania mechanizmów 

związanych z promocją, progresją oraz lekoopornością nowotworów często wykorzystuje 

się różne modele in vivo oraz in vitro. Zwierzęce syngeniczne modele in vivo są bardzo 

cenne z punktu widzenia odtworzenia pełnego spektrum mikrośrodowiska guza [75], miedzy 

innymi trójwymiarowego kształtu nowotworu, gradientu stężenia tlenu czy też interakcji 

międzykomórkowych [20, 76]. Najczęściej wykorzystuje się modele mysie oraz szczurze. 

Okazały się one przydatne w walidacji  różnych funkcji, identyfikowaniu nowych markerów 

nowotworowych, pozwoliły zrozumieć wiele mechanizmów molekularnych i komórkowych 

leżących u podstaw inicjacji i progresji nowotworu [76]. Modele te nie są jednak idealne; 

wiele leków, które okazały się bardzo obiecujące w testach na zwierzętach, nie przeszło 

oceny bezpieczeństwa w badaniach klinicznych, m.in. emicizumab, zydelig [77]. Modele 

zwierzęce, często nie mogą być wykorzystywane na każdym etapie badań przedklinicznych, 

także ze względu na ich wysokie koszty [20]. Dodatkowo wykorzystywanie zwierząt do 

celów naukowych może nie być brane pod uwagę ze względów etycznych. Dlatego 

większość wstępnych badań opiera się na eksperymentach z wykorzystaniem ludzkich 

komórek w hodowlach dwuwymiarowych – metody in vitro, które pomimo faktu, że 

eliminują różnice specyficzne dla gatunku, posiadają wiele wad.  

Najczęściej komórki w monowarstwie, hodowane są na sztywnych materiałach, takich 

jak polistyren, czy szkło. Taki sposób hodowli w uproszczonych  

i nierealistycznych warunkach, nie odzwierciedla w pełni podstawowej fizjologii 

prawdziwych tkanek [75, 78]. Komórki hodowane w ten sposób wykazują zmodyfikowaną 

architekturę w stosunku do tkanki, z której pochodzą. Obserwuje się wymuszoną 

polaryzację, spłaszczony kształt komórki, modyfikacje komórkowych sygnałów 

mechanicznych/biochemicznych oraz komunikacji komórka-komórka. Kolejnym ważnym 

aspektem jest również nie zachowanie ciśnienia/gradientu tlenu właściwego dla 

naśladowanej tkanki. Hodowle są przeprowadzane w warunkach normoksji, czyli  

w mieszance powietrza lub gazu (w inkubatorach do hodowli komórkowych), gdzie pO2 

wynosi ok. 18,75% [79]. Komórki te ulegają hiperoksji w porównaniu do komórek  

w środowisku in vivo. Co więcej wzrost komórek w monowarstwach, pozwala na równy 

dostęp komórek do składników odżywczych, czynników wzrostu obecnych w pożywce. To 

skutkuje jednorodnym wzrostem i proliferacją komórek, co nie jest obserwowane  

w naturalnych warunkach. Również podczas testów leków przeciwnowotworowych 
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dochodzi do równomiernego rozkładu leków, co później przekłada się na nieprawidłową 

interpretację ich aktywności. W wielu przypadkach obserwowane wyniki z zastosowaniem 

tych modeli nie przekładały się w późniejszych badaniach klinicznych [80]. Pomimo tych 

wad, hodowle 2D nadal pozostają bardzo atrakcyjne dla celów laboratoryjnych ze względu 

na ich prostotę, dzięki stosunkowo krótkim okresom testowania oraz możliwość badania 

mechanizmów toksyczności, kinetyki enzymów i zależności odpowiedzi od stężenia. 

Zachęcający jest również ich niski koszt, np. ze względu na stosowanie tylko niewielkich 

ilości substancji [75, 78].  

Alternatywą tego typu modeli są coraz częściej stosowane hodowle w środowisku 

tlenowym zbliżonym do naturalnego lub hodowle trójwymiarowe, które w porównaniu do 

wcześniej wymienionych, częściowo naśladują naturalne środowisko nowotworu oraz 

niwelują niepotrzebne cierpienie zwierząt. 

1.3.2. Alternatywne modele badań nowotworów  

Różnica ciśnienia tlenu w naturalnym środowisku nowotworu, może zostać 

zniwelowana dzięki zastosowaniu komór utrzymujących określony poziom tlenu. Pozwalają 

one na hodowle w ciśnieniu O2 zbliżonym do fizjologicznego lub patologicznego – hipoksji 

[80, 81]. Istnieje wiele badań nad nowotworami wykorzystujących tego typu komory, np. do 

oceny wrażliwości na leki komórek w stanie hipoksji [39]. Jednak modele te nadal nie 

niwelują pozostałych wad standardowych hodowli komórkowych jakimi są nieograniczony 

wzrost komórek czy równomierny rozkład substancji i składników odżywczych. Problem 

ten może zostać rozwiązany przez zastosowanie hodowli trójwymiarowych [20]. Dzięki 

utrzymaniu komórek w tym kształcie umożliwiamy zachowanie gradientu tlenu oraz 

penetrację leku obserwowaną w guzie in vivo [82]. Ponadto komórki hodowane w formacie 

3D utrzymują wysoce dynamiczną strukturę, w której produkowane składniki są osadzane, 

degradowane lub modyfikowane. Przez co stanowią platformę sprzyjającą wykonywaniu 

specyficznych funkcji komórkowych, takich jak adhezja, proliferacja, apoptoza, a przede 

wszystkim dostarczają informacje o interakcjach komórka-komórka i komórka-macierz [83]. 

Dzięki tym wszystkim zaletom, tego typu hodowle mogą lepiej sprawdzić się w badaniach 

nad nowotworami w szczególności nad analizą mechanizmów związanych z lekoopornością.  

Założenia i cel pracy  

 

Istnieje wiele propozycji modeli trójwymiarowych z wykorzystaniem różnych metod 

takich jak: hodowle z wykorzystaniem podłoży/”rusztowań” (agaroza, kolagen, 
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fibronektyna, żelatyna, Matrigel i wiele innych), czy specjalnych urządzeń (mikroczipów, 

drukarek trójwymiarowych itd.) [82, 83].  Jednak ze względu na różne czynniki, np. wysoki 

kosz, czy trudność w powtórzeniu wysoce skomplikowanych metod, szerokie zastosowanie 

3D w badaniach komórkowych jest ograniczone [79].  Istnieją na rynku produkty do 

hodowli komórek 3D (np. płytki do wiszącej kropli lub płytki ze specjalnym podłożem), 

jednak nie zawsze są one dobrze zoptymalizowane i nie posiadają zwalidowanych 

protokołów. To uniemożliwia poprawną  interpretację danych lub porównywanie wyników  

z różnych grup [79, 83]. 

Celem niniejszej pracy jest opracowanie uniwersalnego i prostego modelu 3D, który 

będzie naśladował zjawiska zachodzące w mikrośrodowisku guza, z naciskiem na: 

trójwymiarowy kształt, gradient ciśnienia tlenu oraz indukcję mechanizmów zwiększających 

agresywność nowotworu (takie jak: CSC, EMT). Opracowany model ma być uniwersalny 

dla różnego typu nowotworów, umożliwiając w prosty sposób otrzymywać sferoidy  

o regularnym kształcie. W tym celu zastosowano różniące się od siebie modele komórkowe 

dwóch typów nowotworów – czerniaka (B16F10) oraz raka nerki (RenCa).  O ile nie 

opracowano sferoidów z użyciem komórek RenCa, istnieją hodowle 3D z zastosowaniem 

komórek B16F10, co umożliwi porównanie i zweryfikowanie proponowanego modelu. 

Kolejnym celem niniejszej pracy jest sprawdzenie przydatności opracowanego modelu, do 

badań nad podatnością komórek nowotworowych na terapie z zastosowaniem leków oraz 

zbadanie mechanizmów powodujących indukcje lekooporności.  

Hipoteza pracy: 

Modele 3D odpowiednio naśladują zjawiska zachodzące w guzie in vivo i mogą stanowić 

lepsze narzędzie do identyfikacji mechanizmów indukujących lekooporność, niż hodowle 

2D. 
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Kopie opublikowanych prac  

Poniżej przedstawiono dwa powiązane ze sobą artykuły, które przedstawiają weryfikację 

głównych założeń niniejszej pracy doktorskiej: 

 

 

 

 

 

 

1. Spheroid culture models adequately imitate distinctive features of the renal cancer 

or melanoma microenvironment; Filipiak-Duliban A, Brodaczewska K, Majewska A, 

Kieda C., In Vitro Cell Dev Biol Anim. 2022 May 10. doi: 10.1007/s11626-022-00685-8. 

PMID: 35536385. – artykuł ten przedstawia porównanie opracowanych modeli z guzami 

otrzymanymi w hodowlach in vivo – weryfikacja pierwszego założenia pracy. 
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2. Spheroid Culture Differentially Affects Cancer Cell Sensitivity to Drugs in 

Melanoma and RCC Models; Filipiak-Duliban A, Brodaczewska K, Kajdasz A, Kieda 

C.;. Int J Mol Sci. 2022 Jan 21;23(3):1166. doi: 10.3390/ijms23031166. PMID: 

35163092; PMCID: PMC8835769. – artykuł ten przedstawia walidację opracowanego 

modelu pod względem testowania chemioterapeutyków oraz analizę przypuszczalnych 

mechanizmów odpowiadających za lekooporność nowotworów – drugie założenie pracy.  
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Podsumowanie i wnioski 

Badania przedstawione w niniejszej pracy pozwalają wysunąć następujące wnioski:  

• otrzymane sferoidy różnią się kształtem oraz wielkością, w zależności od typu 

nowotworu/ wykorzystanej linii komórkowej, 

• sferoidy hodowane w warunkach hipoksji obumierają, prawdopodobnie ze względu na 

zbyt niskie stężenie tlenu w środku sfery, 

• w modelu czerniaka obserwowano wzrost markerów zjawiska hipoksji  

w przeciwieństwie do modelu nowotworu nerki, 

• zastosowane modele nowotworów, w hodowlach 3D wykazują różne mechanizmy 

związane z progresją raka: w modelu RCC obserwowano wzrost komórek o fenotypie 

CSC, podczas gdy w modelu czerniaka indukcję zjawiska EMT, 

• hodowle 3D odpowiednio dla typu nowotworu odwzorowują mikrośrodowisko guza 

pod względem takich funkcji jak:  aktywacja mechanizmów związanych z odpowiedzią 

na hipoksję, trójwymiarowy kształt oraz indukcja mechanizmów zwiększających 

agresywność komórkową (EMT, CSC), 

• sferoidy nowotworu skóry wykazują mniejszą wrażliwość na ewerolimus, cisplatynę  

i doksorubicynę, dla nowotworu nerki obserwowano niską wrażliwość tylko na 

doksorubicynę, 

• dystrybucja leku nie jest zaburzona w przypadku sfer, 

• hodowla 3D w różny sposób, w zależności od typu nowotworu, wpływa na ekspresję 

MDR1, ale nie ma wpływu na ekspresję mTor, 

• kultury trójwymiarowe powodują wzrost ekspresji genów związanych  

z metabolizmem ksenobiotyków przez cytochrom p450, 

• określenie mechanizmów pośredniczących w odmiennej wrażliwości modeli 3D na 

doksorubicynę lub cisplatynę i ewerolimus wymaga dalszych badań. 

Powyższe dane sugerują, że pomimo różnicy w obserwowanych procesach między 

zastosowanym modelami 3D, są one odtworzone w odpowiadających im modelach in vivo. 

Ponadto, chociaż nie udało się zidentyfikować zmian powodujących odmienną wrażliwość 

na przetestowane terapeutyki o odmiennym charakterze działania, udowodniono 

przydatność opracowanego modelu w niniejszych badaniach. Wykazano, że hodowla 3D 

może być istotna w badaniach nad fizjologią raka jako alternatywa dla standardowych 

metod, przez co może ona potencjalnie zostać wykorzystane do testów z zastosowaniem 

komórek pochodzących od pacjentów, jako klinicznie istotny i łatwo dostępny instrument. 
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Oświadczenia wszystkich współautorów publikacji określające indywidualny wkład 

(udział merytoryczny i procentowy) każdego z nich w ich powstanie 
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