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1,25(0OH),Ds-MARRS (ang. membrane-associated, rapid response steroid-binding)

ADCP

APC

BMDMs

BMI

CAFs

CaMKK?2

CCL2

CCL5

CD

COX-2

CSF-1

CTCs
DBP
DCIS
ECM
EGF

EGFR

receptor blonowy szybkiej odpowiedzi na steroid, takze PDIA3
(ang. protein disulfide isomerase family A member 3) biatkowa
izomeraza dwusiarczkowa A3

(ang. antibody dependent cellular phagocytosis) fagocytoza
komorkowa zalezna od przeciwciat

(ang. antigen-presenting cell) komorka prezentujaca antygen

(ang. bone marrow derived macrophages) makrofagi pochodzace
ze szpiku kostnego

(ang. body mass index) wspotczynnik masy ciata

(ang. cancer-associated fibroblasts) fibroblasty towarzyszace
nowotworom

(ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase) kinaza
biatkowa kinazy zaleznej od wapnia/kalmoduliny 2

(ang. chemokine (C-C motif) ligand 2) ligand 2 chemokiny
z motywem C-C

(ang. chemokine (C-C motif) ligand 5) ligand 5 chemokiny
z motywem C-C

(ang. cluster of differentiation) antigen roznicowania
komorkowego

(ang. cyclooxygenase 2) cyklooksygenaza 2

(ang. colony stimulating factor-1) czynnik stymulujgcy tworzenie
kolonii 1

(ang. circulating tumor cells) krazace komorki nowotworowe
(ang. vitamin D binding protein) biatko wigzace witaming D
(tac. ductal carcinoma in situ) rak przewodowy in situ

(ang. extracellular matrix) macierz zewnatrzkomorkowa
(ang. epidermal growth factor) naskorkowy czynnik wzrostu

(ang. epidermal growth factor receptor) receptor dla
naskorkowego czynnika wzrostu
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EMT

EpCAM

HER?2

HIF Lo
IFN-y
IHC

INOS

LCIS

M-CSF

MDMs

MMPs

nVDRE

OPN

PD1

PD-L1

PGE2

PI3K

PR

PTEN

RXR

(ang. epithelial-mesenchymal transition) przejscie nabtonkowo-
mezenchymalne

(ang. epithelial cell adhesion molecule) czgsteczka adhezji
komorek nabtonkowych

(ang. human epidermal growth factor receptor 2) receptor
ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu 2

(ang. hypoxia-inducible factor 1) czynnik indukowany hipoksja
(ang. interferon gamma) interferon gamma
(ang. immunohistochemistry) immunohistochemia

(ang. inducible nitric oxide synthase) indukowana syntaza tlenku
azotu

(tac. lobular carcinoma in situ) rak zrazikowy in situ

(ang. macrophage colony-stimulating factor) czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii makrofagow

(ang. monocyte-derived macrophages) makrofagi pochodzace
z monocytow krwi obwodowe;j

(ang. matrix metalloproteinases) metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowe;j

(ang. negative vitamin D response element) negatywny element
odpowiedzi na witaming D

(ang. osteopontin) osteopontyna

(ang. programmed death 1) receptor programowanej $mierci 1

(ang. programmed death-ligand 1) ligand receptora
programowanej $mierci 1

(ang. prostaglandin E2) prostaglandyna E2

(ang. phosphatidylinositide 3-kinases) kinaza
3-fosfatydyloinozytolu

(ang. progesterone receptor) receptor progesteronowy

(ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten)
biatko supresorowe o aktywnosci fosfatazy

(ang. retinoid X receptor) receptor retinoidowy X
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SDF1

TAMs

TGFB

TLR4

TME

TNBC

TNFa

TP53
VDR

VDRE

VEGF

Zebl

(ang. stromal-cell derived factor 1) czynnik stromalny, chemokina
CXCL12

(ang. tumor-associated macrophages) makrofagi towarzyszace
nowotworom

(ang. transforming growth factor pf) transformujgcy czynnik
wzrostu B

(ang. toll-like receptor 4) receptor toll-podobny 4

(ang. tumor microenvironment) mikrosrodowisko guza

(ang. triple negative breast cancer ) potrdjnie ujemny rak piersi

(ang. tumor necrosis factor @) czynnik martwicy nowotworoéw o

(ang. tumor protein p53) gen kodujacy biatko p53
(ang. vitamin D receptor) receptor witaminy D

(ang. vitamin D response element) miejsce odpowiedzi na
witamin¢ D

(ang. vascular endothelial growth factor) czynnik wzrostu
srédblonka naczyniowego

(ang. zinc finger E-box binding homeobox 1) biatko z rodziny palca
cynkowego E-Box wigzacego Homeobox 1
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Glownym celem niniejszej pracy byla charakterystyka makrofagow
towarzyszacych przerzutujgcym i nieprzerzutujgcym rakom gruczotu sutkowego (TAMS;
ang. tumor-associated macrophages) w kontek$cie wptywu witaminy D3 oraz jej
biologicznie aktywnej formy — kalcytriolu — na ich pro- lub przeciwnowotworowg
polaryzacje.

W badaniach in vivo wykazano, ze zar6wno podawanie karmy suplementowanej
witaming Dg, jak i traktowanie myszy kalcytriolem niezaleznie od podawanej karmy
wzmagato potencjal przerzutowy komorek 4T1, czego nie obserwowano W przypadku
komorek 67NR oraz E0771. Wykazano takze, ze u zwierzat o zwigkszonej liczbie
przerzutow do ptuc oraz kosci obserwuje si¢ poglgbienie pronowotworowego fenotypu
TAMs - M2 (MHCI'""CD44"9), przy jednoczesnym prozapalnym profilu ekspresji
gendow (podwyzszona eskpresja 1123a oraz obnizona ekspresja 1110), czemu towarzyszyt
wzrost poziomu osteopontyny w tkance guza. Dodatkowo obserwowano, iz makrofagi
pochodzace ze szpiku myszy karmionych karmg z deficytem witaminy D3 i traktowanych
kalcytriolem, w warunkach ex vivo, wykazywaly wyzsza wrazliwos¢ na czynniki
indukujace stan zapalny wydzielane przez stymulowane kalcytriolem komorki 4T1.
Ponadto, wzrost poziomu CD44 (receptora dla osteopontyny) obserwowano takze
w TAMs izolowanych z tkanek pooperacyjnych pacjentek w zaawansowanym
miejscowo stadium raka gruczotu sutkowego. W grupie pacjentek wykazujacych
prawidlowy poziom 25(OH)Ds w osoczu wykazano tendencje do obnizenia poziomu
CD44 na powierzchni TAMs. Wykazano rowniez, ze kalcytriol modulowat makrofagi
roéznicowane z monocytow krwi obwodowej pacjentek obnizajac poziom czgsteczek
charakterystycznych dla klasy makrofagéw M1, jak 1 M2 w zaleznos$ci od poziomu
25(0OH)Ds w osoczu, statusu menopauzalnego pacjentek oraz stadium zaawansowania
choroby. Ponadto, w grupie pacjentek przed menopauzg z prawidlowym poziomem
25(0OH)Ds w osoczu, obserwowano zwigkszong zdolnosé¢ tych komorek do polaryzacji
w kierunku M1 przy jednoczesnym obnizeniu ich zdolno$ci do polaryzacji w kierunku
M2c.

Podsumowujac, odpowiedz makrofagbw na stymulacje¢ poszczegdlnymi
czynnikami ukierunkowujacymi ich polaryzacje zalezna jest od statusu witaminy D
organizmu, z ktérego pochodza. Jednakze ostateczne ukierunkowanie makrofagow
wydaje si¢ zaleze¢ gtdwnie od indywidualnych cech komorek nowotworowych oraz ich
odpowiedzi na kalcytriol, poniewaz to komodrki nowotworowe i wydzielane przez nie
czynniki przewazaja w mikrosrodowisku nowotworéw wplywajac na jego sktad
i funkcjonowanie.
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SUMMARY

SUMMARY
The main objective of this study was to characterize macrophages associated with

metastatic and non-metastatic breast cancers (TAMS) in the context of the influence of
vitamin D3z and its biologically active form — calcitriol — on their pro- or anti-cancer
polarization status.

In vivo studies showed that both, the administration of food supplemented with
vitamin Dz and the treatment of mice with calcitriol, regardless of the food administered,
increased the metastatic potential of 4T1 cells, which was not observed in the case of the
67NR and E0771 cell lines. It was also shown that in mice with an increased number of
metastases to the lungs and bones, an increase in the pro-cancer phenotype of TAMs 4T1
- M2 (MHCI'"™"CD44"3") was observed. Simultaneously, TAMs 4T1 showed pro-
inflammatory gene expression profile (increased expression of 1123a and decreased
expression of 1110), which correlated with an increased level of the osteopontin in the
tumor tissue. In addition, macrophages derived from the bone marrow of mice fed with
diet deficient in vitamin Ds and treated with calcitriol were more sensitive to
inflammation-inducing factors secreted by calcitriol-stimulated 4T1 cells ex vivo. In
addition, an increase in the level of CD44 (an osteopontin receptor) was observed in
TAMs isolated from postoperative tissues of patients with locally advanced breast cancer.
In the group of patients with normal levels of 25(OH)Ds in plasma, a tendency to decrease
the level of CD44 on the surface of TAMs was demonstrated. It was also shown that
calcitriol modulated monocytes-derived macrophages by reducing the level of molecules
characteristic of the M1 and M2 macrophage class, depending on the level of 25(OH)D3
in plasma, the menopausal status of patients and the stage of the disease. In addition, in a
group of premenopausal patients with normal plasma 25(OH)Ds levels, an increased
ability of these cells to polarize towards M1, while a decrease to polarize towards M2c
class was observed.

In conclusion, the response of macrophages to the stimulation of particular factors
directing their polarization depends on the vitamin D status of the organism from which
they originate. However, the final polarization status of macrophages seems to depend
mainly on the individual characteristics of cancer cells and their response to calcitriol, as
cancer cells and the factors secreted by them predominate in the tumor

microenvironment, affecting its composition and functioning.

12



WPROWADZENIE

1. WSTEP

Pomimo stale poszerzajacej si¢ wiedzy na temat rozwoju chorob nowotworowych,
wcigz istnieje potrzeba zrozumienia ztozonosci procesu przerzutowania, ktory jest §cisle
zwigzany z interakcjami miedzy r6znymi typami komorek tworzgcymi mikro$rodowisko
guza (TME, ang. tumor microenvironment). Koncepcja TME si¢ga 1863 roku, a za jej
tworce uwaza si¢ Rudolfa Virchowa. Wysnut on hipoteze, ze naciek komoérek uktadu
odpornosciowego odzwierciedla miejsce, w ktorym pojawiajg si¢ zmiany nowotworowe,
opisujagc tym samym po raz pierwszy zwigzek pomigdzy stanem zapalnym,
a nowotworem®. W sktad TME oprocz komoérek nowotworowych wchodza okalajace
guz naczynia krwiono$ne, fibroblasty, czasteczki  sygnalowe, macierz
zewnatrzkomoérkowa i licznie naciekajace guz komérki uktadu odpornosciowego?.
W 1986 roku powstata takze stynna fraza ,,nowotwor jest stale niegojaca si¢ rang” (ang.
wound that does not heal), sugerujac podobienstwo procesow zachodzacych w gojace;j
si¢ ranie do tych zwigzanych z rozwojem choroby nowotworowej, takich jak ruch
komorek nabtonkowych, zwigkszona proliferacja komorek, przebudowa macierzy
zewnatrzkomorkowe;j®. Procesy te jednak istotnie roznig sie od siebie na poziomie
regulacji, gdzie w kontekscie nowotworéw to czynniki wydzielane przez komorki
nowotworowe (czynniki wzrostu, proangiogenne, zapalne) zaczynajga przewaza¢ w miar¢
rozwoju choroby prowadzagc tym samym do zakldcenia balansu pomigdzy
przeciwnowotworowymi a pronowotworowymi wilasciwosciami komorek uktadu

odporno$ciowego i stworzenia warunkéw sprzyjajacych przerzutowaniu®®,

Witamina D3 znana jest z wlasciwosci immunomodulujgcych, szeroko opisywany jest
takze jej wplyw na zmniejszanie ryzyka zachorowania na wiele typoéw nowotworow
w tym raka gruczotlu sutkowego. Ponadto istnieje wiele badan dotyczacych
mechanizméw jej przeciwnowotworowych wiasciwosci®®. Jednakze, w badaniach
przeprowadzonych w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej
w Instytucie Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im.
Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu (IITD PAN) — wykazano, ze kalcytriol (aktywna
forma witaminy Ds3) i jego analogi (PRI-2191 oraz PRI-2205) wzmagajg proces
przerzutowania w mysim modelu raka gruczotu sutkowego 4T1 jednoczesnie nie

wplywajac na kinetyke wzrostu guzal®. Obserwacje te dotyczyty myszy mtodych (6-8
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tygodniowych), podczas gdy u myszy starych poddanych owariektomii (model
pomenopauzalny) obserwowano efekt przeciwprzerzutowy kalcytriolu i jego analogow
stosowanych od 7 dnia po wszczepieniu komorek nowotworowych!t. Wykazano zwiazek
tych zaleznosci od wzrostu poziomu biatka osteopontyny (OPN) w guzie myszy mlodych
oraz aktywacji odpowiedzi Th17 pod wplywem traktowania badanymi zwigzkami®*?,
Brak wrazliwosci na przeciwproliferacyjng aktywnos¢ kalcytriolu komoérek linii 4T1 (in
vitro oraz in vivo!®) oraz idacy za tym prawdopodobnie udziat innych komérek
mikro$rodowiska guza w procesie wzmagania wlasciwosci przerzutowych w tym modelu
raka gruczotu sutkowego, sklonit do przeprowadzenia dalszych badan nad wplywem
witaminy D3 na komoérki uktadu odpornosciowego w celu oceny ich roli w procesie

rozwoju nowotworu. Wyniki przedstawione w ramach niniejszej pracy skupiajg si¢ na

charakterystyce makrofagéw zwigzanych z rakiem gruczotu sutkowego.
1.1. Makrofagi towarzyszace nowotworom

Makrofagi sa komoérkami, ktére pelnig funkcje m.in. w zapewnianiu homeostazy
tkankowej, obronie przeciw drobnoustrojom czy gojeniu si¢ ran'?. Makrofagi naleza do
grupy komorek uktadu odpornosciowego prezentujacych antygen (APC; ang. antigen
presenting cells), ktére na swojej powierzchni wykazujg obecno$¢ wielu molekut
umozliwiajacych ich klasyfikacje ze wzgledu na petnione funkcje w S$rodowisku,
w ktorym w danej chwili si¢ znajduja (tkankowo specyficzne, glownie pro- lub
przeciwzaplane lub tez spolaryzowane klasycznie i alternatywnie, aktywowane
odpowiednio przez interferon y (INF-y)/lipopolisacharyd (LPS) lub IL-4/IL-10 (IL —
interleukina). Sa komorkami fagocytujacymi, ktoére pochodza m.in. z monocytéw
obwodowych krazacych we krwi, te za$ pochodzg z progenitorow szpikowych linii
mieloidalnej. W procesie mielopoezy z komorek progenitorowych MDP (ang.
macrophage dendritic precursor) powstaja pro-monocyty, ktore we krwi przeksztatcajg
si¢ w monocyty LY6C'™" (ang. lymphocyte antigen 6 complex, locus C1) dajace poczatek
makrofagom alternatywnym, odpowiedzialnym za procesy naprawcze $rodbtonka lub
LY6CM9" przenikajace do miejsc stanu zapalnego (przeksztalcajace si¢ w makrofagi
0 charakterystyce prozapalnej). LY6C sa markerami monocytow mysich, podczas gdy
u ludzi odpowiednikiem komoérek LYBC"I" i LYBC'Y s3 odpowiednio monocyty
CD14**CD16 i CD14"CD16** 3. W 2000 roku Millis i wsp. zaproponowali podziat
makrofagdéw na subpopulacje M1 i M2 zgodnie z nomenklaturg odpowiadajacg aktywacji
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populacji limfocytow T pomocniczych 1 oraz 2 (Thl i Th2). Zaobserwowali oni, ze
makrofagi pochodzace z organizmu myszy szczepu C57BL/6 (Srodowiska limfocytow
Th1l produkujacych gtownie INF-y) wydzielaja wigcej tlenku azotu (NO; ang. nitric
oxide) w poréwnaniu do makrofagbw pochodzacych od myszy szczepu BALB/c

($rodowiska limfocytow Th2 produkujacych gtownie IL-4)%,

Makrofagi wystepujace W mikrosrodowisku nowotworu nazywane sg
makrofagami  towarzyszgcymi nowotworom (TAMSs; ang. tumor-associated
macrophages), pochodzacymi z populacji makrofagéw rezydualnych lub rekrutowanych
z monocytow z krwi obwodowej'®. Czynnikami, rekrutujagcymi monocyty w miejsce guza
pierwotnego sa m.in. chemokiny CCL2 czy CCLS5 lub cytokina CSF-1 (ang. colony
stimulating factor-1). Nastepnie komorki te réznicujg si¢ pod wptywem mieszaniny
czynnikow obecnych w tkance guza w makrofagi klasyfikowane do dwoch
podstawowych subpopulacji: M1 oraz M2, w tym kontekscie opisywanych jako pro- lub

przeciwnowotworowe?®,

Makrofagi o polaryzacji M1 wykazuja funkcje przeciwnowotworowe. Odrdzniaja
one komoérke zdrowa od komorki zmienionej nowotworowo i niszcza ja. Istnieje kilka
mechanizmow, poprzez ktoére makrofagi dziataja niszczaco na komorki nowotworowe.
Jednym z nich jest wydzielanie zwigkszonej ilosci reaktywnych form tlenu (ROS; ang.
reactive oxygene species) lub NO, ktore majg bezposredni wptyw cytotoksyczny na
komorki. Kolejnym z mechanizméw jest fagocytoza komorkowa zalezna od przeciwciat
(ADCP; ang. antibody dependent cellular phagocytosis), ktora dotyczy rozpoznania
specyficznych przeciwcial na powierzchni komorek nowotworowych, aktywacji
receptorow FcyR makrofagow i nastepnie fagocytozy zmienionej komorkil’28,
Makrofagi takze aktywuja inne komorki uktadu odpornosciowego znajdujace si¢ w ich
otoczeniu do aktywnosci cytotoksycznych np. limfocyty T, komorki NK (ang. natural
killer cells)!®. Immunofenotyp charakteryzujacy populacje komoérek M1 zaktada
obecno$¢ na ich powierzchni m.in. markerow takich jak: antygeny zgodnosci tkankowej
klasy 1l (MHCII; ang. major histocompatibility complex 11), CD80, CD86 (CD; ang.
cluster of differentiation) (Ryc. 1). Czynnikami wydzielanymi przez te komorki sg
glownie czynniki prozapalne: IL-12, IL-1, IL-6, IL-23, interferony?’. R6znicuja sie one
w guzie z monocytdw klasycznych CD147CD16°, ktore zrekrutowane do zrebu guza
poprzez czynniki chemotaktyczne po przejsciu przez $sroédbtonek naczyn polaryzuja

w  komorki typu M1 pod wplywem INF-y lub LPS?:. W proces polaryzacji
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zaangazowana jest m.in. Sciezka sygnatowa JAK-STATL. Szereg fosforylacji kinaz
(aktywowany czasteczkg LPS receptor TLR4 (ang. toll-like receptor) lub receptor dla
INF-y - INFyR) zaangazowanych w ten mechanizm prowadzi do wigzania czynnikow
transkrypcyjnych STAT1 lub IRF5 w miejscach promotorowych genéw kodujacych
m.in. NOS2, MHCII czy IL-12 prowadzac do aktywacji ich transkrypcji??. Jednakze,
pomimo szeroko opisywanych przeciwnowotworowych funkcji makrofagow M1 moga
one takze przyczynia¢ si¢ do promowania wzrostu guzow. Tlenek azotu, reaktywne
formy tlenu moga wptywacé na niestabilnos$¢ genetyczng komorek, co wigcej wydzielana
przez nie w duzych ilosciach IL-6 oraz czynnik martwicy nowotworéw (TNFa; ang.
tumor necrosis factor o) wykazujg aktywnos¢ stymulujacag komorki nowotworowe do

proliferacji, s takze czynnikami proangiogennymi?!?3,

TAMs utozsamiane s3 gléwnie z klasg makrofagéw M2. Wykazuja one
wlasciwosci pronowotworowe. Cechami charakterystycznymi dla tej grupy makrofagow
jest niski poziom MHCII na ich powierzchni, zas wysoki markerow, takich jak: CD206,
CD204, CD163, czy podwyzszony poziom arginazy 1 (Arg-1) (Ryc. 1)%. Profil
wydzielanych przez te Kkomorki czynnikow sklada si¢ glownie z cytokin
przeciwzapalnych np. IL-10, transformujacego czynnika wzrostu B (TGFp; ang.
transforming growth factor f)?. Bardzo czesto wydzielaja takze czynniki wspierajace
proces angiogenezy, czy czasteczki zwigzane z przeksztalcaniem macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ECM; ang. extracellular matrix): czynnik wzrostu srédbtonka
naczyniowego (VEGF; ang. vascular endothelial growth factor), TGFp, naskorkowy
czynnik wzrostu (EGF; ang. epidermal growth factor), metaloproteinaza 9 (MMP-9)2,
Sciezka sygnatowa aktywowana w procesie polaryzacji M2 jest gtéwnie JAK-STAT6 lub
STAT3, PPARy oraz C/EBPB?. W 2004 roku Mentovani i wsp. wyodrebnili takze
podgrupy makrofagow klasy M2: M2a, M2b, M2c oraz M2d. M2a aktywowane przez
IL-4 posiadajg wlasciwos$ci profibrotyczne i aktywujg odpowiedz Th2: M2b aktywowane
przez agonistow receptorow TLR lub IL-1R - petnig funkcje immunoregulatorowe i takze
aktywujg odpowiedz Th2; M2c aktywowane przez IL-10 zwigzane sa z immunosupres;ja,
naprawg tkanek i reorganizacja ECM; M2d aktywowane przez IL-6 uwazane sg za te

zwiazane z neowaskularyzacja i indukcja proceséw przerzutowania?’.
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- INF-y IL-4 (M2a)
Aktywacja: LPS M-CSF IL-10 (M2c)
D) = (O} = (@
F4/80 CD163
Markery MHCII CD14 CD204
powierzchniowe: CDS80 CD11b CD200R (M2a)
CD44

LPS ang. lipopolysaccharide — lipopolisacharyd; TNF-a ang. tumor necrosis factor o. —
czynnik martwicy nowotworow o; IL — interleukina; CD ang. cluster of differentiation —
antygen roznicowania komorkowego; M-CSF ang. macrophage colony-stimulating
Jfactor — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow

Rycina 1. Bialka powierzchniowe uzyte w ramach niniejszej pracy do charakterystyki makrofagow oraz
czgsteczki stymulujgce do roznicowania w kierunku poszczegélnych subpobulacji makrofagow. Opracowanie
wlasne na podstawie 2,

1.1.1. Rola TAMs w progresji nowotworéw

Warunki sprzyjajace obecnosci TAMs w guzach nowotworowych to, m.in.
hipoksja, procesy zwigzane z wildknieniem i chronicznym stanem zapalnym?®3!.
Hipoksja, ktora czesto wystgpuje w obrebie guzéw nowotworowych jest jednym
z czynnikow indukujacych produkcje chemokin przez komoérki nowotworowe, czy
komorki zrebu guza, ktore rekrutuja w ten sposéb monocyty/makrofagi®l. Ponadto
czynnik HIF1a (ang. hypoxia-inducible factor 1) jest jedna z czasteczek promujacych
obecno$¢ TAMs w guzie i ich polaryzacj¢ w kierunku M2. Proces wioknienia w obrgbie
migzszu nowotworu zwigzany jest z aktywacja fibroblastéw towarzyszacych
nowotworom (CAFs, ang. cancer-associated fibroblasts) i zmianami w organizacji ECM.
Aktywowane CAFs znajdujace si¢ w tym Srodowisku wydzielaja cytokiny
i chemoatraktanty m.in. IL-6, CSF-1, VEGF, CCL2, CCL5, ktore takze sprzyjaja
pojawianiu si¢ alternatywnych makrofagow w zrgbie guza. Ponadto proces widknienia
zwigzany jest ze zwigkszong obecnoscig czgsteczek takich jak fibronektyna czy kwas
hialuronowy, ktore sg czasteczkami rekrutujacymi i wplywajacymi na polaryzacje
makrofagéw. Przyktadowo nadekspresja fibronektyny 1 (kodowanej przez gen Fnl)
w ptaskonabtonkowym raku glowy 1 szyi wigze si¢ z polaryzacja makrofagow
w kierunku M2%2, a sama zmiana struktury i zwigkszenie gestosci kolagenowej w guzie

moze sprzyja¢ pronowotworowej polaryzacji makrofagow®,
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TAMs oraz komorki nowotworowe wzajemnie oddzialujg na siebie w sposob
bezposredni (kontakt komorka-komorka) lub poprzez czynniki wydzielane do swojego
otoczenia. Makrofagi wzmagaja progresj¢ choroby nowotworowej, m.in. przez
wydzielanie czynnikow mutagennych, jak czynniki wzrostu czy czynniki prozapalne
(TNF, INF-y czy IL-6), ktore indukujg aktywacje¢ czynnikow transkrypcyjnych STAT3
czy NF-xB stymulujacych proliferacje i1 aktywujacych nowotworowe komorki
macierzyste (CSC; ang. cancer stem cells)®****. Dodatkowo wplywaja na sktad innych
komorek uktadu odporno$ciowego znajdujacych si¢ w zrgbie guza. Gtéwnie obnizaja
proliferacje¢ 1 migracje¢ limfocytow T cytotoksycznych, a promujg obecnos¢ komorek
T regulatorowych poprzez wydzielanie prostaglanyny 2 (PGEZ2; ang. prostaglandin E2)
lub chemokin CXCL12/ CCL22 czy TGFB*®. TAMs posiadaja na swojej powierzchni
takze szereg receptorow hamujacych aktywnos¢ limfocytow, takich jak: PD-L1, PD-L2,
CD80 czy CD86*'.

TAMs zaangazowane s3 takze w promowanie procesu angiogenezy, ktory
stymulowany jest gtownie stanem hipoksji w guzie. Makrofagi zrekrutowane gradientem
chemokin do miejsc o niedostatecznej zawartosci tlenu zostajg w tym miejscu i zasiedlaja
jet®. Czynnikiem stymulujagcym TAMs do wydzielania czynnikéw proangiogennych jest
m.in. HIF-1a, ktory jest jednym z induktorow mRNA Vegf w tych komorkach, ktore
poprzez wydzielanie VEGF przyczyniaja si¢ do szybkiego i nieregularnego wzrostu
naczyn krwiono$nych®*%. Ponadto metaloproteinazy wydzielane przez makrofagi
(gtownie MMP-9) korelujg ze zwigkszong waskularyzacja w guzie 1 promowaniem
wzrostu guzéw’. Innymi czynnikami wydzielanymi przez makrofagi sg interleukiny
prozapalne IL-1 oraz IL-6, ktore dodatkowo napedzaja produkcje czynnikoéw

proangiogennych w mikrosrodowisku guza*'#2,

Proces przerzutowania sklada si¢ z kilku etapéw: tworzenia niszy
premetastatycznej, przenikania komorek nowotworowych do nowopowstatych w guzie
naczyn krwionos$nych (na drodze przej$cia nablonkowo-mezenchymalnego) i ich
przetrwania do momentu przeniknigcia do odleglych od guza pierwotnego tkanek
I kolonizacji tych miejsc. TAMs biorg udziat w niemal wszystkich tych procesach,
poczawszy od uzyskania przez komorki nowotworowe cech sprzyjajacych obnizeniu ich
wlasciwosci adhezyjnych. Liczne badania dowodza, iz komorki nowotworowe hodowane
w obecnosci TAMs posiadaja obnizony poziom biatka adhezji komdrkowej E-kadheryny,

przy zwickszone] obecno$ci Dbialek zwigzanych z  fenotypem = komorek
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mezenchymalnych: N-kadheryny czy Snail*®. Regulacja tego procesu odbywa sic za
posrednictwem S$ciezek sygnatowych PI3K/AKT lub Wnt/B-katenina aktywowanych
przez czynniki wydzielane przez makrofagi, gtéwnie IL-1B, IL-8, TNFa czy TGFp 444

Kolejnym elementem procesu przerzutowania jest przebudowa macierzy
zewnatrzkomorkowej, w ktorej biorg udzial metaloproteinazy, proteazy serynowe czy
katepsyny wydzielane przez TAMSs, umozliwiajgca w konsekwencji proces intrawazacji
komorek nowotworowych do $wiatta naczynia krwiono$nego. Zwigkszong ruchliwos¢
komérek moze powodowaé EGF*, ktérego sekrecja przez komoérki TAMs zwieksza sig
pod wptywem wydzielanego przez komodrki nowotworowe CSF-1. Zaobserwowano, iz
zahamowanie tych czynnikow wplyneto na obnizenie wlasciwosci migracyjnych
zarobwno W przypadku TAMs, jak i komérek nowotworowych oraz obnizylo liczbe
krazacych komoérek nowotworowych (CTCs; ang. circulating tumor cells). Dodatkowo
bezposredni kontakt makrofaga z komodrka nowotworowa uaktywnia szlaki sygnatowe
zwigzane z biatlkiem RhoA, co w konsekwencji prowadzi do formowania
inwadopodiow*® utatwiajacych przenikanie przez $rodbtonek naczyn krwiono$nych.
CTCs w krwiobiegu muszg przezy¢ niewychwycone przez uklad odpornosciowy.
Komorki nowotworowe posiadajace cechy komorek macierzystych (zwigkszony na ich
powierzchni poziom czasteczki CD44 oraz czasteczki adhezji komodrek nabtonkowych
(EpCAM; ang. epithelial cell adhesion molecule), CD34) czesto przemieszczajg si¢
w krwiobiegu w obecnosci ptytek krwi okalajacych i chronigcych je przed wychwytem
m.in. przez komorki NK*0, Istnieje takze kilka doniesien odno$nie wystepowania
komorek hybrydowych w krwiobiegu, wykazujacych fenotyp -charakterystyczny
zaréowno dla makrofagow, jak i komoérek nowotworowych (CD163*EpCAM*)®L%2,
Dodatkowo na zywotno$¢ CTCs w krwioobiegu wplywaja autokrynnie cytokiny
wydzielane przez te komorki, lub komorki uktadu odpornosciowego znajdujace si¢ w ich
otoczeniu: IL-6, IL-8, IL-10 oraz czynnik TGFp, ktore hamuja proces apoptozy poprzez
aktywacje szlaku PI3K/Akt i podwyzszanie poziomu cykliny Al w komorkach®354,
Wykazano takze, ze makrofagi pelnig bardzo wazna funkcj¢ w ekstrawazacji komorek
nowotworowych do odlegtych tkanek m.in. ptuc. Obnizenie poziomu wynaczynienia
komoérek nowotworowych korelowato z usunieciem makrofagow CD11b™ z uktadu

doswiadczalnego, co w konsekwencji skutkowato obnizeniem obecnoéci przerzutow>.

W roku 1889 powstala opisana przez Pageta teoria ziarna (komorki

nowotworowe) i gleby (nisza premetastatyczna) ang. ,,Seed and soil”. Nisza
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premetastatyczng okreslamy $srodowisko odlegte od miejsca guza pierwotnego, ktore
sprzyja zasiedleniu si¢ i proliferacji komoérek nowotworowych. Jednym z mechanizmow
jego tworzenia jest rekrutacja komodrek wywodzacych si¢ ze szpiku kostnego pod
wplywem czynnikow wydzielanych, m.in. przez komorki zrgbu guza, takich jak:
egzosomy, TNF, VEGF, TGFp, SDF-1. Rekrutowanymi komoérkami sg m.in. progenitory
szpikowe VEGFR1*, komorki linii mieloidalnej CD11b*, ktore odpowiedzialne sg za
tworzenie niszy premetastatycznej®®>’. Dodatkowo makrofagi spolaryzowane pod
wplywem czynnikow wydzielanych przez komorki nowotworowe przedostajace si¢ do
krwioobiegu i zasiedlajagce miejsca powstawania wtornych ognisk przerzutowych
wydzielajg czynniki odpowiedzialne za przebudowe macierzy zewngtrzkomorkowej,
chemokiny ktore indukuja naptyw CTCs oraz czynniki zwigzane z aktywacja ich adhez;ji

do érédblonka i proliferacji w nowo zasiedlonym miejscu®®.

1.1.2. Makrofagi jako cel molekularny w terapii przeciwnowotworowej

Obecnie stosowane schematy leczenia skupiaja si¢ gltoéwnie na komorkach
nowotworowych, jednakze coraz wigksza wiedza na temat wspotoddziatywan migdzy
sktadowymi mikrosrodowiska guza w procesach przerzutowania sklania do
podejmowania strategii ukierunkowanych na komoérki uktadu odpornosciowego, w tym
gléwnie TAMS. Biorg one udziat w wielu procesach zwigzanych z progresja choroby
nowotworowej, podlegaja procesom regulacji pod wptywem specyficznych czynnikoéw

co czyni je atrakcyjnym celem terapii.

Jednym z podejs¢ terapeutycznych jest zahamowanie proliferacji TAMs.
Zwiazkiem cytotoksycznym, ktorego dziatanie oprocz aktywnosci przeciwproliferayjnej
wobec komorek nowotworowych odnotowano takze w przypadku TAMs jest
trabektedyna®®. Wykazano, iz selektywnie obniza poziom monocytéw we Krwi oraz
Sledzionie myszy C57BL/6J obarczonych rdznymi typami nowotwordw, poprzez
mechanizm zwigzany z indukcja procesu apoptozy zaleznej od aktywacji receptora
TRAIL. Obniza takze produkcje cytokin sprzyjajacych przerzutowaniu: CCL2, IL-6 oraz
VEGF. Kolejnym przyktadem jest analog trabektedyny — lurbinektedyna, ktory takze
obniza liczbe makrofagéw we krwi oraz mikroérodowisku nowotworu®®. Poniewaz oba
zwigzki dzialaja na kazda z populacji makrofagow (nie tylko te o polaryzacji
pronowotworowej) nowg strategia jest poszukiwanie zwigzkow selektywnie dziatajagcych

wobec populacji makrofagébw TAMs. Obiecujacym podejSciem jest zastosowanie
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peptydu M2pep — czasteczki selektywnie wigzacej si¢ do komorek M2 i dziatajgcej
cytotoksycznie wobec tej klasy makrofagdw bez wptywu na makrofagi M1 w modelu

przedklinicznym®?,

Poniewaz polaryzacja makrofagow M1/M2 jest bardzo waznym procesem
stanowigcym o progresji choroby nowotworowej stosuje si¢ strategie majace na celu
zmian¢ ukierunkowania makrofagow z M2 na MI1. Zastosowanie w tym kontekscie
znalazt zwigzek z grupy bisfosfonianow — kwas zoledronowy. Wykazano jego role
W modulowaniu fenotypu makrofagéw poprzez zahamowanie produkcji czynnikow
charakterystycznych dla makrofagéw M2, takich jak: 1L-10, VEGF, MMP-9, przy
jednoczesnym zwigkszeniu ekspresji indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS; ang.
inducible nitric oxide synthase)®2. Ponadto kwas zoledronowy hamowat rekrutacje TAMs
do mikrosrodowiska guza®®. Innym zwigzkiem wplywajacym na polaryzacje
makrofagdéw jest czasteczka CP-870,893. Jest to agonista receptora CD40, ktory jest

obecny m.in. na makrofagach i odpowiada za aktywacje odpowiedzi zapalnej, ktora

charakterystyczna jest dla klasy makrofagow M1,

Stosowanie zwiagzkéw hamujacych infiltracj¢ makrofagéw zaréwno w otoczenie
guza, jak 1 do nisz premetastatycznych jest kolejng strategia przeciwprzerzutowaq.
Najwazniejszymi czynnikami chemotaktycznymi dla makrofagéw sa CSF-1 oraz CCL2,
ktore staty si¢ glownymi celami tego rodzaju terapii. Gtownie stosuje si¢ inhibitory lub
przeciwciala blokujace receptory dla tych czasteczek (CCR2, CSF-1R). Przyktadem

przeciwciat hamujgcych aktywacje CSF-1R s3 emactuzumab® czy pexidartinib®®.

1.2. Rak gruczolu sutkowego i towarzyszace mu makrofagi

1.2.1. Epidemiologia raka gruczotu sutkowego

Rak gruczotu sutkowego (potocznie — rak piersi) jest najczesciej wystepujacym
nowotworem wsrdd kobiet 1 stanowi 24,5% wszystkich przypadkéw nowotworéw na
swiecie. Ponadto w 2020 roku stal si¢ wiodgca przyczyng zachorowan na nowotwory
stanowiac 11,7% wszystkich przypadkéw. Wedlug statystyk Swiatowej Organizacji
Zdrowia w 2020 roku zdiagnozowano az 2,3 miliona nowych przypadkow i odnotowano
685 000 zgondéw z powodu tego typu nowotworu (co stanowi pigte miejsce pod
wzgledem przyczyn $mierci w wyniku choroby nowotworowej — 6,9 %)%’. W Polsce

w 2020 roku wedlug bazy danych GLOBOCAN odnotowano 24 644 nowych
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zachorowan na raka gruczotu sutkowego (24,2% wszystkich nowotworow), a liczba

zgonow w konsekwencji choroby wynosita 8 805 (16,3%) (Ryc. 2).

Szacowana liczba nowych zachorowan na nowotwor wsrod kobiet  Szacowana liczba zgondéw z powodu nowotwordow wsrod kobiet
w Polsce w 2020 roku w Polsce w 2020 roku

Pluco
o 083 (18.5%)

Pier§
24 644 (24,2 %)

Inne
33 524 (32.9%)

Jelito
11232 (11%)
Tarczyca

3250 (3.2%) .
Szyjka macicy Szyjka macicy
3862 (3.8%) 2137 (4%) .
Jajnik Phico Macica Jelito
4 669 (4.696) 10 757 (10.69%) 2195 (4.1%)
Macica Trzustka Jajnik

9869 (9.7%) 2923 (54%) 3131(58%)

Inne
18 456 (34.1%)

Piers
8 805 (16,3%)

6448 (11.9%)

Ogolem : 101 807 Ogolem : 54 074

Rycina 2. Epidemiologia raka gruczolu sutkowego w Polsce. Dane zaczerpniete ze strony Swiatowej Organizacji
Zdrowia - bazy danych GLOBOCAN.

1.2.2. Klasyfikacja rakow gruczolu sutkowego

W analizie histopatologicznej raka gruczotu sutkowego ocenie poddaje sie¢ takie
parametry jak: typ histologiczny raka, stopien zlosliwosci, stopien zaawansowania
wedtug klasyfikacji TNM, naciek komorek nowotworowych do naczyn okotoguzowych.
Dodatkowo ocenie poddaje si¢ takze obecno$¢ i poziom receptora progesteronowego
(PR), estrogenowego (ER), a takze receptora ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu

2 (HER-2) oraz wyznacza si¢ indeks proliferacji Ki67%,

Podzial ze wzgledu na typ histologiczny obejmuje dwie gldwne grupy rakow:
przedinwazyjny, tzw. nablonkowe zmiany prekursorowe, ktore stanowig 15-30%
wszystkich zachorowan (rak przewodowy in situ — DCIS (tac. ductal carcinoma in situ),
badz zrazikowy in situ — LCIS (tac. lobular carcinoma in situ) oraz inwazyjny (m.in. NST
— bez specjalnego typu (ang. invasive carcinoma of no special type); rak przewodowy,

zrazikowy, cewkowy, §luzowy, rdzeniasty, brodawkowaty, metaplastyczny)®®,

Klasyfikacja TNM pozwala okreslic wielko$¢ guza pierwotnego (T-tumor),
obecno$¢ przerzutow w weztach chlonnych (N-node) oraz obecno$¢ przerzutow
w narzgdach odlegtych (M-metastasis). Do analizy stopnia zaawansowania uzywa si¢
takze cechy G jako oceny stopnia ztosliwosci (1-3). G1 — rak wysokozroéznicowany

0 niskim stopniu ztosliwosci; G2 — rak niskozréznicowany o posrednim stopniu
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ztosliwosci oraz G3 — rak niskozroznicowany, ktory charakteryzuje si¢ wysokim

stopniem ztosliwosci®®.

Dodatkowo raki gruczotu sutkowego mozna podzieli¢ na podstawie klasyfikacji
molekularnej, dzigki ocenie immunohistochemicznej (IHC; ang. immunohistochemistry)
markeréow takich jak: ER; PR; HER-2 oraz Ki67. Wyrdzniamy cztery podstawowe
podtypy molekularne raka gruczotu sutkowego: luminalny A, luminalny B, HER-2
dodatni — nieluminalny oraz podstawny (trojujemny; TNBC, ang. triple negative breast
cancer). Rak o podtypie luminalnym A charakteryzuje si¢ niskim wspotczynnikiem Ki67
oraz brakiem nadekspresji HER-2. Dodatkowo wykazuje ekspresj¢ receptora ER oraz
PR. Podtyp luminalny B wykazuje ekspresj¢ ER nizszg niz podtyp luminalny A, przy
wyzszym indeksie proliferacji — Ki67. Moze wykazywac¢ ekspresj¢ PR i/lub amplifikacje
HER-2. W przypadku podtypu HER-2 dodatniego (nieluminalnego) obserwuje sig¢
wysoki poziom biatka HER-2 przy jednoczesnym braku ER oraz PR. Natomiast, cecha
charakterystyczng TNBC jest brak receptoréw ER, PR oraz brak nadekspresji i/lub
ampifikacji genu HER2%8,

1.2.3. Czynniki zwigkszajace ryzyko zachorowania na raka gruczolu sutkowego

Glownym czynnikiem ryzyka zachorowania na raka gruczotu sutkowego jest
pte¢. W 99% przypadkéw choroba ta dotyka kobiet, podczas gdy tylko 1% stanowia
przypadki zachorowan wérod mezczyzn’®. Kolejnym czynnikiem ryzyka jest wiek.
Choroba ta dotyczy gtownie kobiet powyzej 50. roku zycia, chociaz coraz czescie]
odnotowuje si¢ przypadki raka piersi wsrod kobiet mlodszych, dla ktérych czesto
obserwuje si¢ wyzszy stopien zaawansowania choroby, nadekspresje receptora HER-2
czy wystepowanie podtypu potrdjnie ujemnego’. Dodatkowo wykazano, iz wérdd kobiet
w tym samym wieku w okresie okotomenopauzalnym, osoby po menopauzie
W pordéwnaniu do kobiet bedacych jeszcze przed menopauza charakteryzowaly si¢
nizszym ryzykiem zachorowania na raka gruczotu sutkowego. Ponadto, czynnikiem
ryzyka w tym badaniu byt wysoki wskaznik BMI (ang. body mass index). U kobiet przed
menopauzg obnizal, podczas gdy u kobiet po menopauzie zwigkszal ryzyko

zachorowania’?.

Czynniki ryzyka zwigzane ze zmianami genetycznymi stanowig 5-10%"3
I najczesciej zwigzane sg z mutacjami w genach supresorowych BRCAL oraz BRCA2.

Nosicielstwo tych mutacji zwigksza ryzyko zachorowania na raka gruczolu sutkowego
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dziesieciokrotnie. Dodatkowo mutacja w genie BRCAL koreluje z wystepowaniem
potrdjnie ujemnego raka gruczotu sutkowego, podczas gdy dla genu BRCA2 wiaze si¢
Z wystepowaniem raka ER*"*. Innymi czynnikami predysponujacymi do zachorowania

na raka gruczotu sutkowego sa mutacje w genach TP53 czy PTEN>76,

Waznym czynnikiem ryzyka jest takze otylo$¢. Wykazano, ze wsrdd kobiet
otylych przed menopauza zmniejsza si¢ ryzyko wystapienia hormonozaleznego typu
nowotworu’’. Jednakze w innych badaniach wysoki wskaznik BMI korelowat
Z wystapieniem potrdjnie ujemnego typu nowotworu’®. Otytos¢ sprzyja procesom
nowotworzenia, poniewaz tkanka tluszczowa jest zrddlem wielu czynnikow
stymulujacych odpowiedz uktadu odpornosciowego tj. chemokin, cytokin czy czynnikéw
proangiogennych’. Nadmierna ilo$¢ tkanki tluszczowej poglebia stan hipoksji
zwigkszajac wydzielanie VEGF oraz leptyny przy jednoczesnym obnizeniu dziatajacej
przeciwangiogennie adiponektyny®. Ponadto czynniki wydzielane przez adipocyty
(leptyna czy CCL2) rozwijaja lokalny stan zapalny poprzez aktywacj¢ $ciezki NF-«B,
w znajdujacych si¢ w tym otoczeniu makrofagach, i promowanie wydzielania przez
makrofagi glownie IL-6, TNFa, INF-y®°. Cytokiny zapalne maja wptyw na zahamowanie
procesu apoptozy, wzmozenie proliferacji komorek nowotworowych, co w konsekwencji
przeklada sie takze na ich zwigkszong zdolno$¢ do inwazji i przerzutowania®l. Ponadto
chroniczny stan zapalny jest jednym z czynnikdéw ryzyka zachorowania na raka gruczotu
sutkowego®2. Markerem stanu zapalnego w badaniach klinicznych jest glownie biatko
C- reaktywne (CRP), ktorego poziom oznaczany jest w osoczu®®. W meta-analizie
danych wykazano korelacj¢ pomigdzy wysokim poziomem CRP a zwigkszonym
ryzykiem zachorowania na raka piersi®*. Dodatkowo Visser i wsp. wykazali ze
podwyzszony poziom CRP zwigzany byt w 20,2% przypadkow z otytoscig wsrdd kobiet
w $rednim wieku w poréwnaniu do 4,8% przypadkow wérod kobiet z waga prawidtowa®.
W innych badaniach dowiedziono, i1z wysoki poziom CRP korelowatl ze zwigkszonym
ryzykiem zachorowania na raka gruczolu sutkowego, a jednocze$nie wysoki poziom
leptyny wigzal si¢ z obnizeniem ryzyka. Ponadto w grupie kobiet przed menopauza
wysoki poziom TNFa zwigkszal ryzyko zachorowania, a wysoki poziom leptyny
korelowal z jego obnizeniem®. Wysoka gestoé¢ mammograficzna piersi jest takze
jednym z waznych czynnikow ryzyka®’. Wykazano, iz enzym cyklooksygenaza 2
(COX-2; ang. cyclooxygenase 2), ktory jest gldéwnym czynnikiem indukujacym

chroniczny stan zapalny poprzez syntez¢ prostaglandyn, korelowal ze zwiekszong
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gesto$cia mammograficzna oraz zwiekszonym depozytem kolagenu w tkankach®,
W  mikrosrodowisku raka gruczolu sutkowego wykazano takze korelacje ze
zwiekszonym depozytem kolagenu a obecno$cig makrofagow CD163™ oraz wysokim

poziomem COX-2 w zrebie guza®.

Innymi czynnikami ryzyka zachorowania na raka gruczotu sutkowego sa: nisko
zroznicowana, bogata w tluszcze odzwierzece dieta, spozywanie alkoholu, palenie

papieroséw, promieniowanie jonizujace® %,

1.2.4. Makrofagi, jako czynnik sprzyjajacy rozwojowi raka gruczolu sutkowego

W przypadku raka gruczotu sutkowego obecno$¢ TAMs w obrebie guza wigze si¢
z gorszymi rokowaniami. Dodatkowo, wysoki poziom TAMs koreluje z tréjujemnym
typem raka i wysokim stopniem zlo$liwoéci®. Najczeéciej stosowanym markerem
pozwalajacym zidentyfikowa¢ w tkance obecno$¢ TAMs w analizie IHC jest czaseczka
CD68. Wykazano, iz naplyw makrofagow CD68" koreluje z wigkszymi wymiarami
guzow, wyzszym stopniem zto§liwosci, przerzutami do weztow chtonnych oraz naczyn
krwiono$nych, krotszym czasem przezycia wolnego od progresji choroby oraz przezycia
calkowitego chorych na raka gruczotu sutkowego®®. Ponadto obecno$é makrofagow
CD68" i korelacja z gorszymi parametrami klinicznymi oraz wyzszym ryzykiem
wystgpienia przerzutow odleglych byta charakterystyczna dla grupy pacjentek ze
zdiagnozowanym trojujemnym rakiem®®, a takze grupy pacjentek o podtypie raka ER*%,
Jednakze obserwowano réwniez korelacje pomiedzy wystepowaniem makrofagéw
CD68" a pozytywnymi rokowaniami wyrazonymi w przezyciu wolnym od nawrotow

choroby®,

Marker CD163 jest takze bardzo czesto stosowany w badaniach klinicznych jako

czasteczka charakterystyczna dla makrofagéw klasy M210497

. Obserwuje sig, iz
infiltracja makrofagdéw CD163" koreluje z gorsza charakterystykg kliniczng pacjentek
oraz, tak jak w przypadku makrofagéw CD68", zalezy od podtypu nowotworu — dotyczy
glownie tréjujemnego raka oraz HER-2* 997102103 VWykazano takze, iz obecnos¢
makrofagéw CD11c* w zrebie guza korelowata z wiekszymi wymiarami guzow'®,
Innymi stosowanymi markerami makrofagéw w raku gruczotu sutkowego sa CD2041%
oraz CD206%, jednakze zgromadzone dane wciaz nie sa wystarczajace do zastosowania

ich jako czynnikéw prognostycznych.
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Funkcje jakie pelnia TAMs w raku gruczotu sutkowego zwigzane sg gtownie
Z promowaniem wzrostu guza oraz wzmaganiem procesow przerzutowania. Wykazano,
ze obecno$¢ makrofagoéw CD68'CD163" korelowala z brakiem ekspresji receptordw
ERa oraz PR, a takze wysokim indeksem Ki67. Dodatkowo sprawdzono wptyw mediow
kondycjonowanych znad makrofagow roznicowanych do klas M1 oraz M2
(réznicowanych z monocytow krwi obwodowej zdrowych ochotnikéw) na poziom
proliferacji komorek raka gruczotu sutkowego 0 podtypie luminalnym A — T47D.
Wykazano zahamowanie proliferacji tych komoérek oraz obnizenie poziomu Ki67 przy
jednoczesnym obnizeniu poziomu receptora ERa w tych komoérkach!®’, W badaniach nad
wplywem makrofagbw na proliferacje komoérek MDA-MB-231 (ludzki model
inwazyjnego raka gruczotu sutkowego, TNBC) zaobserwowano, ze komorki typu M2
wplynety na zwigkszenie proliferacji komoérek nowotworowych oraz ich zdolnosci
migracyjnych, a takze promowaly wzrost guza w modelu in vivo z uzyciem myszy
szczepu BALB/c!®, Badania z uzyciem mysiego modelu raka gruczotu sutkowego
(model PyMT — myszy transgeniczne posiadajace ekspresje srodkowego antygenu T
wirusa Polyoma, u ktorych rozwija sie rak gruczotu sutkowego przerzutujacy do phucl®
—z nokautem genu Csfl) wykazaty udzial makrofagdw w procesie angiogenezy w guzach
pierwotnych!!®, Ponadto dowiedziono, iz VEGF-A wydzielany przez TAMs, ktore
charakteryzowat wysoki poziom receptora wigzacego angiopoetyne — TIE2, miat istotny
wplyw na proces intrawazacji do okotoguzowych naczyn krwiono$nych i przerzutowania
komorek nowotworowych w mysim modelu PyMT. Zaréwno zablokowanie kinazy
TIE2, jak i jej liganda — angiopoetyny 2 wigzalo si¢ z zahamowaniem tych
procesow!112 Dodatkowo badania grupy Quian i wsp. dowodza udzialu makrofagow
w procesie zasiedlania narzadéw odlegtych. Wykazali oni, ze mechanizm zalezny od
aktywacji $ciezki CCL2-CCR2 w TAMs promowat rekrutowanie makrofagow
0 charakterystyce prozapalnej w miejsce tworzenia niszy premetastatycznej, gdzie
glébwnym czynnikiem aktywujagcym wynaczynienie 1 zasiedlanie komorek

nowotworowych byt VEGF-A!3,

Innym waznym aspektem wptywajacym na promowanie rozwoju raka gruczotu
sutkowego jest obecnos¢ macierzystych komorek nowotworowych. Badania
przeprowadzone z uzyciem ludzkich linii komoérkowych raka gruczolu sutkowego
wykazaty, ze kokultura makrofagow klasy M1 (CD44'/CD24") z komoérkami
nowotworowymi wptywata na zwigkszenie odsetka komorek ALDH1* (ang. aldehyde
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dehydrogenase 1) uzytego w tym badaniu jako marker CSCs. Wykazano, ze proces ten
zwigzany jest z aktywacjg $ciezki Lin-28B-let-7-HMGAZ2 przez wydzielane przez
makrofagi cytokiny prozapalne. Zablokowanie tych $ciezek wigze si¢ z zahamowaniem
wywotanych obecnoscig komorek M1 markeréw CSCs''*. Inne badania dowodza takze
wplywu wydzielanej przez makrofagi IL-8 oraz chemokiny GRO (ang. growth-regulated
oncogene) na powstawanie macierzystych komorek nowotworowych w raku gruczotu

sutkowego. Proces ten zwigzany jest z aktywacija $ciezki JAK/STAT3Y,

Wptyw makrofagéw na mikrosrodowisko raka gruczotu sutkowego jest zwigzany
takze z ich oddzialywaniem na efektorowe komorki uktadu odpornosciowego, w tym
glownie limfocyty T8, Wykazano, iz wydzielana przez komoérki TAMs kinaza
CaMKK?2 (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase) hamuje aktywnos¢
cytotoksyczng limfocytow T w mysim modelu raka gruczotu sutkowego!’. Ponadto
badania in vivo w modelu MMTV-PyMT wykazaty wptyw wydzielanej przez TAMs IL-
10 na zahmowanie proliferacji i aktywacji limfocytow T CD8*. Blokada naptywu TAMs
W otoczenie guza poprzez zastosowanie agonisty receptora CSF1R na ich powierzchni
nie tylko przyczynita si¢ do zwigkszenia populacji limfocytow T CD8" w guzie, ale takze
wplyneta na uwrazliwienie komérek nowotworowych na stosowany w tym badaniu
chemioterapeutyk (paklitaksel)!!8, Ponadto makrofagi w $rodowisku objetym hipoksija,
0 wysokim poziomie czynnika HIF-1a, wykazaly podwyzszong ekspresj¢ liganda
PD- L1 hamujacego aktywacje limfocytow T w badaniach z uzyciem mysiego oraz

ludzkiego modelu raka gruczohu sutkowego®*®.

1.3. Witamina D3

1.3.1. Metabolizm i podstawowe mechanizmy dzialania witaminy D3

Witamina D jest zwigzkiem z grupy sekosteroidow rozpuszczalnych w tluszczach
wystepujacym w dwoch formach: ergokalcyferolu (D2) oraz cholekacyferolu (D3).
Oprocz zywno$ci bogatej w witamine D (np. ryby, produkty mleczne, watroba zwierzgca,
jaja) gtownym zrodiem cholekalcyferolu jest jego synteza w skorze (do 90%), w ktorej z
7-dehydrocholesterolu w wyniku przemian fotochemicznych (promieniowanie UVB —
290 -315 nm) powstaje prewitamina D3z Powstaly w wyniku spontanicznej izomeryzacji
(z prewitaminy D3) cholekalcyferol, transportowany w krwiobiegu w postaci zwigzanej
z biatkiem wigzacym witaming D3 (DBP; ang. vitamin D-binding protein) lub albumina,
ulega w watrobie reakcji hydroksylacji przy weglu C25, katalizowanej przez enzymy
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z rodziny cytochroméw P450 (najwyzsze powinowactwo wykazuje CYP2R1'%%), W ten
sposob powstaty kalcydiol (25(OH)Ds; 25-hydroksycholekalyferol), jako glowny
metabolit witaminy Ds krazacy w organizmie, przedostaje si¢ do nerek i tam ulega
przeksztatceniu przez enzym 1la-hydroksylazg (CYP27B1) do aktywnego biologicznie
metabolitu witaminy Ds- kalcytriolu (1,25(0OH)2Ds; 1,25-dihydroksycholekalcyferol). Za
katabolizm kalcytriolu odpowiada enzym 24-hydroksylaza (CYP24A1) przeksztalcajacy
1,25(0H)2Ds (ale takze 25(0OH)D3'?Y) do 24,25(0H).Ds oraz 1,24,25(0OH)sDs. Poziom
kalcytriolu regulowany jest m.in. przez stezenie jonow wapnia oraz fosforu, parathormon
(PTH), a takze przez ujemne sprz¢zenie zwrotne zwigzane z Samym Kkalcytriolem, ktory

wplywa bezposrednio na aktywacje CYP24A1 i hamowanie CYP27B1%7122,

Stezenie 25(0OH)Ds w osoczu jest glownym markerem uzywanym w ocenie
poziomu witaminy D3 w organizmie. Okres pottrwania klacydiolu, ktory wynosi 2-3
tygodni, jest zdecydowanie dtuzszy w poréwnaniu do 4-6 godzinnego okresu pottrwania
kalcytriolu'?®, Zgodnie z nowelizacja rekomendacji dotyczacych zasad suplementacji
oraz leczenia witaming D z 2018 roku mozemy, w zaleznosci od stezenia 25(OH)D3
W 0S0Czu, wyrdzni¢ nastgpujacy podzial: stezenie toksyczne (>100 ng/mL), st¢zenie
wysokie (>50-100 ng/mL), stezenie optymalne (>30-50 ng/mL), st¢zenie suboptymalne
(>20-30 ng/mL) oraz niedobor znaczny (>10-20 ng/mL)*?4, Instytut Medycyny (Institutes
of Medicine, IOM, amerykanska organizacja pozarzadowa, Waszyngton, USA) oraz
mi¢dzynarodowe Towarzystwo Endokrynologiczne (The Endocrine Society)
uwzgledniajac plejotropowe i1 klasyczne dziatanie witaminy D oraz populacje ogdlng
i chorych przyjelo jako warto$¢ minimalng st¢zenia docelowego witaminy D,
mierzonego jako stezenie 25(0OH)D3, 30 ng/mL, a warto$ci ponizej tego poziomu uznano
za niedostateczne!?. Za prawidlowe stezenie (optymalne) 25(0OH)Ds dla zapewnienia
korzysci zdrowotnych wedlug zalecen dla Europy Srodkowej uznano steZenie

30- 50 ng/mL'?.

Podstawowg funkcjg kalcytriolu w organizmie jest zapewnienie homeostazy
wapniowo-fosforanowej oraz wplyw na procesy zwigzane z mineralizacja kosci.
Kalcytriol petni funkcje biologiczne poprzez wigzanie si¢ z receptorem dla witaminy D
(VDR; ang. vitamin D receptor). VDR jest biatkiem z grupy steroidowych receptorow
jadrowych. Sktada si¢ on z dwoch funkcjonalnych domen: domeny wigzacej DNA (DBD,
ang. DNA binding domain) na koncu NHz oraz domeny wiazacej ligand (LBD, ang.

ligand binding domain) na koncu COOH, oddzielonych od siebie regionem zawiasowym
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(ang. hinge region). Po zwigzaniu liganda i heterodimeryzacji z receptorem dla
retinoidow X (RXR, ang. retinoid X receptor), VDR dziata jako czynnik transkrypcyjny
regulujacy ekspresje wielu genow!?®1?’. Wykazano, ze ponad 3000 genéw posiada
w swojej strukturze regiony zwane elementami odpowiedzi receptora witaminy D
(VDRE)'?%, moga one ulega¢ aktywacji lub represji pod jego wptywem. W przypadku
hamowania transkrypcji genow elementy odpowiedzi nazywa si¢ negatywnymi tzw.
nVDRE?, Oprécz dzialania na poziomie transkrypcji gendéw, kalcytriol w komérkach
uruchamia takze szlaki tzw. szybkiej odpowiedzi poprzez aktywacj¢ receptora
blonowego szybkiej odpowiedzi na steroidy — 1,25(0OH).D3-MARRS (ang. membrane-
associated, rapid response steroid-binding, inaczej takze PDIA3 ang. protein disulfide-
isomerase A3). Niegenomowa odpowiedz na kalcytriol wigze si¢ z translokacjg jonow
wapnia w poprzek blony komorkowej oraz aktywacja czgsteczek sygnatowych, takich
jak fosfolipaza A, fosfolipaza C, PI3K, CAMP i aktywacja kinaz biatkowych, np. kinazy
aktywowanej mitogenami (MAPK) czy kinazy biatkowej C**°.

Ekspresj¢ VDR, a takze enzymow hydroksylujacych 25(OH)D obserwuje si¢ nie
tylko w tkankach jelita, nerek czy kosci, ale takze w komorkach raka gruczotu sutkowego

oraz wielu typach komoérek uktadu odpornoéciowego, w tym w makrofagach311%,
1.3.2. Witamina D a rak gruczolu sutkowego — obserwacje kliniczne

Po raz pierwszy zwigzek pomiedzy ryzykiem zachorowania na raka a ekspozycja
na promienie stoneczne i witaming D opisat w 1980 roku Garland i wsp'®. W kolejnych
latach wzrosto zainteresowanie tym zagadnieniem i powstato wiele prac traktujacych
0 korelacji pomiedzy niskim poziomem witaminy D a ryzykiem zachorowania na raka
gruczotu sutkowego, czy wplywem na rozwdj choroby 1 mechanizmy zwigzane
z wieloma procesami komorkowymi prowadzacymi do zmian nowotworowych

(proliferacja, réznicowanie, migracja, apoptoza).

W badaniach epidemiologicznych wsrdd kobiet z wysokim stgzeniem 25(OH)D
w surowicy (>45 ng/mL) zaobserwowano nizsze ryzyko zachorowania na raka piersi
w poréwnaniu do kobiet ze stezeniem niskim (mierzone w sezonie letnim), podczas gdy
w ogolnej analizie nie wykazano znamiennych statystycznie korelacji'®*. W innym
badaniu, biorgcym pod uwage grupy kobiet z niskim 1 wysokim stg¢zeniem witaminy D
wykazano istotny wplyw wysokiego stezenia 25(OH)D na zmniejszenie $miertelnosci

z powodu raka piersi®, W kontekscie ryzyka zachorowania obserwowano takze, ze
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w kwantylu pacjentek z najwyzszym poziomem 25(OH)D obserwuje si¢ az 0 45% nizsze
ryzyko wystapienia raka piersi w poréwnaniu z kwantylem o stezeniach najnizszych®3®.
Obserwowano takze, ze w grupie pacjentek po menopauzie niski poziom witaminy D
korelowal z gorszymi parametrami rokowniczymi'¥’. Dodatkowo, meta analiza z 2019
roku wykazata odwrotng korelacje pomiedzy stezeniem 25(OH)D w osoczu a ryzykiem
zachorowania niezaleznie od statusu menopauzalnego kobiet'3. W analizie badan
klinicznych (RTC ang. randomized controlled trials) wykazano, ze wptyw suplementacji
witaminy D (ze $rednig dawka dzienng wynoszaca 967 IU na dzien (ok. 24 pg/dzien) na
zmniejszenie ryzyka zachorowania na raka piersi nie byt wyzszy niz 30%°. Jednakze
w innym badaniu RTC — Women’s Healt Initiative obserwowano, iz przyjmowanie
dziennej dawki 400 IU witaminy D3 (10 pg) oraz 1000 mg weglanu wapnia nie wplywato
w sposoéb istotny na zmniejszenie ryzyka zachorowania na raka piersi oraz innych rakow
inwazyjnych'®°, Badanie o nazwie VITAL (ang. Vitamin D and Omega-3 Trial),
w ktorym wziglo udzial 25 871 uczestnikow oraz uczestniczek powyzej 55. roku zycia
zaktadato otrzymywanie dziennej dawki 2000 IU witaminy D3 (50 pg). Po pieciu latach
obserwacji wyniki wstgpne nie wskazaty na wptyw suplementacji na zmniejszenie ryzyka
zachorowania m.in. na raka gruczotu sutkowego, jednocze$nie wskaznik $miertelnosci
z powodu nowotworoéw (ogotem) byt istotnie nizszy w grupie otrzymujacej witaming D
niz w grupie otrzymujacej placebo*!. Badanie kliniczne ViDA (ang. Vitamin D
Assessment), ktore zaktadato stosowanie witaminy D w dawkach miesi¢gcznych 100 000
IU (2500 pg), nie wykazato zadnego wpltywu suplementacji na zmniejszenie ryzyka
zachorowania na nowotwory'#2. Podobne rezultaty otrzymano z badania Finnish Vitamin
D Trial, jednak autorzy zaznaczaja, ze brak wplywu suplementacji moze wynikaé
z prawidlowego osoczowego stezenia 25(OH)D wsrdd uczestnikow badania przed jej

suplementacja’*.

1.3.3.  Witamina D i mechanizmy jej dzialania w komérkach raka gruczotu sutkowego
oraz jej wpltyw na komorki wystepujace w mikrosrodowisku nowotworow

Kalcytriol, jak i biatka zwigzane z jego biologiczna funkcja (VDR, CYP24Al,
CYP27B1) wplywaja na szereg procesow komorkowych zwigzanych z proliferacia,
apoptoza, przej$ciem nabtonkowo-mezenchymalnym, czy powstawaniem macierzystych
komoérek nowotowrowych. W wielu badaniach wykazano, ze niski poziom VDR
zwigzany jest z bardziej agresywnym typem raka gruczotu sutkowego. Dodatkowo jego

obnizenie zwigzane jest transformacja nowotworowa co czyni komorki nowotworowe
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mniej wrazliwymi na przeciwproliferacyjng aktywnos¢ kalcytriolu'**%®, Liczne badania
wskazuja takze na udzial receptora VDR w progresji raka gruczotu sutkowego. Efekt
promowania wzrostu guza obserwowano u myszy z nokautem genu Vdri#®, W modelu
186FARN takze obserwowano, iz wyciszenie genu Vdr w tych komoérkach indukowato
szybszy wzrost guza, a takze promowato przerzutowanie komoérek nowotoworowych do

147 Wykazano rowniez, ze S$ciezki sygnalowe zwiazane z aktywnoscia

watroby
kalcytriolu ulegaja rozregulowaniu poprzez zmiany w poziomie CYP24Al oraz
CYP27B1. W wielu przypadkach zwigzane jest to ze wzrostem poziomu biatka
CYP24A1 i obnizeniem CYP27B1, co sugeruje ze w ten sposdb komdrki nowotworowe
obnizaja lokalne stezenie kalcytriolu w guzie!*1%8149 Wykazano takze zalezno$¢
przeciwnowotworowej funkcji  kalcytriolu od biatka CYP27B1 w myszach
transgenicznych z nokautem genu Cyp27bl. Obserwowano, ze traktowanie kalcytriolem
hamowalo powstawanie spontanicznych guzéw u tych myszy, podczas gdy traktowanie
nieaktywna biologicznie formg witaminy — 25(OH)D nie wplywato w zaden sposob na
ich powstawanie czy wielkos¢, dowodzac tym samym waznej funkcji 1a-hydroksylazy

na wczesnych etapach nowotworzenia®™.

Jednym z mechanizmoéw przeciwproliferacyjnego dzialania kalcytriolu
w komorkach raka gruczolu sutkowego jest zwiekszenie ekspresji genéw kodujacych
inhibitory kinaz zaleznych od cyklin (CDKI) takich jak: CDKN2D (p19); CDKN1A (p21)
I CDKN1B (p27), oraz zmniejszenie aktywnosci cyklin (np. CDK4/6), co w konsekwencji
obniza poziom fosforylacji biatka Rb, hamuje aktywacje kompleksu czynnika
transkrypcyjnego E2F i powoduje zatrzymanie komorek w fazie G1/GO™!. Ponadto,
wykazano, ze w komorkach MCF-7 (ludzki model raka gruczotu sutkowego, ER")
indukcja C/EBPa powodowala wzrost mRNA genu VDR, co przyczynito si¢ do
zwiekszenia przeciwproliferacyjnej aktywnosci kalcytriolu wobec tych komorek!®?,
W innych badaniach wykazano, ze kalcytriol w modelu in vivo (MMTV-PyMT)

hamowat wzrost guza poprzez obnizenie poziomu Ki67, cykliny D1 oraz biatka ErbB21%,

Kalcytriol wptywa takze na proces apoptozy poprzez obnizanie poziomiu bialek
anty-apoptotycznych (Bcl-2, Bcl-x) i/lub zwigkszanie poziomu pro-apoptotycznych
biatek (Bax, Bak)!®* 1%, Ponadto, obserwuje si¢ wptyw kalcytriolu na §ciezke sygnatowa
RAS/MEK/ERK. Wykazano, ze w komorkach linii ludzkich rakéw gruczotu sutkowego
MCF-7 oraz MDA-MB-231 kalcytriol obnizyt poziom biatka RAS, co w konsekwencji

spowodowato zahamowanie dalszej kaskady fosforylacji MEK oraz ERK1/2
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prowadzacej do zahamowania ekspresji genow zwiazanych z proliferacja komorek®.
Kalcytriol wptywa takze na indukcje genéw supresorowych np. BRCA1 oraz TP53%°7/158,
Ponadto, wykazano ze zmutowane pro-apoptotyczne biatko p53 (R280K oraz R273H)
w komorkach linit MDA-MB-231 oraz MDA-MB-468 moze oddzialywa¢ bezposrednio
z VDR 1 modulowa¢ jego aktywnos$¢ transkrypcyjng w kierunku obnizenia ekspres;ji

gendéw pro-apoptotycznych®®,

Kalcytriol wptywa takze na procesy zwigzane z przejsSciem nabtonkowo-
mezenchymalnym (EMT; ang. epithelial-mesenchymal transition) bgdacym jednym
Z etapoéw przerzutowania. Wykazano, ze w komorkach liniit MDA-MB-231 kalcytriol
w stezeniu 100 nM zwiekszyt poziom E-kadheryny (ktora jest markerem komorek
0 fenotypie nablonkowym) poprzez demetylacje promotora genu CDH1, Ponadto,
wykazano ze deficyt witaminy Dz w diecie myszy MMTV-PyMT przyspieszyt proces
spontanicznego przerzutowania do ptuc, co bylo skorelowane ze wzrostem poziomu
markera EMT — biatka z rodziny palca cynkowego E-Box wigzacego Homeobox 1 (Zebl
(ang. zinc finger E-box binding homeobox 1) oraz wysokim poziomem CXCL12 (ang.
C- X-C motif chemokine 12)*!, W badaniach prowadzonych z uzyciem komorek linii
MDA-MB-231 z wyciszong ekspresja VDR, wykazano wzrost ich wiasciwos$ci
inwazyjnych in vivo oraz indukcje przerzutowania do kosci. Obserwacje te korelowatly
z obnizeniem poziomu biatek $wiadczgcych o fenotypie nablonkowym komorek, takich
jak: E-kadheryna, F-aktyna, B-katenina oraz z podwyzszeniem poziomu wimentyny
w tych komérkach!®?, Kolejnym mechanizmem przeciwnowotworowego dziatania
kalcytriolu wobec komorek raka gruczotu sutkowego jest jego wpltyw na zahamowanie
czynnika pro-angiogennego VEGF. Wykazano, ze w modelu in vivo z uzyciem linii
komorkowej MCF-7 z nadekspresja VEGF traktowanie myszy kalcytriolem wptyngto na
obnizenie liczby naczyn krwionos$nych w guzie bez wplywu na jego wymiary'®,
Dodatkowo kalcytriol ma wptyw na réznicowanie komorek raka gruczolu sutkowego.
W badaniach Santos-Martinez i wsp. obserwowano, ze ekspozycja komorek na kalcytriol
stymuluje ekspresje receptora ERo. w komorkach ERo~ (SUM-229PE), ponadto
wykazano jego funkcjonalno$¢ poprzez stosowanie zwigzkow z grupy antyestrogenow
(fulwestrant oraz tamoksyfen). Obserwowano zwigkszenie wrazliwosci tych komoérek na

przeciwproliferacyjne dziatanie antyestrogenéw po wstepnej stymulacji kalcytriolem?64,

Oproécz bezposredniego wptywu na komorki nowotworowe kalcytriol moduluje

takze aktywno$¢ innych komoérek znajdujacych si¢ w zrebie guza, takich jak: komorki
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srodbtonka, fibroblasty towarzyszgce nowotworom (CAFs; ang. cancer-associated
fibroblasts) czy liczne infiltrujace guz komorki uktadu odpornosciowego. Chung i wsp.
wykazali, ze komorki srodblonka izolowane z guzow myszy z nokautem genu Vdr
obarczonych komorkami liniit TRAMP-C2 (mysi model raka prostaty) byty oporne na
przeciwproliferacyjng  aktywno$¢ kalcytriolu. Dodatkowo guzy tych myszy
charakteryzowaly si¢ szybsza kinetyka wzrostu, a takze wyzsza ekspresja HIF-1a, VEGF
oraz angiopoetyny, co bylo zbiezne z silniejszym unaczynieniem tych guzow
W poréwnaniu z myszami z prawidlowg ekspresja VDR, Dowiedziono takze, ze
kalcytriol hamuje indukowang przez VEGF proliferacje komorek $rodbtonka, zmniejsza
ich zdolno$¢ do formowania wydtuzonych struktur i potgczen migdzy komorkami w zelu

kolagenowym?63

. Kalcytriol wptywa takze na CAFs w raku trzustki. Dowiedziono, ze
hamowat on wydzielanie przez te komoérki egzosoméw, ktore zawieraly miR-10a-5p
(wykazujacy dziatanie onkogenne), hamujac tym samym wiasciwosci migracyjne
i inwazyjne komoérek PANC-1'%, W raku jelita grubego obserwowano, ze kalcytriol
hamowat pronowotworowa aktywacje CAFs, niezaleznie od poziomu VDR
w Komorkach nowotworowych. Ponadto wysoki poziom VDR w CAFs korelowat
z dhuzszym czasem przezycia wérdd pacjentoéw z rakiem jelita grubego’®’. W komérkach
CAFs izolowanych z guzow pierwotnych pacjentek z rakiem gruczotu sutkowego
wykazano wptyw kalcytriolu na obnizenie poziomu gendéw zwigzanych z proliferacjg

(NRG1, WNT5A, PDGFC), przy jednoczesnym wzro$cie genéw zwigzanych z modulacja
odpowiedzi odpornosciowej (NFKBIA, TREM-1)68,

Stan zapalny jest jednym z czynnikéw indukujacych powstawanie nowotworow?.
Wiele badan wskazuje takze na przeciwzapalng aktywno$¢ witaminy D w TME?Z
Wykazano, ze kalcytriol obniza poziom iNOS, COX-2, prostaglanyn, IL-1p, IL-6, a takze
MMP-3170-172 W badaniu klinicznym wsréd pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem
prostaty wykazano, ze Wysoki poziom witaminy D koreluje z nizszym poziomem COX- 2
w guzach'’3, Aktywacja receptoréw PD-1 przez PD-L1 dziata hamujgco na odpowiedz
zapalna. Wykazano, ze kalcytriol bezposrednio zwigksza ekspresj¢ PD-L1 oraz PD-L2
w komorkach §rédbtonka oraz komoérkach linii mieloidalnej, co skutkuje obnizeniem
aktywnosci limfocytow CD4" oraz CD8"'4. Dodatkowo Palmer i wsp. dowiedli, ze
niedobor witaminy D sprzyja odpowiedziom autoimmunologicznym poprzez nadmierng
aktywacje komorek Thl7, Th9 oraz zahamowanie limfocytow T regulatorowych
produkujacych IL-10'7°, Kalcytriol hamuje takze infiltracje komorek uktadu
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odpornos$ciowego do tkanki §ledziony myszy, ekspresje P65 oraz RORyT i 1117 co
zapobiega roznicowaniu si¢ limfocytow w Kierunku Th17’®, Wiele badan dowodzi takze
wplywu kalcytriolu na komorki dendrytyczne (DC; ang. dendritic cells). Wykazano, ze
hamuje on ich réznicowanie oraz zdolno$¢ do stymulacji odpowiedzi odpornosciowe;.
Traktowanie komorek DC agonistg receptora VDR wptyneto, oprocz obnizenia ekspresji
czasteczek kostyulujacych limfocyty T na ich powierzchni (CD80, CD40, CD86), takze

na obnizenie ekspresji IL-12 i podwyzszenie ekspresji IL-10 in vitro'/"17,

1.3.4. Wplyw witaminy Dz na makrofagi

Makrofagi (zardwno ludzkie, jak i mysie) wykazuja konstytutywng ekspresj¢ VDR
oraz CYP27B1 co sprawia, ze sg komorkami, ktore odpowiadaja na kalcytriol jak i same
sg w stanie go produkowaé. Dowiedziono, ze czynnikami stymulujacymi ekspresje

CYP27B1 w makrofagach jest INF-y czy LPS!8-181,

Kalcytriol wptywa na proces réznicowania monocytow do makrofagow. W roku 1981
wykazano, ze komorki linii HL-60 (ludzka biataczka promielocytarna) pod wptywem
kalcytriolu roznicuja si¢ w kierunku makrofagow. W badaniach grupy Abu-Amer i wsp.
dowiedziono réwniez, ze makrofagi wywodzace si¢ ze szpiku kostnego (BMDMs; ang.
bone marrow-derived macrophages) myszy pozbawionych witaminy D w diecie
charakteryzowaty sie¢ nizszym stopniem proliferacji oraz obnizong aktywnoS$cig
cytotoksyczng, czy poziomem antygendow specyficznych dla makrofagéw. Natomiast
dodatek in vitro kalcytriolu korygowal obserwowane zmiany, co sugeruje jego istotny
wplyw na proces roznicowania makrofagéw'®?. Wykazano takze udziat mikroRNA
W procesie stymulowanego kalcytriolem réznicowania makrofagow wywodzacych si¢
z monocytéw (MDMs; ang. monocyte-derived macrophages). Analiza transkryptomu
wykazala zmiany w 199 genach (zwigzanych z modulowaniem odpowiedzi
odpornosciowej i stresem komorkowym) z czego az 68% ulegato podwyzszeniu pod
wplywem kalcytriolu w poréwnaniu do kontroli. Zintegrowana analiza ekspresji miRNA
oraz mRNA wykazala obnizenie poziomu trzech czgsteczek miRNA (miR-1972,
miR- 1273h-5p oraz miR-665), ktore reguluja ekspresje genow PDCD1LG2, CD274
(kodujace ligandy receptora PD-1, zwigzanego z hamowaniem odpowiedzi zapalnej), ale

takze IL-1B (kodujacy IL-1p, bedaca induktorem odpowiedzi zapalnej)*®,

Ponadto wykazano, ze kalcytriol zwigksza wtasciwosci cytotoksyczne makrofagow

wobec patogendéw poprzez zwigkszenie produkcji biatek, takich jak: defensyna B2 czy
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katelicydyna (CAMP)!84 Obserwowano takze, iz niedobory witaminy D3 koreluja ze
zmniejszeniem aktywnosci kwasniej fosfatazy i wydzielania H202, czynnikow istotnych
w przeciwbakteryjnej aktywnosci makrofagow'®. W innych badaniach, prowadzonych
z uzyciem komorek pochodzenia monocytarnego, wykazano natomiast stymulowane
kalcytriolem obnizenie poziomu receptorow TLR2, TLR4 oraz TLR9 przy jednoczesnym
podwyzszeniu poziomu czgsteczki CD14, co mimo wszystko wplyneto na redukcije
wrazliwosci tych komoérek na wzorce molekularne zwigzane z patogenami (PAMPs; ang.
pathogen-associated molecular patterns). Obserwowano zahamowanie translokacji
czynnika transkrypcyjnego NF«B do jadra komoérkowego 1 obnizenie fosforylacji biatek
p38 oraz p42/44, markerow $wiadczacych o indukcji $ciezki sygnatowej zwigzanej
z aktywacja receptorow TLR. Poprzez zastosowanie agonisty receptora VDR

(ZK159222) dowiedziono, ze obserwowany efekt zalezny jest od aktywacji VDR,

Kalcytriol ma wptyw takze na proces polaryzacji makrofagéw poprzez regulacje
ekspresji cytokin pro- lub przeciwzapalnych oraz poprzez wptyw na zmiany poziomu
antygenow specyficznych dla makrofagow. Wykazano, ze ekspresja CD14 oraz CD11b
ulega podwyzszeniu w komorkach linii THP-1 (model komérkowy wywodzacy sig¢
Zz komorek pochodzenia monocytarnego) pod wplywem dzialania kalcytriolu w sposéb
zalezny od aktywacji $ciezki sygnatowej PI3K!®". Kalcytriol wplywa takze na obnizenie
poziomu czasteczek, takich jak: MHCII'® czy CD80 oraz CD86, co w konsekwencji
hamuje aktywno$¢ limfocytow T CD4+!8, Wykazano, ze makrofagi wywodzace sie
z nasierdziowej tkanki thuszczowej zwierzat karmionych karma z deficytem witaminy D
wykazaty cechy charakterystyczne dla makrofagéw klasy M1, w poréwnaniu do grupy
zwierzat karmionych karma z jej prawidlowym poziomem. Ponadto, obserwowano
korelacj¢ wysokiego poziomu 25(OH)D w osoczu ze wzrostem poziomu markera CD206
— charakterystycznego dla klasy makrofagow M2%°. Wptyw kalcytriolu na polaryzacje
do klasy makrofagéw M2 wykazali takze Liang i wsp. w modelu mysich makrofagow
RAW 264.7. Poddajac komorki dziataniu kalcytriolu zaobserwowali zwigkszenie
poziomu biatka Tim-3 (uznawanego za nowy czynnik wplywajacy na proces
réznicowania makrofagow) oraz podwyzszenie poziomu sekrecji IL-10 1 TGFB przy
jednoczesnym obnizeniu poziomu cytokin zapalnych TNFo oraz IL-6'1. Co wiece;j,
w komorkach RAW 264.7 (mysie makrofagi pochodzace z organizmu obarczonego
nowotworem wywolanym wirusem mysiej biataczki Abelsona) stymulowanych

kalcytriolem wykazano obnizenie ekspresji genu kodujgcego INOS, co korelowato
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z obnizeniem wydzielania NO przez te komorkil®

. W badaniach Youing i wsp.
wykazano w mysim modelu uszkodzenia tkanki ptuc (z uzyciem czynnika wywotujacego
proces witoknienia w plucach), ze witamina D3 zwigkszyta zdolno$¢ do autofagii
w naptywajacych w miejsce uszkodzenia makrofagach. Ponadto, zmieniata polaryzacjg
makrofagdéw z klasy M1 do M2 (obserwowano obnizenie ekspresji MRNA TNFa oraz
IL-6, przy jednoczesnym podwyzszeniu IL-10 oraz TGFB w poréwnaniu do kontroli)'®,
Obserwuje si¢ takze, ze metabolizm kalcytriolu w komoérkach MDMs zalezny jest od
kierunku ich polaryzacji. Wykazano, ze komoérki MDMs réznicowane do klasy
makrofagéw M2a produkuja wiecej kalcytriolu w porownaniu do MDMs klas M2c, M1
oraz MO. Ponadto wykazano, ze MDMs produkuja takze metabolit witaminy D: 3-epi-
25-hydroksy-witaming D. Dowiedziono takze, ze degradacja aktywnej formy witaminy
D w tych komérkach odbywa sie przez CYP24A1%4,

Istnieje Kkilka prac badawczych dotyczacych bezposredniego oddziatywania
kalcytriolu na makrofagi w raku gruczotu sutkowego. W badaniach z uzyciem mysich
komorek raka gruczotu sutkowego — EO0771 wykazano in vivo, ze u myszy
suplementowanych witaming D3 obserwuje si¢ nizszy w porownaniu do grupy kontrolnej
odsetek infiltrujacych wezty chtonne oraz znajdujacych si¢ w $ledzionie makrofagow®.
Zhang i wsp. wykazali, ze kokultura makrofagow RAW 264.7 z komorkami mysiego
raka gruczohu sutkowego — 4T1 wptywa na obnizenie w nich poziomu VDR (podobny
efekt wykazano takze wobec ludzkiej linii komoérkowej MCF-7), dodatkowo obniza
poziom E-kadheryny przy jednoczesnej indukcji alfa aktyny miesni gtadkich (a-SMA
ang. a-smooth muscle actin). Wykazano, Ze czynnikiem odpowiedzialnym za
obserwowany wynik jest wydzielany przez makrofagi TNFa, natomiast kokultura
makrofagow z komorkami 4T1 z nadekspresja VDR nie prowadzi do zmian w poziomie
tych bialek, nie obserwuje si¢ takze efektu wzmagania ich zdolnosci do migracji oraz
inwazji'®, sugerujac tym samym istotny udziat VDR w komérkach nowotworowych
W zapobieganiu wplywowi makrofagdbw na wzmaganie ich pronowotworowych
wlasciwosci. W tych badaniach jednak nie sprawdzano bezposredniego wptywu
kalcytriolu na makrofagi, jednakze w badaniach in vivo wykazano, ze traktowanie
kalcytriolem myszy obarczonych komorkami 4T1 z nadekspresja VDR hamowato
przerzutowanie tych komoérek do pluc. W 65-80% przypadkdéw przerzutujagcego raka
197

gruczotu sutkowego miejscem obecnosci ognisk przerzutowych jest szpik kostny

Obecnos¢ przerzutow w kosciach zwigzana jest ze znacznym wzrostem osteolizy. Quinn
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1 wsp. wykazali, ze TAMs izolowane z guzéw pierwotnych raka gruczotu sutkowego
w kokulturze ze szczurzymi osteoblastami (UMR 106) w obecnosci kalcytriolu oraz
M- CSF roznicowaly si¢ w kierunku osteoklastow wykazujacych obecnos¢ markerow,
takich jak: kwasna fosfataza oporna na winian (TRAP; ang. tartrate-resistant acid
phosphatase) oraz receptor dla witronektyny (VNR; ang. vitronectin receptor)'®,
Staquicinie i wsp. dowiedli, ze stosowanic peptydu CSSTRESAC (wykazujacego
powinowactwo do receptora witaminy D3z — PDIA3 (inaczej takze 1,25(OH)2Ds-
MARRS) powoduje zmiang polaryzacji makrofagéw izolowanych z guzoéw EF43.fgf4
(komorki mysiego raka gruczotu sutkowego, TNBC) w kierunku M1, co wyrazato si¢ we
wzroscie ekspresji cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B, TNFa czy IL-6, przy
jednoczesnym obnizeniu ekspresji cytokin przeciwzapalnych TGFp, IL-10 oraz Arg-1.
Natomiast stosowanie kalcytriolu w potaczeniu z CSSTRESAC hamowato obserwowane
efekty, obserwowano takze iz kalcytriol (wykazujac wyzsze powinowactwo) konkuruje
z badang czasteczka o miejsce wigzace w kieszeni hydrofobowej biatka DBP.
W badaniach in vivo CSSTRESAC opo6zniat wzrost guza, oraz liczb¢ makrofagow M2
w guzie. W tej pracy wykazano takze, ze receptor PDIA3 moze by¢ nowym markerem
makrofagow klasy M2 i celem terapeutycznym, sugerujac udziat kalcytriolu

W pronowotworowym ukierunkowaniu makrofagow'®.

W badaniach prowadzonych w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej 1ITD PAN wykazano, ze kalcytriol w makrofagach
wywodzacych si¢ ze szpiku myszy zdrowych (BMDMs) wptyngt na wzmocnienie
polaryzacji makrofagéw w kierunku M2. Obserwowano wzrost ekspresji mMRNA Cd206
(gen kodujacy CD206) oraz Sppl (gen kodujacy osteopontyng, OPN), jak rowniez
zwigkszenie poziomu CCL2 i aktywno$¢ Arg-1 w makrofagach stymulowanych do klasy
M2 i poddanych dziataniu kalcytriolu w poréwnaniu do kontroli nietraktowanej.
Jednoczesnie traktowanie kalcytriolem makrofagéw stymulowanych do klasy M1
obnizato ekspresje mRNA Cd80 oraz Spp1l, a takze poziom wydzielania IL-1, IL-6, OPN.
Ponadto medium kondycjonowane znad komorek mysiego raka gruczotu sutkowego 4T1
(CM; ang. conditioned medium) w obecnosci kalcytriolu wykazato silniejszy wptyw na
wzrost ekspresji MRNA Vdr w komoérkach BMDM, niz pozostate stosowane CM (znad
komorek mysiego raka gruczolu sutkowego 67NR oraz linii prawidlowej Eph4-Ev).

Wykazano takze, ze medium znad komorek M2 réznicowanych w obecnosci kalcytriolu
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silnie stymulowato migracje komorek 4T1 oraz 67NR przez fibronektyne i kolagen typu
|V200.
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

Niedobdr witaminy D zwigzany jest ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka piersi
— jest to jedno z przewazajacych stwierdzen wynikajace z badan obserwacyjnych, jednak liczne

opracowania danych klinicznych nie rozstrzygaja jednoznacznie tego zagadnienia®,

Komorki zmienione nowotworowo posiadaja zmieniony metabolizm oraz zaburzone szlaki
sygnalowe powiazane z r6znymi mechanizmami dziatania witaminy D, w zwigzku z tym w r6zny
sposob odpowiadaja na jej wlasciwosci przeciwproliferacyjne. Poniewaz wyniki wezesniejszych
badan wykazaly wzmaganie wilasciwosci przerzutowych komorek mysiego raka gruczotu
sutkowego 4T1 pod wptywem dziatania kalcytriolu®® (jest to model niewrazliwy in vitro na
przeciwproliferacyjna aktywno$¢ kalcytriolu) postanowiono poszerzy¢ wiedze na temat wptywu

witaminy D na skomplikowana sie¢ zalezno$ci pomigdzy sktadowymi mikrosrodowiska guza.

Celem niniejszej pracy jest charakterystyka makrofagow (TAMs*, BMDMs** oraz
MDMs***) towarzyszacych przerzutujacym i nieprzerzutujacym rakom gruczotu sutkowego
w  kontekScie wplywu witaminy Ds/kalcytriolu na ich polaryzacje pro- lub

przeciwnowotworows. Cele szczegdtowe to:

1. Ocena ukierunkowania pro- lub przeciwnowotworowego TAMs jako skutek wysokich
stezen lub niedoboru witaminy Dz w organizmie, a takze podawania kalcytriolu
w korelacji z wlasciwosciami komoérek nowotworowych, ktore determinujg sktad
i funkcjonowanie swojego mikrosrodowiska w mysich modelach raka gruczotu
sutkowego (4T1, 67NR, EQ771).

2. Charakterystyka BMDMSs pochodzacych ze szpiku myszy karmionych karmg o réznej
zawartos$ci witaminy D3 oraz traktowanych kalcytriolem, obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 4T1 oraz 67NR.

3. Charakterystyka BMDMs (pochodzacych ze szpiku myszy zdrowych, nieobarczonych
nowotworem, karmionych karmg o roznej zawartosci witaminy D3 i traktowanych
kalcytriolem) r6znicowanych w obecnosci mediow kondycjonowanych znad komoérek
4T1.

4. Ocena ukierunkowania pro- lub przeciwnowotworowego TAMs jako skutek wysokich
stezen lub niedoboru witaminy Dz w organizmie pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
gruczotu sutkowego zlokalizowanym miejscowo.

5. Charakterystyka fenotypowa makrofagdéw MDMS i ich zdolno$ci do polaryzacji ex vivo
do klas makrofagow MO, M1, M2a, M2c pod wplywem dziatania kalcytriolu,
pochodzacych od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego
zlokalizowanym miejscowo oraz w stadium rozsianym.

*TAMs — makrofagi towarzyszace nowotworom (ang. tumor associated macrophages); ** BMDMSs — makrofagi

pochodzace ze szpiku kostnego (ang. bone marrow derived macrophages); *** MDMs — makrofagi pochodzace
z monocytdw krwi obwodowej (ang. monocyte derived macrophages)
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3.1.

Badania przeprowadzone z uzyciem mysiego modelu raka
gruczotu sutkowego

3.1.1. Linie komorkowe

Do badan przeprowadzonych w ramach realizacji niniejszej pracy uzyto mysich linii

komorkowych raka gruczotu sutkowego: 4T1 (ATCC, ang. American Type Cell Culture,
Rockville, MD, USA), 67NR (Barbara Ann Karmanos Cancer Institute, Detroit, Ml,

USA) oraz E0771 (University of Queensland, Tumor Microenvironment Laboratory,

WIMR Berghofer Medical Research Institute, Herston, Queensland, Australia). Hodowle

komoérkowe prowadzono w wilgotnej atmosferze, w temperaturze 37°C oraz 5% CO2, na

szalkach plastikowych (Sarstedt, Nimbrecht, Germany). Pasaze wykonywano co 2-3 dni

z uzyciem roztworu trypsyno-wersenu o pH=8 (Pracownia Chemii Og6lnej (PChO) IITD

PAN, Wroctaw, Polska), a sktad mediéw hodowlanych dla poszczegdlnych linii oraz ich

krotka charakterystyke przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka linii komérkowych uzytych w eksperymentach in vivo oraz in vitro.

Nazwa linii
komorkowej
4T1

67NR

Kroétka charakterystyka

Pochodzi ze spontanicznie
wyrostego guza u samicy myszy
szczepu BALB/c®. Mysi model
ludzkiego raka gruczotu sutkowego
w IV stadium zaawansowania.
Nabtonkowa morfologia komorek,
model  scharakteryzowano jako
spontanicznie przerzutujacy, m.in.
do phuc, kosci?®. Komoérki oporne
na 6-tioguaning®®®, niewrazliwa na
przeciwproliferacyjne dziatanie
kalcytriolu®®.

Pochodzi z tego samego guza co
linia 4T1 (BALB/c)®. Nie
wykazano  jej  spontanicznego
przerzutowania?’, Komorki
wrazliwe na przeciwproliferacyjne
dziatanie kalcytriolu®.

Sklad medium hodowlnaego

RPMI G.MAX (Life Technologies,
Waltham,  Massachusetts,  USA),
ptodowa surowica bydleca 10%, (FBS
ang. fetal bovine serum, HyClone GE
Healthacre, Chicago, lllinois, USA),
glukoza 3,5 g/L (Merck, Darmstadt,
Niemcy), 1mM pirogronian (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA),
streptomycyna 0,1 mg/mL i penicylina
100 U/mL  (Polfa  Tarchomin,
Warszawa, Polska).

Ptyn Dulbecco (Life Technologies,

Waltham, Massachusetts, USA),
ptodowa surowica cieleca 10% (CBS;
ang. calf bovine serum, ATCC,
Manassas, Wirginia, USA),
L- Glutamina 2 mM  (Merck,

Darmstadt, Niemcy), aminokwasy 1%

(Merck, Darmstadt, Niemcy),
streptomycyna 0,1 mg/mL i penicylina
100 U/mL  (Polfa  Tarchomin,

Warszawa, Polska).
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EO0771

Mysi  model raka gruczotu
sutkowego wyizolowany ze
spontanicznie wyrostego guza u

Ptyn Dulbecco (Life Technologies,
Waltham, Massachusetts, USA), 10%
FBS, GE Healthacre, Chicago, Illinois,

myszy szczepu C57BL/6. USA), L-Glutamina 2 mM (Merck,
Nabtonkowa morfologia Darmstadt, Niemcy), imipenem
komorek?®. Komorki niewrazliwe 2,5 ug/ml  (Fresenius Kabi, Bad

na przeciwproliferacyjng aktywnos¢

Hamburg, Hessen, Niemcy)

kalcytriolu®®,

Przygotowywanie mediow kondycjonowanych znad komérek 4T1 oraz hodowla mysich
komorek raka gruczotu sutkowego (4T1, 67TNR, EQ771) w obecnosci kalcytriolu in vitro

Komoérki 4T1 wysiewano w liczbie 0,2x10° na szalke hodowlang o $rednicy 10 cm.
Dwie godziny po wysianiu komorek dodawano kalcytriol w stezeniu 100 nM, etanol
(jako kontrola rozpuszczalnika, w st¢zeniu 0,1% (0/0) — taka sama ilo$¢ jak
w stosowanym stezeniu Kalcytriolu) lub czyste medium hodowlane. Stymulacja
kalcytriolem trwala przez 72 godziny. Nastgpnie, warstwe komorek o okoto 90%
konfluencji przemywano dwukrotnie PBS i dodawano $wieze medium bez dodatku FBS.
Po 24 godzinach inkubacji, tak uzyskane medium kondycjonowane (CM) zbierano,
odwirowywano (10000 x g, 10 min, 4°C) i mrozono do dalszych analiz (-80°C).
Kontrol¢ medium (KM) stanowito medium bez FBS, ktére zostato dodane na pustg
szalke, przechowywane w inkubatorze przez 24 godziny, a nastepnie poddane mrozeniu,
tak samo jak w przypadku CM. Schemat generowania oraz uzycia mediow CM

przedstawiono na Ryc.5 w rozdziale 3.1.3.

Jednocze$nie po 72 godzinnej inkubacji z kalcytriolem (100 nM)/0,1%
etanolem/kontrolnym medium, przygotowywano lizaty z komorek linii 4T1, 67NR oraz
E0771 w celu ich dodatkowej charakterystyki — analizy gPCR i western blot — szczegoty
w sekcjach dotyczacych poszczegdlnych metod. Po uplywie czasu inkubacji, warstwe
komorek przemywano dwukrotnie PBS, a komorki lizowano w 1 mL roztworu trizolu
(do analiz qPCR; TRI Reagent ®; MRC Inc., Cincinnati, OH, USA) lub 100 pL buforu
RIPA (do analiz western blot; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) i przechowywano

w temperaturze -80°C.

3.1.2. Badania in vivo
Badania zostaly przeprowadzone z udzialem ok. 6-8 tygodniowych samic myszy
szczepu BALB/c oraz C57BL/6 pochodzacych z laboratoriow Charles River (Sulzfeld,
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Germany). Zwierz¢ta utrzymywano W pomieszczeniach klimatyzowanych, z regulacija
o$wietlenia dzief/noc 12/12, w warunkach SPF w Zwierzetarni Do$wiadczalnej IITD
PAN we Wroctawiu. Wszystkie procedury (wymiany karmy, wazenie myszy, pomiary
guzéw) odbywaty sie w warunkach aseptycznych. Doswiadczenia przeprowadzono za
zgoda I Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierz¢tach we Wroctawiu
0 numerze 66/2018, zgodnie z Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i1 Rady
nr 2010/63/EU na temat ochrony zwierzat laboratoryjnych wykorzystywanych do celow
naukowych.

Myszy przez caly czas trwania eksperymentu miaty dostgp do karmy o roznej
zawarto$ci cholekalcyferolu (witaminy D3) (AIN67, ZooLab, Sedziszéw, Poland). Po
okresie 4 tygodni mierzono poziom metabolitow witaminy D3 w osoczu celem kontroli
efektywnosci stosowanej diety do uzyskania statystycznie istotnych zmian
W  poszczegdlnych grupach, ktéore przedstawialy sie nastgpujaco: 1000 IU
cholekalcyferolu/kg — grupa o normalnej zawarto$ci witaminy D3 w diecie (grupa
kontrolna); 5000 IU cholekalcyferolu/kg — grupa z wysoka zawartoscig witaminy Ds
w diecie; 100 IU cholekalcyferolu/kg — grupa o niskiej zawartosci witaminy D3z w diecie.
Zmiany w poziomie metabolitow witaminy D3 sprawdzano po 4 tygodniu podawania
karmy, natomiast istotne statystycznie zmiany w ich poziomie uzyskano w 5 tygodniu
eksperymentu. W 6 tygodniu wszczepiano myszom komorki nowotworowe w liczbie:
1x10%, 2x10°, 5x10* odpowiednio dla komérek 4T1, 67NR oraz EQ771. Wszczepienia
dokonano drogg iniekcji ortotopowej do podscidiki thuszczowej gruczotu sutkowego
w zawiesinie ptynu Hanksa (PChO, Wroctaw, Polska) z matrizelem (Matrigel Corning
Inc., Nowy Jork, NY, USA) w stosunku 9:1 i objetosci koncowej zawiesiny 50 uL.. W 7
dniu od wszczepienia komoérek nowotworowych rozpoczeto dodatkowe podania
dozotadkowe kalcytriolu w grupach 1000 U oraz 100 IU (grupy opisano dalej jako 1000
IU + cal oraz 100 IU + cal). Podan dokonywano w dniach 7, 9, 11, 14, 16, 18 oraz 21
(facznie 7 podan), sonda dozotadkowa w dawce 1 pg/kg masy ciata. Kalcytriol
przygotowywano w 80% roztworze glikolu polietylenowego przygotowanego w PBS.
W trakcie trwania eksperymentu monitorowano poziom 25(OH)D3 pobierajac krew
z zyly jarzmowej. Kontrole dla eksperymentu stanowily myszy nieobarczone

nowotworem, traktowane w analogiczny sposob, jak opisano powyze;j.

Szczegdtowy schemat eksperymentu przedstawiono na Ryc. 3. Wyniki 1 opis

wykonania eksperymentu in vivo znajduja sie takze w publikacji Anisiewicz i wsp.2%,
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a tkanki pozyskane od zwierzat zostaty poddane analizom w ramach niniejszej rozprawy
(analizy dotyczace makrofagdéw), a takze w ramach rozprawy doktorskiej pani Natalii

Labedz (analizy dotyczace fibroblastow).

W dniu zakonczenia eksperymentu pobierano materiat do dalszych analiz (guzy
nowotworowe, krew oraz szpik kostny). Szczegdlowy opis procedur dotyczacych

przygotowania poszczeg6lnych tkanek znajduje si¢ w ponizszych sekcjach niniejszego

rozdziatu.
BALB/c C57BL/6
P
[ 4T1 J[ 67NR J i E0771
Rozpoczecie diety Wszczepienie
o roznej komérek
zawartosci nowotworowych S
cholekalcyferolu Kontrolny
porniar
25(0H)D,
| Dzieri 0 Dzier 7 Dzieri 14 Dzien21 .. Dzien 28
Q O .*x—‘*.—.—'
start N 6-tydzien ¢ A
6-tygodniowa Rozpoczecie podari Eutanazja myszy i pobranie materiatu
obserwacja dosotadkowych do analiz:
a - ¥ Guzy nowotworowe - analiza fenotypu i
kalcytriolu profilu ekspresji gendw TAMSs
Szpik kostny - progenitory szpikowe uzyte
do réznicowania w makrofagi BMDM
e 1000 IU (control) e 1000 IU+ cal e 1001V e 100U +cal

Rycina 3. Schemat eksperymentu in vivo. Myszy szczepéw BALB/c oraz C57BL/6 karmiono karma 0 roznej
zawartosci witaminy Ds przez 6 tygodni. Nastgpnie, w dniu wyznaczonym jako dzien 0 wszczepiono ortotopowo
komorki nowotworowe odpowiednio: 4T1 i 67NR myszom szczepu BABL/c oraz E0771 myszom szczepu C57BL/6.
Diete kontynuowano przez caly czas trwania eksperymentu. W dniu 7 (od momentu kiedy guzy byly wyczuwalne)
rozpoczeto podania dozotgdkowe kalcytriolu w dawce 1 pg/kg w grupach myszy na diecie kontrolnej (1000 U + cal)
i niedoborowej (100 IU + cal). Podania kalcytriolu kontynuowano trzy razy w tygodniu do dnia 28 (dla myszy BALB/c)
lub dnia 23 (dla myszy C57BL/6). W dniu zakonczenia eksperymentow pobrano krew, guzy i szpik do dalszych analiz.
Nazewnictwo grup doswiadczalnych oraz odpowiadajace im kolory prezentowane sa w dolnej czesci ryciny: # 1000

IU (kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; # 100 IU oraz *100 IU + cal.

3.1.3. Badania ex vivo z uzyciem komérek szpiku kostnego

Po procedurze eutanazji, kosci (udowa i piszczelowa) myszy szczepu BALB/c
obarczonych nowotworem 4T1, 67NR lub zdrowych oddzielono od tkanki mig¢$niowe;j
za pomocg skalpela i nozyczek. Nastepnie umieszczono je w zimnym roztworze
antybiotykow w PBS (PChO 1ITD, Wroctaw, Polska) bez naruszania stawu kolanowego
I biodrowego w celu utrzymania sterylnosci szpiku kostnego. Kolejnym krokiem byto
usunigcie nasad obu kosci w warunkach sterylnych, a kazdg z nich ptukano z obu stron

za pomocy strzykawki i igly (0,5 x 25 mm) w roztworze PBS do catkowitej objetosci
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10 mL. Zawiesing komorek szpiku kostnego wirowano (432 x g, 7 min, 4°C), a nastepnie
zawieszono w roztworze surowicy ptodowej cielgt (FBS; ang. fetal bovine serum)
z DMSO (9:1; Tocris Bioscience, Bristol, Wielka Brytania) i przechowywano
w temperaturze -80°C do dalszych analiz. W dniu rozmrozenia, liczbg i zywotnos¢
komorek okre$lano uzywajac roztworu biekitu trypanu (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA).

W celu réznicowania BMDMSs, komorki szpiku wysiewano na ptytki 6-dotkowe
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) w liczbie 2 x 10® komoérek na dotek. BMDMs
hodowano w medium (DMEM Gibco (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA);
4 nM L-glutamina (Merck, Darmstadt, Niemcy); 10% (o/o) FBS, 1% (o/0) roztworu
aminokwaséw MEM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA); 0,1 mg/mL
streptomycyny i 100 U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska))
z dodatkiem mysiego rekombinowanego czynnika wzrostu kolonii makrofagow
(M- CSF; 50 ng/mL; ang. macrophage colony-stimulating factor; BioLegend, San Diego,
CA, USA) w 37°C w wilgotnej atmosferze z 5% CO2 tacznie przez 9 dni. W dniu 3i 6
potowe medium poddawano od$wiezeniu nowg porcjg medium zawierajgcego 50 ng/mL
M-CSF. 24 godziny przed zabezpieczeniem materiatu, hodowle komorek ptukano
dwukrotnie roztworem PBS i wymieniano na medium z dodatkiem lipopolisacharydu
(LPS) w stezeniu 100 ng/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) stosowanego do
stymulacji komorek do produkcji oraz wyrzutu cytokin. Po uptywie czasu inkubacji
medium znad komérek BMDMs zbierano i zabezpieczano w temperaturze -80°C,
a komorki przemywano dwukrotnie PBS i zbierano w 1 mL roztworu trizolu (TRI
Reagent ®; MRC Inc., Cincinnati, OH, USA) do analizy qPCR lub w 50 pL buforu RIPA
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) do analiz western blot. Ponadto, zbierano
komorki do analizy fenotypowej wykonywanej przy uzyciu cytometrii przeplywowe;j

(schemat eksperymentu Ryc.4).

Dodatkowo szpik kostny myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1
sprawdzono pod katem obecnosci przerzutow. W tym celu wykorzystano opornos¢
komorek 4T1 na 6-tioguaning (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Na szalk¢
0 s$rednicy 10 cm wysiewano zawiesing komoérek w liczbie 10 mln, po 24 godzinach od
rozpoczecia hodowli komoérek szpikowych dodawano 6-tioguaning w stezeniu 10 pM.
Po 14 dniach hodowli (37°C; 5% CO2; wilgotno$¢ 95%) barwiono wyroste kolonie
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komorek 4T1 uzywajac 20% (w/0) roztworu fioletu krystalicznego (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA) w 80% (o/0) metanolu (Avantor, Gliwice, Polska) w PBS i liczono.

e 1000 IU (control)

000 IU+ cal 3 <z £ s
o 1 +ca il ’ T = — Ei — [ —
e 100U 4T1/67NR
e 100U +cal

Wymiana medium na $wieze Wymiana medium na $wieze

WYSianiZ/kO[nérEk na plytki 6-dotk  MCSF S0 ne/mL D3 MCSF 50 ng/ D6 = fiez:r:;‘:;l;ie\:,n'?:;é?_w
MCSF 50 ng/m|
D1 Liza komorek w RIPA
Analiza fenotypowa

1 4
7 doba po wysianiu komérek

24h

Rycina 4. Schemat eksperymentu ex vivo z uzyciem komérek szpikowych myszy BALB/c obarczonych rakiem
gruczolu sutkowego 4T1. Komorki wysiewano w medium z dodatkiem M-CSF. Po serii wymian medium w dniach 3
oraz 6, komoérki stymulowano LPS przez 24 godziny w 7 dobie po rozpoczeciu hodowli. W dniu 8 zbierano supernatant
znad komorek (test ELISA), a komodrki wykorzystano do analizy fenotypowej lub wykonano lize komérkowa
w odczynniku TRIZOL (gPCR) lub w buforze RIPA (western blot). M-CSF: 50 ng/mL; LPS: 100 ng/mL.

Szpik kostny zdrowych myszy BALB/c izolowano zgodnie z powyzszym opisem.
Komorki szpikowe pochodzace od myszy nieobarczonych nowotworem wykorzystano
do réznicowania BMDMSs w obecnosci mediow kondycjonowanych pochodzacych znad
komorek 4T1 (CM 4T1). Procedura generowania CM zostata opisana w rozdziale 3.1.1.
Proces roznicowania makrofagow trwat 7 dni, do tego celu uzyto medium z dodatkiem
40% (o/0) mediow kondycjonowanych i 50 ng/mL M-CSF. W dniach 1, 3 i 6
dokonywano wymian medium na §wieze. W 7 dniu, po przeptukaniu komorek roztworem
PBS, dodawano medium z 100 ng/mL LPS. Po 24 godzinach, zebrano supernatanty (do
testu ELISA) oraz komorki do cytometrii przeptywowej. Do analizy qPCR komorki
lizowano w 500 pL roztworu trizolu oraz w 50 pL buforu RIPA do analizy western blot
— szczeglly w sekcjach dotyczacych poszczegdlnych metod. Schemat eksperymentu —
Ryc.5.
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1. 1zolacja szpiku kostnego myszy niezaszczepionych nowotworem
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Rycina 5. Shemat eksperymentu ex vivo z uzyciem komoérek szpikowych pochodzacych od zdrowych myszy
BALB/c (punkt 1). Wykorzystano medium kontrolne (KM) oraz media kondycjonowane (CM) pochodzace znad
hodowli komérek 4T1 (CM 4T1) oraz znad hodowli komérek 4T1 traktowanych przez 72h kalcytriolem w st¢zeniu
100 nM (CM 4T1 cal) lub etanolem (kontrola rozpuszczalnika dla kalcytriolu w stgzeniu 0,1%) (CM 4T1 EtOH)
(punkt 2 - procedura kondycjonowania medium opisana w podrozdziale 4.1.1.). Proces rdznicowania komorek
BMDMs w obecnosci medidw kondycjonowanych trwat 7 dni (w dniach 3 oraz 6 dokonywano wymiany medium).
W 7 dobie od rozpoczgcia hodowli komorki traktowano LPS przez kolejne 24 godziny, a nastgpnie zbierano
Supernatant znad komorek (test ELISA), a same komorki wykorzystywano do analizy fenotypowej oraz wykonano ich
liz¢ w odczynniku TRIZOL (gPCR) lub w buforze RIPA (western blot). M-CSF: 50 ng/mL; LPS: 100 ng/mL (punkt
3).

3.2. Badania przeprowadzone z  wykorzystaniem  tkanek
pochodzacych od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczolu
sutkowego

Na badania z uzyciem tkanek (krew i fragmenty guzéw) pochodzacych od pacjentek
leczonych w Dolnoslaskim Centrum Onkologii, Pulmonologii i Hematologii (DCOPiH)
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o numerze 603/2018 oraz 855/2019. Kryteriami wigczenia
pacjentek do badania byto rozpoznanie inwazyjnego raka gruczotu sutkowego w biopsji
(bez wzgledu na stopien zaawansowania), zakwalifikowanie do pierwotnego leczenia
chirurgicznego (wymiar guza wigkszy niz 1 cm i bez znacznika po biopsji) oraz
podpisanie $wiadomej zgody przez pacjentki na udziat w badaniu. Od
zakwalifikowanych pacjentek, oprocz pobrania fragmentu tkanki zmienionej
nowotworowo (kontrole nad wycigciem fragmentu guza sprawowal patomorfolog),
pobierano rowniez krew zylng (pacjentki ze zlokalizowanym miejscowo rakiem gruczotu

sutkowego oraz w stadium uogdlnionym/rozsianym). Wszystkie pacjentki ze
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zlokalizowanym miejscowo rakiem w ocenie klinicznej (w tym w badanich obrazowych)
wedhug klasyfikacji TNM wykazywaly status NO (brak przerzutow do weztow
chtonnych) oraz MO (brak przerzutow odlegtych), natomiast w ostatecznym wyniku
pooperacyjnego badania histopatologicznego preparatu pooperacyjnego wykazano wsrod
niektorych pacjentek obecnos¢ przerzutow w dole pachowym. Petne dane kliniczne oraz

wyniki ankiet otrzymano od DCOPiH w formie pliku bez danych wrazliwych pacjentow.
3.2.1. lzolacja i réznicowanie monocytow z krwi obwodowej pacjentek

Krew zylng pacjentek zakwalifikowanych do badania w liczbie 3 amputek o obj¢tosci
9 ml kazda (zawierajacych EDTA-S-Monovette; Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy)
wirowano w temperaturze 4°C celem zabezpieczenia osocza do dalszych analiz (-80 °C).
Po odwirowaniu pozostate elementy morfotyczne krwi rozcienczano dwukrotnie
w plynie Hanksa (PChO, Wroctaw, Polska). Otrzymang zawiesing nawarstwiano na
roztwor ficollu w temperaturze pokojowej (Ficoll Pague ™ Premium — 1.073 GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) do dwoch probowek 15 ml. Probki wirowano (400 x g
przez 30 min) w temperaturze pokojowej. Nastepnie, zbierano powstaty kozuch frakcji
mononuklearow- PBMC, ktory tworzy si¢ na powierzchni ficollu. Komorki ptukano
dwukrotnie poprzez wirowanie w roztworze PBS, nastepnie zawieszano w koncowej
objetosci 5 mL i liczono. W zaleznos$ci od liczby uzyskanych komorek, dodawano
odpowiednig ilo$¢ przeciwciata anty-CD14 koniugowanego z kulkami magnetycznymi
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) stosujac zalecenia producenta — 20 puL przeciwciata
oraz 80 uL buforu do separacji na kazde 10 milionow komorek. Doktadng procedurg
separacji magnetycznej opisano w rozdziale 3.3.1. Wyseparowane w ten sposOb
monocyty liczono i wysiewano na minimum 8 dotkéw ptytki 12-dotkowej (Greiner Cell
Suspension, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) W liczbie 5x10° komorek na
dotek, w objetosci 1 mL medium hodowlanego (RPMI G.MAX (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA); 5% (o/0) FBS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA);
5% (o/0) surowicy konskiej (HS; ang. horse serum, GIBCO, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), 4 mM I-glutaminy; 2,5 g/L glukozy; 1 mM pirogronianu; 1% (0/0)
aminokwasow (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA); 0,1 mg/mL streptomycyny i 100
U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin, Warszawa, Polska)) z dodatkiem ludzkiego
rekombinowanego M-CSF w stezeniu 50 ng/mL (BioLegend, San Diego, CA, USA).
Wykonywano takze sprawdzenie czystosci izolacji dla co trzeciej probki stosujac

przeciwciala anty- CD14 BV-421 oraz anty-CD45. Srednia czysto$¢ probek (procent
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komoérek CD14%) wynosita okoto 90%. Wyizolowane monocyty z krwi obwodowej
pacjentek po 7 dniowym procesie réznicowania do makrofagdw przy uzyciu czynnika
M-CSF (50 ng/mL; wymiany medium w dniach 3 oraz 6) poddawano polaryzacji do
poszczegdlnych klas makrofagobw (MDMS; ang. monocyte derived macrophages;
szczegdly Ryc. 6) bez lub w obecnosci kalcytriolu stosowanego w trzech réznych
stezeniach (1 nM, 10 nM, 100 nM) od 6smego dnia hodowli. Nastepnie po 48 godzinach
réznicowania do klas makrofagéw: MO (komorki wyjsciowe, czynnik stymulujacy:
M- CSF 50 ng/mL), M1 (czynnik stymulujacy: LPS 100 ng/mL, INF-y 50 ng/mL), M2a
(czynnik stymulujgcy: IL-4 50 ng/mL) oraz M2c (czynnik stymulujacy: IL-10 50 ng/mL),
przeprowadzano 24 godzinng aktywacje komorek za pomocg LPS w st¢zeniu 100 ng/mL.
W dniu 11 komorki zbierano uzywajgc roztworu akutazy (300 pl/dotek; Accutase
solution, Merck, Darmstadt, Niemcy). Zebrane w powyzszy sposob komorki
z poszczegbdlnych grup byly zawieszane w 1 mL roztworu PBS z dodatkiem 2% (0/0)
FBS i poddawane analizie cytometrycznej (3.3.4.) w celu zmierzenia poziomu/obecnosci
markeréw na ich powierzchni rozrézniajacych je na subpopulacje makrofagow M1, M2a

badz M2c i monitorowania ich zmian pod wplywem r6znicowania w obecnosci

kalcytriolu.
s ”ﬁ\/ o
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Rycina 6. Schemat réznicowania monocytow z krwi obwodowej (MDMSs) pacjentek do klas makrofagow MO,
M1, M2a, M2¢ w obecnos$ci kalcytriolu stosowanego w stezeniach 1 nM, 10 nM oraz 100 nM. Komérki
réznicowano w obecnosci M-CSF od dnia rozpoczgcia hodowli do 7 doby (D8) z wymiang mediéw na §wieze w dniach
3 oraz 6. W 6smym dniu komoérki MDMs poddawano dziataniu czynnikéw réznicujacych je do klas makrofagow: MO
(komorki wyjsciowe, czynnik stymulujacy: M-CSF 50 ng/mL), M1 (czynnik stymulujacy: LPS 100ng/mL, INF-y 50
ng/mL), M2a (czynnik stymulujacy: IL-4 50 ng/mL) oraz M2c (czynnik stymulujacy: IL-10 50 ng/mL). Proces
roznicowania prowadzono bez lub w obecnosci kalcytriolu stosowanego w stezeniach 1 nM; 10 nM oraz 100 nM. Po
48 godzinach komorki poddawano dzialaniu LPS przez kolejne 24 godziny. W dniu 11 zbierano komorki do analizy
fenotypowej (analiza cytometryczna). M-CSF — ang. macrophage colony stimulating factor: 50 ng/mL; LPS — ang.
Lypopolisaccharide: 100 ng/mL; INF-y — interferon gamma: 50 ng/mL; IL-4 — interleukina 4: 50 ng/mL; IL-10 —
interleukina 10: 50 ng/mL.
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3.3. Metody

3.3.1. Separacja magnetyczna TAMs z guzéw pochodzenia mysiego i ludzkiego
oraz monocytow z krwi obwodowej pacjentek

Fragmenty guzéw, zarowno pochodzenia mysiego, jak i ludzkiego, zabezpieczone
w momencie pobrania w roztworze medium hodowlanego przenoszono na jatowa szalke
Petriego (w przypadku guzéw pochodzacych z tkanki pooperacyjnej pacjentek medium
zawierato primocin w stezeniu 0,1 mg/mL (InvivoGen, San Diego, CA, USA). W celu
zachowania jak najwyzszej zywotnosci izolowanych komorek wszystkie etapy izolacji
przeprowadzano na lodzie. Fragment guza zalewano 1 mL medium (RPMI G.MAX
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA); 5% (o/0) FBS (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA); 5% (o/0) surowicy konskiej (HS; ang. horse serum, GIBCO, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 4 mM L-glutaminy; 2,5 g/L glukozy; 1 mM
pirogronianu; 1% (o/o) roztworu aminokwasow (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA); 0,1 mg/mL streptomycyny i 100 U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin, Warszawa,
Polska)) i dokonywano mechanicznej dezintegracji tkanki za pomocg skalpela. Wstgpnie
rozdrobniony material przenoszono do probowki (10 mL) i uzupetniano do objetosci
4 mL medium z dodatkiem 1 mg/mL enzymow kolagenazy IV (Collagenase from
Clostridium histolyticum; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) oraz DNAzy | (Roche,
Bazylea, Szwajcaria) i inkubowano w temperaturze 37°C przez 2 godziny z lekkim
wytrzasaniem. Nastepnie otrzymany w ten sposob homogenat przesaczano przez filtr
(cell strainer) o wielkos$ci poréw 70 um do jatlowej proboéwki (50 mL) i uzupetniano do
objetosci 20 mL roztworem PBS z 2% (0/0) FBS. Zawiesing komorek wirowano (10 min,
300 x g, 4°C), a nastepnie po zawieszeniu w 5 mL buforu do separacji, liczono i oceniano

zywotno$¢ komorek.

Kolejne czynnosci sg zbiezne dla materiatu pochodzacego z krwi oraz guzéw. Do
kazdego z dalszych etapow izolacji uzywano buforu, w sktad ktorego wchodzit PBS
o pH 7,2 oraz 0,5% (w/0) BSA (ang. bovine serum albumin) i 2 mM EDTA (oba
odczynniki z Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), ktérego uzyto aby zapobiegac

niechcianej agregacji komoérek podczas separacji i odczytu W cytometrze przeplywowym.

Po otrzymaniu zawiesin komorkowych, do separacji stosowano przeciwciata anty-
CD14 lub anty-F4/80 potaczone z kulkami magnetycznymi w przypadku izolacji

odpowiednio ludzkich lub mysich monocytow/makrofagow (Miltenyi Biotec, Auburn,
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CA, USA). Uzywano nastepujacego przelicznika przeciwciato/bufor: 20 uL/80 pL
przeciwciala anty-CD14 oraz 10 pL/90 uL przeciwciala anty-F4/80 na kazde 10’
komoérek. W przypadku materiatu pochodzacego z guzéw stosowano dodatkowo 5
minutowe blokowanie receptoréw dla fragmentéw Fc przeciwcial uzywajgc w tym celu
przeciwcial anty-CD16/CD32 (TruStain FcX BioLegend, San Diego, CA, USA; numery
katalogowe dla anty-ludzkich i anty-mysich przeciwcial odpowiednio #422302 oraz
#101320) zwigkszajac tym samym czysto$¢ separacji. Inkubacje z przeciwciatami
prowadzono przez 30 min w temperaturze 4°C. Po upltywie tego czasu zawiesing
komorek ptukano i ponownie zawieszano w buforze (1 mL). Kolumne do separacji (MS)
umieszczano w polu magnetycznym i aktywowano ptuczac jg 1-krotnie objetoscig
500 pL buforu. Nastepnie, nawarstwiano roztwor komorek i po grawitacyjnym przej$ciu
ptynu przez kolumne, plukano ja 3-krotnie objetoscia S00 pL buforu i umieszczano (po
procesie ptukania juz poza polem magnetycznym) w probowce (10 mL) i wypychano
tlokiem objetos¢ 1 mL buforu przez kolumne, w ktorej znajdowaé powinny si¢ komorki
CD14 dodatnie (material pochodzenia ludzkiego) badz F4/80 dodatnie (materiat
pochodzenia mysiego). W ten sposob wyseparowane komorki poddawano dalszym

analizom.

TAMs izolowane z guzow myszy obarczonych komorkami 4T1 oraz 67NR poddano
krétkoterminowej hodowli (72 godziny) w celu oczyszczenia materialu po separacji
z martwych komodrek (medium hodowlane tozsame ze stosowanym w przypadku
BMDMs — bez dodatku M-CSF, ptytka 12-dotkowa (Greiner Cell Suspension, Greiner
Bio-One, Kremsmiinster, Austria). Nastgpnie 24 godziny przed liza w TRI Reagent®
TAMs stymulowano LPS (100 ng/mL). Tak przygotowany material przechowywano
w temperaturze -80 °C do dalszych analiz (Real-time PCR).

3.3.2. Analiza ekspresji genow na poziomie MRNA

I1zolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Wszystkie probki zabezpieczone w TRI Reagent ® (MRC Inc., Cincinnati, OH,
USA) poddane zostaly procesowi izolacji catkowitego RNA przy uzyciu komercyjnie
dostgpnego zestawu Direct-zol™ RNA Miniprep (ZYMO RESEARCH, Tustin, CA,
USA). Po wykonaniu protokotu izolacji zgodnie z instrukcja producenta (stosujac
traktowanie materialu DNAza I bezposrednio na kolumnach do izolacji, celem usuniecia

pozostatosci genomowego DNA) mierzono st¢zenie calkowitego RNA przy uzyciu
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spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
RNA uzyte do reakcji odwrotnej transkrypcji w przypadku TAMs stanowil materiat z 2-
4 separacji, poniewaz ilos¢ materiatu zabezpieczona z pojedynczej separacji, na ktorg
sktadat si¢ materiat z 3 myszy, byla niewystarczajaca. W przypadku BMDMSs materiat
do reakcji odwrotnej transkrypcji stanowito RNA pochodzace od 3 myszy. Maksymalnie
2,5 ug catkowitego RNA uzyto do reakcji przy uzyciu zestawu SuperScript IV VILO
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (dotyczy wszystkich probek
TAMSs oraz BMDMs). Zestawu iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) uzywano do reakcji odwrotnej transkrypcji 1 pg RNA w przypadku
eksperymentow dotyczacych charakterystyki in vitro komorek linii 4T1, 67NR, EQ771.
Reakcje przeprowadzano w termocyklerze Veritii 9902 (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) w warunkach przedstawionych w Tabeli 2.

Tabela 2. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

iScript cDNA Synthesis Kit SuperScript IV VILO Master Mix
25°C 5 min 25°C 5 min
50°C 10 min 46°C 20 min
85°C 5 min 85°C 5 min

Po zakonczeniu reakcji odwrotnej transkrypcji probki cDNA przechowywano

w temperaturze -20°C do dalszych analiz.

Przesiewowa analiza ekspresji genéw na poziomie mRNA z uiyciem plytek
mikrofluidowych

Profil ekspresji 59 genow (numery identyfikacyjne uzytych sond znajdujg si¢
w Tabelach 9-10, natomiast petne nazwy genoéw zataczono w Tabeli S-1) zwigzanych
Z metabolizmem witaminy D lub wlasciwosciami TAMs przeanalizowano za pomoca
specjalnie zaprojektowanych macierzy qPCR (TagMan™Array Cards, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). W tym celu uzyto 75 ng cDNA na jeden port ptytki
(mieszanina cDNA i wody DEPC oraz 2x TagMan™ Gene Expression Master Mix)
W objetosci naktadanej: 100 pL/port. Eksperymenty przeprowadzone zostaly zgodnie
z instrukcja producenta w urzadzeniu ViiA™?7 przy uzyciu odczynnikéw TagMan®
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Reakcj¢ PCR w czasie rzeczywistym
prowadzono stosujac program: 95°C 15 sekund, nast¢pnie 60°C 60 sekund przez 40 cykli.

Ekspresje genow na poziomie mRNA obliczano przy uzyciu metody AACt, nastgpnie
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liczono parametr RQ, ktory oznaczat krotno$¢ zmian w stosunku do zastosowanego
kalibratora (grupa 1000 IU). Dane analizowano przy uzyciu oprogramowania
ExpressionSuite Software v1.3 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
W obliczeniach zastosowano kilka kontroli endogennych (w oprogramowaniu — multiple
controls analysis; 18S-Hs99999901 s1; B2m-Mm00437762_m1; Actb-
Mm01205647_g1; Gapdh-Mm99999915 g1).

Real-time PCR

Analiza ekspresji wybranych genéw w pojedynczych probkach prowadzona byta
zuzyciem 25 ng cDNA nareakcje (10 puL objetos¢ koncowa reakcji), 2x TagMan™ Gene
Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oraz sond
TagMan™ wyszczego6lnionych w Tabeli 3 i dodatku wody wolnej od RNaz — DEPC.
Kazda z probek naktadano w dwoéch technicznych powtorzeniach na ptytke 96 dotkowa
typu Fast, reakcj¢ prowadzono jak w badaniach przesiewowych. Przeprowadzono
porownawcza analize AACt i wybrano kontrole endogenne na podstawie wczesniej
uzyskanych wynikow (Gapdh dla BMDMs i Hprt dla linii komérkowych). Jako
kalibratory do uzyskania parametru RQ wybrano nietraktowane kontrole lub grupe
1000 IU. Wszystkie analizy przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania

ExpressionSuite Software v1.3 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Tabela 3. Lista uzytych sond.

Nazwa genu Numer identyfikacyjny
sondy
Gapdh glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Mm99999915 g1
Hprt hypoxanthine phosphoribosyltransferase Mm00446968_m1
Cyp27b1 cytochrome p450 family 27 subfamily b member 1 Mm01165918 g1
Cyp24al cytochrome p450 family 24 subfamily a member 1 MmO00487244 ml
vdr vitamin d receptor Mm00437297_m1
116 interleukin 6 Mm00446190_m1
1123a interleukin 23 subunit alpha Mm00518984 ml
Irf4 interferon regulatory factor 4 Mm00516431 ml
Fnl fibronectin 1 Mm01256744 _m1l
Mrcl mannose receptor c-type 1 Mm01329362_m1

3.3.3. Analiza poziomu bialek

Przygotowanie lizatow biatkowych i pomiar poziomu biatka
Lizaty bialkowe przygotowywano w buforze RIPA z dodatkiem koktajlu
inhibitoréw fosfataz 2 i 3 oraz proteaz (1 uL na 100 puL buforu; Sigma-Aldrich, Saint

Louis, MO, USA). Material z eksperymentow in vitro stanowity hodowle komorek
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adherentnych, w zwigzku z tym przed dodaniem buforu lizujacego szalki plukano
dwukrotnie roztworem PBS, a nast¢pnie po doktadnym zebraniu resztek PBS nakrapiano
100 pL buforu RIPA na szalke o $rednicy 100 mm (lub 50 pL w przypadku ptytek 6-cio
dotkowych). Po 20 minutowej inkubacji na lodzie, komorki zdrapywano skrobaczka,
a gestg zawiesing lizatu przenoszono do probowek typu eppendorf i mrozono w cieklym

azocie. Probki przechowywano do dalszych analiz w temperaturze -80°C.

Tkanki z eksperymentow in vivo, zabezpieczone podczas sekcji w ciektym azocie
I przechowywane w temperaturze -80°C, byly rozmrazane, wazone, a nastgpnie
przenoszone do ampulek homogenizacyjnych zawierajacych kulki ceramiczne
i odpowiednig ilo$¢ buforu RIPA z koktajlem inhibitoréw proteaz i fosfataz (na kazde
300 mg tkanki przypadalo 500 pL buforu). Tak przygotowane probki poddawano
homogenizacji w urzadzeniu FastPrep (MP Biomedicals LLC, Santa Ana, CA, USA)
przy parametrach CY 24x2, 5,5 m/s, t=40 s, cykl wykonano dwukrotnie. W ten sposob
przygotowane lizaty przenoszono do probowek typu eppendorf, mrozono w ciektym

azocie i przechowywano w temperaturze -80°C.

W dniu przygotowywania materiatu do analizy western blot probki rozmrazano
na lodzie. Nastgpnie wirowano je przy 10 000 x g w 4°C przez 10 min, w celu pozbycia
si¢ gestego osadu zdenaturowanego DNA. Supernatanty przenoszono do nowych
probowek 1 oznaczano stezenie biatka stosujgc zmodyfikowang metode Lowry’ego (DC
Protein Assay Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Do okreslenia stezenia biatka w probee
stosowano krzywa standardowa BSA (2 mg/mL-0,125 mg/mL; Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Pomiar absorbancji wykonywano przy uzyciu czytnika Synergy H4 Hybrid Multi-
Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

Western blot

Probki zawierajgce odpowiednig ilos¢ biatka przygotowywano w buforze 4 x
Laemmli Samle Buffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) zawierajagcym
B- merkaptoetanol (Merck, Darmstadt, Niemcy). Na $ciezke zelu naktadano objetosc

zawierajaca 50 pg biatka, po uprzednim zagotowaniu mieszaniny w 98°C przez 5 minut.

Do  rozdzialu  elektroforetycznego = (SDS-PAGE)  stosowano  zele
poliakrylamidowe o roéznej gestosci (ktorych sklad przedstawiono w Tabeli 4),

w zalezno$ci od wielkos$ci (kDa) oznaczanych bialek. Jako kontrole wielkosci biatek
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poddawanych detekcji stosowano marker mas PageRuler Prestained Protein Ladder

(#26616; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Tabela 4. Sklad zeli rozdzielajacych do elektroforezy bialek. Podane w tabeli objetosci roztworow dotycza
dwoch plytek o wymiarach 100 x 80 x 1 mm.

Zel zageszczajacy
Nazwa odczynnika Dodawana objetosé
Bufor B 0,65 mL
Bufor C 2,5 mL
Woda MilliQ 1,8 mL
10% APS 50 uL
TEMED
(N,N,N’,N’-czterometylo-1,2- 10 uL
diaminoetan)
Zel rozdzielajacy
Nazwa odczynnika 7,5% 10 % 12 %
Bufor B 3,75 mL 5,0 mL 6 mL
Bufor A 7.5 mL 7.5 mL 7,5 mL
Woda MilliQ 3,75 mL 2,5mL 1,5mL
10% (w/0) APS 75 uL 75 uL 75 uL
TEMED
(N,N,N°, N~ 15 uL 15 uL 15 uL

czterometylo-1,2-
diaminoetan)
Bufor A: 45,4 g Tris-HCI, 1 g SDS (PChO IITD PAN, Wroctaw, Polska); Bufor B: akrylamid/ bis-
akrylamid (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA); Bufor C: 15,1 g Tris-HCI, pH 6,8, 1 g SDS, 0,5 | woda
MilliQ (PChO IITD PAN, Wroctaw, Polska); APS: nadsiarczan amonu, (NH.).S;0s (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA); TEMED: N,N,N'N'-Tetrametyloetylenodiamina (BioShop, Burlington, Ontario,
Kanada).

Bufor do elektroforezy sktadat si¢ z glicyny, SDS (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA), Trizma-Base (Merck, Darmstadt, Niemcy) rozpuszczonych w wodzie MiliQ
w nastepujacych proporcjach: 1,44 g; 0,302 g; 0,1 g/1 L. Rozdziat prowadzono stosujac
parametry 100 V (parametr staty); 0,6 A; 300 W, przez okoto 1 godzing i 20 minut.
Kolejnym etapem byt transfer potsuchy rozdzielonych biatek z zelu na membrang PVDF
(6 x 9 cm) (Immobilon®- FL, Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy) w bibutach (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) namoczonych w buforze do transferu zawierajacym glicyne (7,2 g);
Trizma-Base (1,51 g); metanol (100 mL; Polskie Odczynniki Chemiczne SA, Gliwice,
Polska); 400 mL wody MilliQ (PChO IITD PAN, Wroctaw, Polska). Proces ten trwat
godzing przy 0,3 A (parametr staty) oraz 25 V.

Membrang po transferze blokowano przez godzing stosujagc w tym celu roztwor
odtluszczonego mleka rozpuszczonego w TBS z 0,1% (o/o) Tween-20 (TBST).
Nastepnie, po serii 4 ptukan (4 x 5 min) membran¢ inkubowano przez noc w 4°C

Z roztworem przeciwcial sporzadzonym w odpowiednim stezeniu (wyszczego6lnione
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w Tabeli 5) w TBST z 5% (w/0) dodatkiem roztworu blokujacego. Nastepnego dnia
membrany inkubowano dodatkowe 30 minut w temperaturze pokojowej z przeciwciatem
I-rzgdowym. Po kolejnej serii plukan (TBST; 4 x 5 min) nakladano przeciwciato II-
rzedowe — mysie antykrolicze 1gG-HRP (1:10000) (sc-2357; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) lub kozie antymysie IgG-HRP (1:2000) (P0447; Dako, Carpinteria,
CA, USA) w zaleznosci od stosowanego przeciwciata [-warstwy. Po uptywie czasu
inkubacji membrany ponownie ptukano (TBST; 4 x 5 min) i wykonywano odczyt
z uzyciem odczynnika Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Chemiluminescencj¢ wizualizowano korzystajac z urzadzenia ChemiDoc Imaging

System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Analiz¢ densytometryczng przeprowadzono przy uzyciu programu ImageJ 1.48r
(National Institutes of Health, Bethesda, MA, USA) porownujac intensywno$¢ prazkow

badanych biatek do B-aktyny, ktora stanowita kontrole zatadowania $ciezek.

Tabela 5. Przeciwciala uzyte do immunodetekcji biatek.

Bialko Pochodzenie Klon/Numer Rozcie.l'lcz.enie
katalogowy przeciwcial®
EpCAM kroélicze 21050-1-AP 1:1000
OPN kroélicze 22952-1-AP 1:1000
TGFpB krolicze 21898-1-AP 1:500

Zebl kroélicze 21544-1-AP 1:1000
E-kadheryna kroélicze 20874-1-AP 1:5000
VDR krolicze D2K6W/ #12550 1:1000
CYP24A1 krolicze H-87/#sc-66851 1:1000
CYP27B1 kroélicze EPR20271/ab206655 1:1000
MMP-3 krolicze JM46-22/NBP2-75931 1:1000
COX-2 mysie 33/Cox-2/ BD 610203 1:1000

*Przeciwciata rozcienczano w roztworze TBST z dodatkiem roztworu blokujacego (10:1)

EpCAM — czasteczka adhezji komorek nabtonkowych; OPN — osteopontyna; TGFf — transformujacy czynnik
wzrostu B; Zeb1 — biatka z rodziny palca cynkowego E-Box wiazacego Homeobox 1; VDR — receptor witaminy D;
CYP24A1 - 24-hydroksylaza; CYP27B1- 1la-hydroksylaza; MMP-3 — metaloproteinaza 3; COX-2-
cyklooksygenaza 2

ELISA
W materiale pochodzacym z eksperymentow in vivo (lizaty z guzow, osocze,

supernatanty znad krétkoterminowych hodowli TAMs) oraz ex vivo (supernatanty znad
hodowli komorek BMDMs lub 4T1) wykonano oznacznia IL-6, IL-23, FGF23, TGFp
oraz PGE2 za pomoca techniki ELISA. Komercyjnie dostepne testy ELISA uzyte to
oznaczen przedstawiono w Tabeli 6, a ich wykonanie bylo zgodne z instrukcjami
producentow. W przypadku kazdego rodzaju materiatu, jak i oznaczanych czynnikow

stosowane w tescie stezenie dobierano indywidualnie przed przystapieniem do
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wlasciwych oznaczen. Odczyt absorbancji zostal przeprowadzony z uzyciem czytnika
ptytek Synergy H4 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA), a otrzymane w ten sposob wyniki przeliczano na zawarto$¢ biatka
zgodnie ze sporzadzong krzywa standardowa dla poszczegdlnych zestawow oznaczanych
biatek. Wzor krzywej standardowej o najdoktadniejszym dopasowaniu wyznaczano
w  programie Curve Expert (Hyams, D. G., CurveExpert software,

http://www.curveexpert.net, 2010).

Tabela 6. Lista komercyjnych zestawéw ELISA uzytych do detekcji poszczegolnych czasteczek.

Nazwa Material badany Producent
IL-6 Guzy, osocze, supernatanty Wuhan ElAab Science Co,

Ltd, Wuhan, Chiny

IL-23 Supernatanty Bio-techne® R&D System,
Minneapolis, USA

FGF23 Guzy, osocze Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA
TGFpB Guzy, osocze eBioscience, Amsterdam, NL
PGE2 Supernatanty Bio-techne® R&D

System, Minneapolis, USA
IL — interleukina; FGF23 — czynnik wzrostowy fibroblastow 23; TGFp — transformujacy czynnik
wzrostu 3; PGE2 — prostaglandyna E2

3.3.4. Analiza marker6w powierzchniowych TAMS metoda cytometrii
przeplywowej

Analizg cytometryczng przeprowadzano na §wiezo wyseparowanych z guzéw TAMs
w dniu eutanazji myszy lub w dniu otrzymania tkanki poopercyjnej pacjentek.
Analizowano takze komoérki BMDMs oraz MDMs w ostatnim dniu eksperymentow
ex Vvivo prowadzonych w celu rdéznicowania mysich komorek szpikowych lub
monocytow ludzkich do makrofagdéw (szczegdtowy opis eksperymentdw i uzyskania
materiatu znajduje si¢ w sekcjach: 3.1.2; 3.1.3; 3.2.1 oraz 3.3.1). Komorki do analizy
zbierano w roztworze PBS z 2% (0/0) FBS. Nastepnie, wirowano je przy 324 x g w 4°C
przez 5 min. W przypadku BMDMSs oraz MDMs blokowano receptory dla fragmentow
Fc przeciwcial uzywajac w tym celu przeciwcial anty-CD16/CD32 (5 min; temperatura
pokojowa, 0.1 pg/100 uL; TruStain FcX BioLegend, San Diego, CA, USA numery
katalogowe dla anty-ludzkich i anty-mysich przeciwcial odpowiednio: #422302 oraz
#101320), natomiast (blokowang przed procesem separacji) zawiesing komorek TAMs
w PBS barwiono przez 30 minut w temperaturze 4°C przy uzyciu barwnika
eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (0.1 uL/100 uL; Invitrogen, Waltham,
MA, USA) umozliwiajacego oddzielenie w analizie komoérek martwych od zywych. Po
odptukaniu roztworu blokujacego lub barwnika (poprzez wirowanie przy 324 x g w 4°C),
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komorki zawieszono W roztworze zawierajgcym mieszaning przeciwcial (Tabela 7).
Komoérki inkubowano przez 30 minut w temp. 4 °C. Nastepnie, kolejno probki ptukano
w roztworze 2% (o/0) FBS w PBS, zawieszano w 200 uL PBS i dokonywano odczytu
przy uzyciu cytometru przeptywowego BD LSRFortessa™ (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). Celem usuniecia fatszywie pozytywnego sygnatu wynikajgcego z naktadania
si¢ widm emisji i wzbudzenia barwnikdw uzywanych jednocze$nie, w kazdym
eksperymencie wykonano kontrole pozytywne znakowane pojedynczo dla kazdego ze
stosowanych przeciwcial. Stanowily one podstawe do ustawien kompensacji, ktora
stosowano do analizy poszczegdlnych eksperymentoéw. Analiz¢ wynikow
przeprowadzono uzywajac programu BD FACS Diva™ 6.2 wyznaczajac procent
pozytywnych wzgledem danego barwnika komorek lub intensywnos¢ fluorescencii

w stosunku do nieznakowanej kontroli (MFI; median fluorescence intensity).

Tabela 7. Spis przeciwcial uzytych w analizie cytometrycznej.

Nazwa-barwnik Pochodzenie Klon/Producent
F4/80- BV421 szczurze BM8/BD Biolegend
CD11b-APC szczurze M1/70 /BD Biosciences
(HLA-DR) MHCII-PerCP-Cy5.5 szczurze M5/114.15.2 BioLegend
Anty-mysie CD204-BV650 szczurze 268318/BD Biosciences
CD80-PeCy7 chomicze 16-10A1/BioLegend
CD44-BV510 Szczurze IM7/BioLegend
CD163-PE Szczurze TNKUPJ/Thermo Fisher
EpCAM-FITC szczurze (G8.8/ BioLegend
CD11b-FITC mysie ICRF44 /BiolLegend
CD14-BVv-421 mysie M5E2/Biolegend
CD200R-APC mysie 0OX-108/BioLegend
(HLA-DR)MHCII PerCP/Cy5.5 mysie Tii36/BioLegend
Anty-ludzkie CD163-PE mysie GHI/61/ BioLegend
EpCAM- PE-Cy7 mysie 9C4/ Biolegend
CD204- BV650 mysie U23-56/BD Biosciences
CD80- BV785 mysie 2D10/ BioLegend
CD44- BV510 szczurze IM7/BioLegend

3.3.5. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono w programie do analizy
i wizualizacji danych GraphPad Prism 7.01 (GraphPad Software Inc., USA). Po
sprawdzeniu normalnosci rozktadu danych przy uzyciu testu Shapiro-Wilk’a
przeprowadzano odpowiednio test ANOVA (one-way/two-way ANOVA) lub
w przypadku danych, ktére odbiegaty od rozktadu Gaussa przeprowadzano analize¢
testem Kruskal-Wallis’a. Dla sprawdzenia istotnoS$ci statystycznej pomiedzy
poszczegdlnymi grupami uzywano takze testow: test t lub Mann-Whitney U. Kazdy
Z uzytych testow wyszczegdlniono w podpisach rycin, a rdznice istotne statystycznie

uznawano gdy p< 0,05.

57



WYNIKI

4. WYNIKI

4.1. Analiza tkanek pochodzacych od myszy obarczonych mysim
rakiem gruczotu sutkowego

Pierwszym etapem badan byto sprawdzenie wpltywu roéznej zawartos$ci witaminy D3
w diecie myszy oraz traktowania ich kalcytriolem na kinetyke wzrostu guzow
w eksperymentach in vivo z wykorzystaniem trzech modeli komérkowych mysiego raka
gruczotu sutkowego (4T1, 67NR, E0771). Dodatkowo, ocenie poddano zmiany masy
ciata myszy w trakcie trwania eksperymentu oraz liczbe przerzutéw do pluc.
W przypadku guzéw 67NR obserwowano przejsciowy efekt zahamowania wzrostu guza
w dniu 23 w grupie 1000 U + cal w porownaniu do kontroli 1000 IU. W przerzutujacym
modelu EOQ771 nie obserwowano istotnego statystycznie wpltywu podawanej diety lub
traktowania kalcytriolem na zmiany w liczbie przerzutéw do ptuc oraz w objgtosci guzow
pierwotnych (wyniki dla linii komérkowych 67NR oraz E0771 opisano szczegdtowo
w pracy Anisiewicz i wsp.?®). Natomiast, w modelu 4T1 wykazano zwigkszong
obecno$¢ przerzutdéw w ptucach myszy w grupie suplementowanej witaming D3 (5000
IU) oraz w grupach myszy traktowanych kalcytriolem, zaréwno karmionych karma
0 normalnej (1000 IU + cal), jak i deficytowej (100 1U + cal) zawartosci witaminy D3
w pordownaniu do grupy kontrolnej 1000 IU. Jednoczesnie obserwowano brak roznic
W objetosci guzéw pomiedzy badanymi grupami oraz istotne statystycznie obnizenie
masy ciata od 16-go dnia eksperymentu w grupach 100 IU + cal oraz 1000 1U + cal (Ryc.
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Rycina 7. Wplyw diety 0 zréznicowanej zawarto$ci witaminy D3 oraz traktowania kalcytriolem na: A. masg ciata
myszy BALB/c obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1. DO - dzien wszczepienia komorek nowotworowych, D7
- dzien rozpoczgcia dozotadkowych podan kaleytriolu 1pg/kg masy ciata w grupach 1000 IU oraz 100 1U (odpowiednio
1000 1U + cal oraz 100 IU + cal); B. kinetyke wzrostu guzéw 4T1 u myszy szczepu BALB/c; C. liczbg ognisk
przerzutowych w ptucach myszy szczepu BALBJ/c obarczonych rakiem 4T1 - ocena makroskopowa. Wyniki
przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe?®. Statystyka: test Sidaka dla wielokrotnych poréwnat. *p<0,05

w porownaniu do kontroli 1000 IU lub jak wskazano na wykresie. Oznaczenia: # 1000 IU (kontrola); ®* 1000 1U +
cal; #5000 IU; #* 100 IU oraz *100 IU + cal.
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Nastepnie oceniono wpltyw diety 0 zréznicowanej zawarto$ci witaminy Ds
i traktowania kalcytriolem na liczbe monocytow we krwi myszy obarczonych rakiem
gruczotu sutkowego 4T1. Analiza liczby monocytdéw we krwi obwodowe] myszy
wykazata ich istotny statystycznie wzrost w grupie 100 IU + cal w porownaniu z grupa
kontrolng (1000 IU) oraz grupa niedoborowa (100 IU). U myszy obarczonych rakiem
4T1 obserwowano najwyzsza liczb¢ monocytow we krwi pelnej w pordwnaniu
Z pozostalymi badanymi modelami, czy myszami nieobarczonymi komoérkami
nowotworowymi (wynik ten prezentowano w publikacji Anisiewicz i wsp.2%). Artur
Anisiewicz oraz Joanna Banach odpowiadali za przeprowadzenie procedur na myszach
(podania kalcytriolu, pomiary masy ciata, wielkosci guza, pobrania krwi z zyly
jarzmowej w celu oceny poziomu metabolitow witaminy D3 w 0soczu), podczas gdy
zadaniem moim oraz Natalii tabedz bylo asystowanie w wykonywanych
eksperymentach, a takze wazenie myszy, zmiana karmy oraz podawanie myszom
podskornie buprenorfiny w dniu przeprowadzenia sekcji myszy nieobarczonych
komorkami raka gruczotu sutkowego. Konrad Kowalski (Masdiag sp. z 0.0.) wykonat
analizy metabolitow witaminy Ds. Artur Anisiewicz i Joanna Banach wykonali
makroskopowa oceng liczby ognisk przerzutowych w ptucach. Lizaty z tkanek guzéw do
analizy western blot oraz testow ELISA, jak i same procedury zostaly wykonane przeze

mnie oraz Natali¢ Labedz.

Tabla 8. Liczba monocytow we krwi obwodowej myszy (n=10-12) karmionych karma o réznej zawarto$ci witaminy
Ds oraz traktowanych kalcytriolem, zdrowych i obarczonych komérkami mysich rakéw gruczotu sutkowego. Kontrolg
dla modeli 4T1 oraz 67NR byly myszy zdrowe BALB/c, natomiast dla E0771 myszy zdrowe C57BL/6. Analiza
statystyczna: Test Sidaka dla poréwnan wielokrotnych. * p<0,05 w poréwnaniu do kontroli 1000 IU; @p <0,05
w pordéwnaniu do grupy 100 IU.

Nazwa grupy Szczep myszy / nazwa linii komorkowej
BALB/c 4T1 67NR C57BL/6 EO771
1000 1U 0,3+0,2 23,8 +18,3 03+01 | 05+0,2 0,8+0,4
Mon 1000 IU+cal 0,3+0,2 38,3+30,8 04+02 | 03+0,1 0,9+0,6
(10%/uL) 5000 U 03+0,1 35,2+£257 03+0,1| 04+0,2 0,6 +0,3
100 IU 02+0,1 18,3+ 13,2 02+01 | 04+0,2 09+0,5
100 1U+cal 02+0,0 52,7+525"@ 02+01| 04+02 09+04

4.1.1. Charakterystyka guzéw 4T1 pochodzacych od myszy karmionych karma o réznej
zawartosci witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem

Wykonano analiz¢ poziomu wybranych biatek zwigzanych 2z przejsciem
nabtonkowo-mezenchymalnym w lizatach z guzéw 4T1 wykorzystujac w tym celu

metody western blot oraz ELISA. Przy uzyciu techniki western blot oznaczono poziom
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TGFp, Zebl, osteopontyny (OPN) oraz EpCAM. Przy uzyciu testu ELISA ocenie
poddano poziom IL-6, FGF23, VEGF oraz chemokiny CXCL12 (SDF-1).

A TGFB Zeb1 B IL-6 FGF23
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Rycina 8. Charakterystyka guzow 4T1 pochodzacych od myszy karmionych karma o roznej zawarto$ci
witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem pod katem poziomu wybranych bialek. A. Analiza western blot wraz
z reprezentatywnym blotem oceny poziomu biatek TGF, Zebl, EpCAM oraz OPN w lizatach z guzéw 4T1. Wyniki
analizy densytometrycznej przedstawiono jako wartosci znormalizowane wzgledem B-aktyny w odniesieniu do grupy
kontrolnej 1000 IU. Warto$ci na wykresach przedstawiaja srednig + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna:
EpCAM: Test Holm-Sidaka, OPN: test Dunna lub test t dla poréwnan poszczegoélnych grup (1000 TU do 1000 TU +
cal oraz 1000 1U do 100 IU + cal *p<0,05; **p<0,01. B. Ocena poziomu biatek IL-6, FGF23, VEGF oraz SDF-1
(CXCL12) w lizatach z guzéw 4T1 za pomoca testu ELISA wyrazone w pg/mg biatka. n=4-7 prébek. Analiza

statystyczna: Test Sidaka dla wielokrotnych poréwnan. *p<0,05; **p<0,01. Oznaczenia: ® 1000 IU (kontrola); ®
1000 IU + cal; #5000 IU; ® 100 IU oraz #100 IU + cal.

W przypadku biatka TGF zaobserwowano tendencj¢ do wzrostu jego poziomu
w grupach 1000 IU + cal, 5000 IU oraz 100 IU + cal w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
1000 IU, wartosci te nie byly jednak istotne statystycznie. Podobne tendencje w grupach
traktowanych kalcytriolem badz w grupie suplementowanej witaming D3 odnotowano
w przypadku biatka Zebl. Poziom OPN takze wzrastal w tych grupach. Istotne
statystycznie roznice w poziomie tego biatka odnotowano pomiedzy grupami 1000 IU +
cal (p=0,0147) oraz 100 U + cal (p=0,0455) a grupa kontrolng 1000 1U. Obserwowano
takze istotny statystycznie wzrost poziomu OPN w grupie 100 IU + cal w poréwnaniu do
grupy 100 IU (p=0,0143). Natomiast, w grupie 100 IU wykazano istotne statystycznie
obnizenie poziomu OPN w porownaniu do grupy 1000 IU + cal (p=0,0066). Poziom
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EpCAM ulegat istotnemu statystycznie obnizeniu w grupach 5000 IU oraz 100 U
w poréwnaniu do grupy kontrolnej 1000 IU (odpowiednio p=0,0011 oraz 0,0038).
W grupie 100 IU + cal odnotowuje si¢ tendencje do podwyzszenia poziomu EpCAM
wzgledem grupy 100 IU (p=0,1009). (Ryc. 8 A)

Poziom IL-6 w lizatach z guzow pochodzacych od myszy obarczonych rakiem 4T1
ulegat istotnemu statystycznie podwyzszeniu w grupie 100 IU + cal w poroéwnaniu do
grupy 100 IU (p=0,0124). W grupie 100 IU + cal odnotowuje si¢ tendencje do wzrostu
poziomu tej interleukiny w poréwnaniu do grupy kontrolnej 1000 IU (p=0,0869). Poziom
FGF23 ulegat podwyzszeniu w grupie 100 IU + cal w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
1000 TU w sposob istotny statystycznie (p=0,0026). W przypadku biatek VEGF oraz
SDF-1 nie odnotowano zmian w ich poziomach pomiedzy poszczegdlnymi grupami
(Ryc. 8 B). Wyniki z testu ELISA zaréwno z guzoéw 4T1, jak i 67NR oraz E0771 zostaty
opublikowane i szczegdtowo opisane w pracy Labedz i wsp.2%, w ktorej moja rolg byto

wykonanie testow ELISA na materiale pochodzacym z osocza oraz tkanek guzow.

4.1.2. Fenotyp TAMs izolowanych z guzéw myszy obarczonych rakiem gruczolu
sutkowego karmionych karma o roznej zawarto$ci witaminy D3
i traktowanych kalcytriolem

Wykonano charakterystyke TAMs izolowanych z guzoéw myszy obarczonych rakiem
gruczotu sutkowego, karmionych karmg o r6znej zawarto$ci witaminy Dz i traktowanych
kalcytriolem, pod katem obecnosci markerow powierzchniowych umozliwiajacych ich
sklasyfikowanie jako makrofagi klasy M1 lub M2. Analizy dokonano przy pomocy
cytometrii przeplywowej ze $wiezo izolowanych komorek posiadajacych na swojej
powierzchni marker F4/80 (komorki F4/80%; schemat bramkowania oraz
reprezentatywne histogramy zalagczono w suplemencie Ryc. S-1) z guzéw myszy
obarczonych komorkami mysiego raka gruczotu sutkowego 4T1, 67NR oraz E0771
(odpowiednio: TAMs 4T1, TAMs 67NR oraz TAMs E0771).

Wplyw roznej zawartosci witaminy Dz w diecie i traktowania myszy kalcytriolem na
zmiany fenotypu TAMs odnotowano w szczego6lnosci w modelu 4T1 (Ryc. 9 A). Poziom
markera makrofagéw F4/80 w TAMs 4T1 izolowanych z guzéw myszy z grupy 1000 1U
+ cal byt podwyzszony w poréwnaniu do grupy 1000 IU (wzrost MFI z wartos$ci $redniej

38 na 50; p=0,0459) (Ryc. 9 A). Komorki te charakteryzowato istotne statystycznie
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obnizenie MHCII na ich powierzchni ze $redniej wartoSci MFI 155 w grupie kontrolnej
do odpowiednio 80 i 87 w grupie 1000 U+ cal oraz 5000 1U (p=0,0119, p=0,0436); dla
grupy 100 IU + cal odnotowano podobng tendencje (p=0,0606). Jednoczesnie
obserwowano istotne statystycznie podwyzszenie poziomu biatka CD44 z warto$ci
sredniej MFI w grupie kontrolnej wynoszacej 8 do 13,5 w grupie 1000 IU + cal
(p=0,0021) oraz 13,7 w grupie 5000 IU (p=0,0025). Tendencj¢ do wzrostu poziomu tego
biatka (p=0,0690) wykazano takze w grupie 100 IU + cal w pordwnaniu do grupy
100 IU. Dodatkowo obserwowano 1,7-krotne obnizenie poziomu CD80 na powierzchni
TAMs 4T1 w grupie 1000 IU + cal (p=0,0716) w poroéwnaniu do grupy kontrolnej
(1000 1U). Komoérki TAMs 4T1 charakteryzowaly sie¢ wysokim poziomem biatka
CD204 na swojej powierzchni z najwyzszym poziomem W grupie 5000 IU w poréwnaniu
z grupa kontrolng (wzrost z warto$ci sredniej MFI 133 do wartosci 199; p=0,0017).
TAMs 67NR z grupy 5000 IU oraz 100 IU + cal charakteryzowaty si¢ podwyzszonym
poziomem markera F4/80 na swojej powierzchni (MFI z wartosci $redniej 34,5 na 42;
p=0,0342 oraz z wartosci $redniej 34,5 na 40,6; p=0,0365) w pordwnaniu do grupy
1000 1U (Ryc. 9 B). Biatko CD163 posiadaly na swojej powierzchni wszystkie
wyizolowane TAMs (4T1, 67NR oraz E0771). Wplyw diety z rézng zawartoscia
witaminy D3 oraz traktowania kalcytriolem na zmiany poziomu tego biatka obserwowano
tylko w grupach 100 IU + cal TAMs 67NR (wzrost MFI z wartosci $redniej 50 na 67;
p=0,0107) oraz TAMs EQ771 (wzrost MFI z warto$ci $redniej 13 na 19; p=0,0486)
w porownaniu do grupy 100 IU (Ryc. 9 B, C). W TAMs EQ0771 wykazano istotny
statystycznie spadek poziomu MHCII w grupie 1000 IU + cal w poréwnaniu z grupa
kontrolng 1000 IU (MFI z wartosci $redniej 14,3 na 8; p=0,0198) (Ryc. 9 C).
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Rycina 9. Analiza fenotypowa TAMs izolowanych z guzéw 4T1 (A), 67NR (B) i E0771 (C). Analize wykonano metoda
cytometrii przeptywowej. Ocenie poddano poziom nastepujacych markeréw makrofagowych: F4/80, MHCII, CD44, CD80,
CD163, CD204. Dane przedstawiono jako mediang intensywnosci fluorescencji (MFI) w stosunku do kontroli niebarwionych.
n=3-4 niezalezne separacje TAMs. Analiza statystyczna: test Dunna dla wielokrotnych poréwnan; *p<0,05, **p<0,01. D,E.
Schemat bramkowania TAMs. Reprezentatywne dot ploty odpowiednio dla kontroli nieznakowanej (D) oraz znakowanej
przeciwciatami (E). Z ogdlnej populacji komérek bramkowano komoérki zywe — APC-Cy-7-(live cells), z tej populacji kolejno
komorki pojedyncze (live&single cells) i wykazujace obecno$¢ markera F4/80-BV-421 (TAMs). Oznaczenia: # 1000 1U
(kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; ® 100 IU oraz ®100 IU + cal.
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4.1.3. Analiza przesiewowa ekspresji genow na poziomie mMRNA w komorkach
TAMs izolowanych z guzéw myszy obarczonych rakiem gruczoltu
sutkowego 4T1 i 67NR karmionych karmg o réznej zawarto$ci witaminy
Ds i traktowanych kalcytriolem

Wykonano przesiewowsg analize ekspresji genéw zwigzanych z whasciwosciami
makrofagéw oraz mechanizmem dzialania witaminy D3 w komorkach TAMs
izolowanych z guzow 4T1 oraz 67NR. Linia komorkowa 67NR jako izogeniczna,
wrazliwa na przeciwproliferacyjng aktywnos$¢ kalcytriolu oraz nieprzerzutujaca

spontanicznie stanowi punkt odniesienia dla linii 4T1.

Tabela 9. Przesiewowa analiza ekspresji genéw na poziomie mMRNA zwiazanych z wlasciwosciami pro- lub
przeciwnowotworowymi makrofagéw i mechanizmem dzialania witaminy Ds w TAMS izolowanych z guzéw 4T1
i 67NR. Analiz¢ wykonano stosujac metode AACt jako kalibrator stosujac grup¢ 1000 I1U. Prezentowane warto$ci
stanowig krotno$¢ zmian ekspresji - RQ. Probke stanowito cDNA skladajace si¢ w rownej czeSci z materiatu
pochodzacego z 2-4 separacji, na jedna separacj¢ sktadatl si¢ materiat pochodzacy od trzech myszy z poszczegolnych
grup. ND - not determined - w przypadku gdy nie odnotowano ekspresji genéw. Petne nazwy genow znajdujg si¢
w suplemencie (Tabela S-1).

RQ
Nazwa genu / numer 4T1 67NR
identyfikacyjny sondy 1000+cal 5000 100+cal | 1000+cal 5000 100  100+cal
Nos2-Mm00440502_m1 1,724 1,698 2,606 1,237 0,787 0,685 0,605

Runx1-Mm01213405_m1 1,089 1,028 1,059 1,065 1,323 1,000 1,128
Nfkb1-MmO00476361_m1 1,328 1,007 1,011 1,530 1,681 1,480 1,459

Irf8-Mm00492567_m1 0,999 0,641 0,924 1,510 1,482 1,510 1,411
Irf3-Mm00516784_m1 0,659 1,011 0,898 0,706 1,138 0,757 0,914
Irf4-Mm00516431_m1 0,456 0,585 0,933 1,030 2,446 1,923 3,154
Irf5-Mm00496477_m1 0,632 0,572 0,421 1,188 1,528 1,697 1,906
TIr4-Mm00445273_m1 1,138 0,577 0,925 1,334 1,318 1,646 1,640
Stat1-Mm00439531_m1 0,480 0,679 0,687 0,762 1,132 0,857 0,929
Stat3-Mm01219775_m1 1,722 1,120 1,157 1,751 1,654 1,648 1,308
Stat6-Mm01160477_m1 1,059 0,926 0,871 1,011 1,268 1,017 1,146

Pparg-Mm01184322_m1l 0,550 0,649 0,493 0,746 1,987 1,182 1,471
Cebpb-Mm00843434_s1 0,680 0,648 0,522 1,679 1,341 1,903 1,909
COX2-Mm03294838_g1 1,372 1,948 1,494 0,536 0,860 0,570 0,730
Mrc1-Mm01329362_m1 2,829 0,942 0,546 0,672 1,046 0,990 0,505
Ifng-MmO01168134_m1 0,162 0,980 0,593 0,652 ND 0,445 2,892
Myd88-Mm00440338_m1 0,687 0,659 0,781 1,142 1,363 0,913 1,170
Ticam1-Mm00844508_s1 0,691 0,751 0,826 0,745 1,874 1,022 1,298
Vegfa-Mm00437306_m1 1,816 1,706 1,650 0,648 0,640 1,128 1,014
Pdgfa-Mm01205760_m1 1,703 2,008 1,766 0,492 0,646 0,769 0,881

Hgf-Mm01135193_m1 1,602 0,372 1,017 0,791 0,573 0,914 1,470
Egf-Mm00438696_m1 0,600 0,593 0,827 0,593 1,058 0,718 0,708
Alox15-Mm00507789_m1 0,362 ND ND ND ND 0,586 0,944

Clecl0a-Mm00546124_m1 0,269 0,184 0,169 0,514 1,396 0,697 0,784
Mgl2-Mm00460844_m1 0,938 ND 1,959 0,020 0,222 0,204 0,067
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Fn1-Mm01256744_m1 1,649 2,420 2,284 0,689 1,369 2,229 2,218
Tnf-MmO00443258_m1 0,473 0,353 0,337 1,505 2,059 1,764 1,853
Tgfb1-Mm01178820_m1 0,509 0,673 0,574 0,695 1,452 0,868 0,928
1110-Mm01288386_m1 0,537 0,652 0,469 1,256 2,056 1,473 1,294
1112a-Mm00434169_m1 0,889 1,106 1,322 1,322 1,027 0,795 1,024
1112b-Mm00434174_m1 0,466 0,232 ND 1,025 0,985 1,097 1,702
1123a-Mm00518984_m1 3,504 3,324 2,392 1,275 1926 2,836 3,998

Mmpla-MmO00473485_ml1 2,618 4,587 2,531 0,813 ND 0,634 0,998
Mmp2-Mm00439506_m1 0,857 1,484 1,891 0,492 0,805 0,820 0,772
Mmp7-Mm01168420_m1 ND 1,564 1,149 ND ND 0,752 ND

Mmp9-Mm00442991_m1 1,173 1,999 2,029 0,981 1,433 2,158 1,202
Mmp14-Mm00485054_m1 1,106 0,453 0,728 2,390 1,634 1,204 1,808
Ptges-Mm00452105_m1 0,835 0,798 0,851 1,241 1,483 0,425 1,604
Arg1l-Mm00475988_m1 1,301 1,387 2,368 0,757 0325 143 0,433
Irak3-Mm00518541_m1 0,761 0,314 0,455 1,819 1,391 1,302 1,376
Hifla-Mm00468869_m1 1,652 1,204 1,552 1,508 1,082 1,005 1,408

Ccl1-MmO00441236_m1 ND ND 3,058 ND ND 3,702 ND

Spp1-MmO00436767_m1l 1,443 1,577 1,431 0,571 0,861 1,451 1,401
Vdr-Mm00437297_m1 2,142 2,232 2,702 1,282 1,329 1,213 2,006
Rxra-Mm00441185_m1 1,021 0,650 0,768 1,065 1,128 1,310 1,271
Rara-Mm01296312_m1 1,249 1,470 1,302 1,326 1,434 0,916 1,088

Cyp27b1-Mm01165918 g1 1,024 4,959 1,610 0,604 1,446 0,765 0,994
Cyp24al-Mm00487244 m1 2,361 2,570 2,603 0,287 ND 0,975 ND
Cd86-Mm00444543 m1 0,742 0,991 1,005 0,832 1,12 1,586 1,009
Cd163-Mm00474091 m1 1,387 0,787 2,268 1,022 0,553 0,959 1,131
Fosl1-Mm00487429 m1 1,518 3,101 2,001 0,350 0,973 1,394 0,742
Ets2-Mm00468977_m1 1,369 0,974 1,244 1,487 1,501 2,391 1,578
Sparc-Mm00486332_m1 1,639 2,094 2,028 0,264 0,675 3,915 0,700
Gas6-Mm00490378_m1 0,805 0,467 0,472 0,836 1,003 4,465 1,228
Fgf2-Mm01285715_m1 1,319 1,571 1,393 0,991 1,791 1,752 1,982
Wnt5a-Mm00437347_m1 2,121 2,358 2,916 1,216 2,277 3,735 2,787
Wnt5b-Mm00437350_m1 0,929 2,668 2,765 1,422 2,322 4,465 3,603
Ccr2-Mm00438270_m1 4,765 7,692 2,036 1,458 0,987 1,752 1,149
Tabela 9 c.d.

Celem sprawdzenia wptywu witaminy D3 na komorki mikrosrodowiska nowotworu
przerzutujacego (4T1) i nieprzerzutujacego spontanicznie (67NR) wykonano macierze
PCR na materiale pochodzacym z TAMs izolowanych z guzéw myszy BALB/c
obarczonych wyzej wymienionymi komérkami nowotworowymi. W przypadku TAMs
izolowanych z guzow 4T1 nie udato si¢ uzyska¢ wystarczajacej ilosci materiatu RNA do

analizy tych komorek z grupy 100 IU.
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Zaobserwowano odwrotne tendencje zmian ekspresji poszczegdlnych gendow
w TAMs izolowanych z guzéw pomiedzy modelem przerzutujgcym (4T1)
a nieprzerzutujacym (67NR) (Tabela 9; Ryc. 10). W grupach traktowanych kalcytriolem
I suplementowanej witaming D3 (1000 IU + cal, 100 IU + cal, 5000 1U) TAMs izolowane

z guzdéw 4T1 (TAMs 4T1) w porownaniu do grupy 1000
TAMs

4T1 . B67NR

: :: gendw kodujacych syntaze tlenku azotu (Nos2; 1,7-2,6-
70 70 krotnie wyzsza), podjednostke A czynnika wzrostu
o8 ®  pochodzenia ptytkowego (Pdgfa; 1,7-2-krotnie),
:: :: metaloproteinaze 1a (Mmpla; 2,5-4,5-krotnie), arginaze 1
5:u so (Argl; 1,3- 2,3-krotnie), podjednostke czynnika
. ** transkrypcyjnego AP-1 (Fosl1;1,5-3-krotnie) i receptor

IU charakteryzowaly si¢ podwyzszong ekspresja mMRNA

dla chemokiny CCL2 (Ccr2; 2-7,7-krotnie). Podczas gdy
0w przypadku TAMs izolowanych z guzéw myszy
obarczonych komoérkami 67NR (TAMs 67R) nie
obserwuje si¢ podwyzszenia ekspresji ww. genow
v wzgledem  kontroli 1000 IU. TAMs 4T1

charakteryzowaly si¢ obnizeniem ekspresji gendéw

kodujacych czynnik regulacyjny interferonu 4 oraz 5

(Irf4,  Irf5;  1,6-2,4-krotne  obnizenie), czynnik

5000 IU
100 U + cal
100 IU + cal

E
:
2
g

Rycina 10. Mapa cieplna wynikéw . ]
przedstawionych w Tabeli 9. x - ND,  transkrypcyjny C/EBPB (Cebp; 1,4-2-krotne), czynnik
brak ekspresji genu.

martwicy nowotworow (Tnf ; 2-3-krotne), oraz IL-10
(1110; 1,5-2 krotne) w porownaniu do grupy kontrolnej 1000 IU. Podczas gdy TAMs
67NR charakteryzowaly si¢ podwyzszeniem ekspresji ww. genow wzgledem kontroli

1000 IU.

W przypadku obu modeli nowotworéw w grupach 1000 IU + cal, 5000 IU,
100 IU + cal oraz 100 IU (w przypadku TAMs 67NR) obserwuje si¢ podwyzszenie
ekspresji mRNA genu kodujacego podjednostke pl9 interleukiny 23 (1123a)
W pordéwnaniu do grupy kontrolnej 1000 IU odpowiadajacej poszczegdlnym modelom

(Tabela 9).

Clec10a, 1112b (w grupie 100 IU + cal brak jej ekspresji), Tgfb, a takze Gas6 i Irak3
w przypadku grup 5000 1U oraz 100 IU + cal wykazywaty okoto 2-5-krotne obnizenie
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ekspresji w przypadku TAMs 4T1 w poréwnaniu do grupy 1000 1U. Sg to geny kodujace
biatka odpowiednio: CD301, IL-12b, TGFp, biatko specyficzne dla zatrzymania wzrostu

6 oraz kinaze 3 zwigzang z receptorem interleukiny-1.

W przypadku gendéw kodujacych biatka zwigzane z metabolizmem witaminy D
obserwowano wyzszg indukcje ekspresji MRNA genu kodujacego receptor witaminy D
(Vdr) w TAMs 4T1 niz w TAMs 67NR pod wptywem suplementacji witaming D3
w diecie — 5000 1U, jak i w grupach traktowanych kalcytriolem — 1000 IU + cal,
100 IU + cal. Ponadto odnotowano wyzsza ekspresj¢ MRNA genu kodujgcego enzym
hydroksylaze-24 kalcytriolu (Cyp24al) w tych samych grupach. W przypadku genu
kodujacego la-hydroksylaze kalcydiolu (Cyp27bl) jego najwyzszg ekspresje
odnotowano w TAMs 4T1 z grupy 5000 1U (RQ 4,959). W TAMs 67NR takze w tej
grupie obserwuje si¢ najwyzszy poziom tego genu w poréwnaniu do pozostatych grup
(Tabela 9).

TAMs izolowane z guzéw 4T1 myszy z grupy 100 IU + cal charakteryzowaly si¢
podwyzszong ekspresja MRNA genu kodujacego marker makrofagow M2 — CD163
(Cd163 - RQ 2,268) w stosunku do grupy kontrolnej 1000 1U. W przypadku TAMs 67NR
nie zaobserwowano zmian w ekspresji mMRNA tego genu. Ponadto, nie obserwowano
wplywu zréznicowanej diety na ekspresje genu kodujacego marker makrofagow M1—
CD86 w TAMs, zar6wno pochodzacych z guzéw 4TI1, jak i 67NR (Tabela 9).
W przypadku genow kodujacych biatka z rodziny Wnt (Wnt5a, Wnt5b) zaobserwowano
ich podwyzszong ekspresj¢ na poziomie mMRNA w kazdej z badanych grup TAMs 4T1
oraz TAMs 67NR w poréwnaniu do grupy kontrolnej 1000 IU (Tabela 9).

W zwigzku z tym, iz liczba TAMs byla wystarczajaca jedynie do analiz fenotypu
I przesiewowej analizy ekspresji genéOw nie bytlo wigc mozliwosci wykonania analiz

qPCR dla pojedynczych probek.

4.1.4. Fenotyp BMDMs izolowanych ze szpiku myszy obarczonych rakiem
gruczohu sutkowego 4T1 karmionych karma o réznej zawartosci witaminy
Ds i traktowanych kalcytriolem

Materiat do dalszych badan stanowily makrofagi rdéznicowane z komorek
szpikowych (BMDMs) pochodzace od myszy obarczonych nowotworem 4T1

karmionych karmg o réznej zawarto$ci witaminy D3 1 traktowanych kalcytriolem
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(schemat bramkowania oraz reprezentatywne histogramy zalagczono w suplemencie

Ryc. S-2).

Analiza cytometryczna wykazala nieznaczny wpltyw wyzej wymienionych
czynnikdw na zmiany w fenotypie BMDMs. W grupie 5000 IU obserwowano 30%
obnizenie poziomu markera CD204 wyrazone w MFI w poroéwnaniu z grupa kontrolna

(spadek z wartosci $redniej MFI 89 do 62; p=0,0349) (Ryc. 11).
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Rycina 11. Analiza fenotypowa BMDMSs réznicowanych czynnikiem M-CSF z komorek szpikowych myszy
obarczonych rakiem gruczolu sutkowego 4T1. Wynik przedstawia $rednig + odchylenie standardowe z trzech powtorzen.
Whyniki przedstawiono jako mediana intensywnosci fluorescencji — MFI. Analiza statystyczna: Test Dunna dla poréwnan

wielokrotnych *p<0,05. Oznaczenia: ® 1000 IU (kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; ® 100 IU oraz ®100 IU + cal.
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4.1.5. Przesiewowa analiza ekspresji genéw na poziomie MRNA w komorkach
BMDMs izolowanych ze szpiku myszy obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 4T1 oraz 67NR karmionych karma o roznej zawartoSci
witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem

Komoérki BMDMs pochodzace ze szpiku myszy obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 4T1, roznicowane do makrofagéw pod wptywem czynnika M-CSF poddano
przesiewowej analizie ekspresji MRNA na ptytkach mikrofluidowych, w taki sam

sposob, jak w przypadku TAMs izolowanych z guzow.

Najwigksze réznice w ekspresji MRNA gendéw pomiedzy BMDMs pochodzacymi ze
szpiku myszy obarczonych komorkami 4T1 zaobserwowano w grupach 1000 1U + cal
oraz 5000 IU dla Irf4 (3-krotne podwyzszenie ekspresji). W grupach myszy traktowanych
kalcytriolem (1000 IU + cal; 100 IU + cal) badZz suplementowanych witaming D3
(5000 IU) wykazano wyzsza ekspresj¢ mRNA genéw Mrcl, Fnl (3-7-krotne
podwyzszenie ekspresji) 1 1123a (12-16-krotne podwyzszenie ekspresji mMRNA tego genu)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej 1000 1U. W przypadku BMDMSs pochodzacych od
myszy obarczonych komoérkami 67NR nie obserwuje si¢ zmian W ekspresji ww. genow,
dodatkowo nie odnotowano w nich ekspresji mRNA genu 1123a. Natomiast,
w BMDMs 4T1 obserwuje si¢ obnizenie ekspresji 1110 w grupach 5000 1U, 100 IU oraz
100 1U + cal (1,3-1,9-krotne) w poréwnaniu do grupy 1000 IU, podczas gdy w BMDMs
67NR obserwuje si¢ wzrost ekspresji tej interleukiny (Tabela 10, Ryc.12).

W komorkach BMDMs obserwowano podwyzszona ekspresj¢ Vdr w grupach
traktowanych kalcytriolem badz suplementowanej witaming D3 w przypadku materiatu
pochodzacego zaréwno od myszy obarczonych komoérkami 4T1, jak i 67NR.
W  komoérkach BMDMs 67NR nie obserwowano ekspresji mRNA genu Cyp27bl
w zadnej z badanych grup, natomiast w przypadku BMDMs 4T1 wykazano 2-3-krotne
obnizenie poziomu MRNA tego genu w grupie 1000 1U + cal i 100 1U + cal w poréwnaniu
do grupy 1000 IU. Nie obserwowano ekspresji mRNA genu Cyp24al w zadnej
z analizowanych probek w przypadku obu badanych modeli komoérkowych (Tabela 10,
Ryc.12).

Podobnie jak w przypadku TAMs pochodzacych z guzow 4T1 obserwowano wzrost
ekspresji mMRNA genu Cd163 w komorkach BMDMs z grupy 100 1U + cal (RQ 1,9
wzgledem kontroli 1000 IU). Podczas gdy dla komérek BMDMs 67NR obserwowano
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obnizenie jego poziomu we wszystkich grupach za wyjatkiem 5000 IU (RQ 1,370)
w poréwnaniu do kontroli 1000 IU. W przypadku Cd86 nie odnotowano zmian w jego
ekspresji (Tabela 10, Ryc.12).

Tabela 10. Przesiewowa analiza ekspresji genéw na poziomie mRNA zwiazanych z wlasciwo$ciami pro- lub
przeciwnowotworowymi makrofagéw i mechanizmem dzialania witaminy D3 w BMDMSs pochodzacych ze
szpiku myszy BALB/c obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR. Analiz¢ wykonano stosujac metode
AACt jako kalibrator stosujac grupg 1000 IU. Prezentowane wartosci stanowia krotno§¢ zmian ekspresji- RQ. Probke
stanowito cDNA sktadajace si¢ w rownej czgsci z materialu pochodzacego od trzech myszy z danej grupy. ND - not
determined - w przypadku gdy nie odnotowano ekspresji genow. Pelne nazwy gendéw znajduja si¢ w suplemencie
(Tabela S-1).

Nazwa genu / numer RQ
identyfikacyjny sondy 4T1 67NR
1000+ 5000 100 100+ | 1000+ 5000 100 100+
cal cal cal cal
Nos2-Mm00440502_m1 0632 0815 0,707 0,707 | 1,201 0,713 0,685 0,915
Runx1-Mm01213405_m1 0,696 0,833 0,808 0,853 | 0,984 1,106 0,877 0,996

Nfkb1-MmO00476361_m1l 1,180 1,027 1,247 0956 | 1,000 1,018 0,827 1,050

Irf8-Mm00492567_m1 1026 1,020 1,224 0977 | 1,030 1,076 0,919 1,070
Irf3-Mm00516784_m1 1,188 1,226 1,283 1,110 | 0,975 1,163 0,909 1,200
Irf4-Mm00516431_m1 3673 2859 0816 0,771 |1,012 0831 1,518 1,638
Irf5-Mm00496477_m1 1,303 1,051 1,355 1,136 | 1,053 0,821 0,917 1,058
TIr4-Mm00445273_m1 1,154 1,230 1,255 1,068 | 0572 0,673 0,539 0,569
Stat1-Mm00439531_m1l 1,306 0,885 1,334 0,796 | 0976 0,796 0,759 0,963
Stat3-Mm01219775_m1 1833 299% 1,653 1499 | 1,700 1,250 0,866 1,186

Stat6-Mm01160477_m1 0,896 1,016 1,200 1,058 | 1,085 1,047 088 1,041
Pparg-Mm01184322_m1 0531 0414 0361 0,287 |0,768 0,635 0,616 0,708
Cebpb-Mm00843434_s1 0,851 095 0,992 0913 | 1,036 1,267 0,900 1,091
COX2-Mm03294838_g1 0,810 0,953 1,377 1,223 | 0,907 0,984 0,921 1,100
Mrc1-Mm01329362_m1l 3321 4814 1842 7,987 | 0,606 1,327 1,402 1,943
I1fng-Mm01168134_m1 0,48 ND 0,72 0473 | ND ND ND ND

Myd88-Mm00440338_m1 0974 0976 103 1,032 |1,014 1,202 1,036 1,197
Ticam1-Mm00844508_s1 0,774 089% 1,124 0,883 | 0870 0987 0,876 1,132
Vegfa-Mm00437306_m1 0,676 0,923 0,879 0,68 0,904 0,872 0,829 1,097
Pdgfa-Mm01205760_m1 1589 0,834 1594 1,104 | 0,757 1,043 0,741 0,721
Hgf-Mm01135193_m1 0669 1,047 0,796 0,592 | 1443 1,112 0,930 1,965
Egf-Mm00438696_m1 0573 0572 1904 1,189 | 2,901 2952 2,062 1,588
Alox15-Mm00507789_m1 ND ND ND ND 0,835 0,765 0,794 ND

Clec10a-Mm00546124_m1 0,937 1,09 1,424 1,082 | 0,865 1,045 0,942 0,869

Mgl2-Mm00460844_m1 ND ND ND ND ND 1,315 ND 0,646
Fn1-Mm01256744_m1 3059 425 1071 3,312 | 0884 1,744 1,186 1,563
Tnf-MmO00443258_m1 0,779 0636 108 0,639 |0960 1,070 0,831 0,883
Tgfb1l-Mm01178820_m1 0,890 1050 1,343 1,177 | 1300 1,204 0,925 1,129
1110-Mm01288386_m1 1626 0,639 0,775 0524 |1324 1401 0,885 1,336
1112a-Mm00434169_m1 0,721 1,002 0,947 1,181 | 1,059 1575 1,045 1,109
1112b-MmO00434174_m1 0,554 1219 1,208 0,306 | 0,765 0,615 0425 0,341
1123a-Mm00518984_m1 15,833 11,680 1,851 14,443 | ND ND ND ND

Mmpla-MmO00473485_m1  ND ND ND ND ND ND ND ND
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Mmp2-Mm00439506_m1 0,271 0,581 0,312 0,442 | 1,204 0675 0,714 1,309
Mmp7-Mm01168420_m1 ND ND ND ND ND 0,382 ND ND

Mmp9-Mm00442991_m1 0,733 0671 0623 0840 | 0682 2,064 1,114 0,939
Mmp14-Mm00485054_m1 0,999 0,905 0,998 0,998 | 1,251 1,305 1,035 0,995
Ptges-Mm00452105_m1 0,689 0,768 0825 0,744 | 1,078 1,199 0,946 1,074

Arg1l-Mm00475988_m1 1671 1650 1,601 2,700 | 0,990 1,024 0,830 0,787
Irak3-Mm00518541_m1 1,007 0960 1,055 1,112 | 1,059 1,116 0,865 0,918
Hifla-Mm00468869_m1 0,888 1065 1,182 1,099 | 0,924 1,075 0,933 0,965
Ccl1-MmO00441236_m1 ND ND ND ND ND ND ND ND

Sppl-Mm00436767_m1l 1,403 1,838 0,903 1,218 | 0861 0962 0,861 1,593
Vdr-Mm00437297_m1 193 1,89 0,465 15550 | 2,712 1,708 1,340 2,150
Rxra-Mm00441185_m1 1,367 1,210 1,243 1253 | 1,103 1,17 0,918 1,269
Rara-Mm01296312_m1 1,360 1,427 1590 1,372 |0971 0,983 0,937 1,268

Cyp27b1-Mm01165918_g1 0,567 ND ND 0,289 | ND ND ND ND
Cyp24al-Mm00487244 m1 ND ND ND ND ND ND ND ND
Cd86-Mm00444543 ml 0,715 1063 0,868 0,794 | 1,071 0,852 1,054 1,256
Cd163-Mm00474091_m1 098 0429 1,706 1909 | 0450 137 0,267 0,430
Fosl1-Mm00487429_m1 1,439 1323 0,78 1946 | 1,024 1,261 0,467 0,973

Ets2-Mm00468977_m1 0521 0810 0,823 0,859 | 0,984 1,087 1,059 1,643
Sparc-Mm00486332_m1 1,003 1,249 0503 0,613 | 0914 1,396 0,789 1,777
Gas6-Mm00490378_m1 1,244 1075 1,165 090 |1,162 1,172 1,11 1,367
Fgf2-Mm01285715_m1 ND ND ND ND 1,254 0911 1,087 2,150

Wnt5a-MmO00437347_m1l 0920 0440 0,292 0,277 | 035 0,200 0,260 0,521
Wnt5b-Mm00437350_m1 0579 1,177 ND 0,383 | ND 0,943 2,089 ND

Ccr2-Mm00438270_m1 0,765 0899 1,098 0,916 | 3,327 0,963 0972 0,819
Epcam- Mm00493214_m1 98,537 27,822 6,892 77,115 | 1,139 1,007 0,912 0,913

Tabela 10 c.d.

Obserwowano wysoka ekspresje genu kodujacego czasteczke adhezji
komorek nabtonkowych (Epcam), zwlaszcza w grupach myszy traktowanych
kalcytriolem (1000 IU + cal - RQ 98,537; 100 IU + cal — RQ 77,115) lub w grupie myszy
suplementowanych witaming D3 (5000 IU — RQ 27,822), w zwigzku z tym w dalszej
cze$ci pracy sprawdzono obecno$¢ przerzutow w kosciach. Jednakze, w analizie
pojedynczych probek skupiono si¢ na komoérkach BMDMs pochodzacych ze szpiku
myszy BALB/c obarczonych komorkami 4T1 i wybrano geny kodujace biatka:
podjednostke p19 interleukiny 23 (1123a), interleuking 6 (116; poniewaz obok IL-23 jest
jednym z wazniejszych induktoréw odpowiedzi Th17'! — nie ujeta w panelu
przesiewowym), fibronektyne 1 (Fnl), receptor mannozowy typu 1 (Mrcl), czynnik

regulacyjny interferonu 4 (Irf4) oraz arginazg 1 (Argl).

W grupie 100 IU + cal komoérki BMDMs charakteryzowaly sig
podwyzszong ekspresja mMRNA genu 1123a, zwtaszcza w porownaniu z grupg 100 TU
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(p<0,0001) lub 5000 IU (p=0,0006). W BMDMs z grupy 100 IU obserwowano obnizenie
poziomu mMRNA tej interleukiny w poréwnaniu do grupy kontrolnej 1000 1U (p=0,0027).
W przypadku genu Fnl zauwazono odwrotng tendencje w grupach z normalnym
poziomem wiaminy D3z w diecie (1000 IU), a niedoborem i dodatkowo traktowanych
kalcytriolem (1000 IU + cal; 100 IU + cal). W grupie 1000 IU + cal poziom Fnl ulegat
obnizeniu (p=0,0124) wzgledem grupy 1000 IU, podczas gdy w grupie 100 IU + cal
podwyzszat si¢ (p=0,0463) w porownaniu do grupy 100 IU. W grupie 5000 IU
odnotowano najnizszy poziom MRNA tego genu sposrod wszystkich grup (2-krotny
w poréwnaniu do kontroli; p=0,0017). Analogicznie do wynikow uzyskanych
z przesiewowej analizy PCR, poziom mRNA genu Mrcl wzrastal dwukrotnie w grupie
100 IU + cal (p=0,0036) wzglgdem grupy 1000 IU. Wykazano odwrotng tendencje
w ekspresji mMRNA genu 116 pomig¢dzy grupami z normg witaminy Dz w diecie (1000 1U)
a niedoborem (100 IU) traktowanymi kalcytriolem: w grupie 1000 IU + cal jego poziom
wzrastat (p=0,0011) w poréwnaniu do grupy kontrolnej 1000 IU, podczas gdy w grupie
100 IU + cal ulegat obnizeniu (wynik nieistotny statystycznie w poréwnaniu do grupy
100 IU; przy poréwnaniu do 1000 IU + cal p=0,0008). Czynnik Irf4 wykazywat
najwyzszg ekspresj¢ w BMDMs z grupy 5000 IU (p=0,0425) w poréwnaniu z kontrola
1000 IU. Obserwowano takze tendencj¢ do podwyzszenia poziomu mRNA tego genu
pod wptywem traktowania kalcytriolem w BMDMs z pozostatych grup wzglgdem
kontroli 1000 IU, jednak warto$ci te nie byly istotne statystycznie. Gen Argl posiadat
najwyzsza ekspresje w grupach 100 IU + cal; 100 U oraz 5000 IU. Traktowanie

kalcytriolem myszy z normalnym poziomem witaminy Dz w diecie (1000 IU + cal)
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powodowato obnizeniec poziomu MRNA tego genu w stosunku do ww. grup
w komoérkach BMDMs (odpowiednio p=0,0103; 0,0059; 0,0042).

BMDMs
4T1 .. 67NR

dreTeTe

Jresesex

. DX <]

2.
eTeTexy|

e

=

100 1LV
100 IU + cal

5000 IU

1000 1U + cal

Rycina 12. Przesiewowa analiza ekspresji mRNA genow w komérkach BMDMs pochodzacych ze szpiku myszy
obarczonych rakiem gruczolu sutkowego 4T1 (BMDMs 4T1) A. Mapa cieplna wynikow przedstawionych w Tabeli 10.
x - ND, brak ekspresji genu. Warto$ci powyzej skali oznaczono kolorem rézowym. B. Wyniki otrzymane dla
pojedynczych probek BMDMs 4T1 (n=5-6 myszy). Analize wykonano stosujac metode AACt, jako kalibrator stosujac grupe
1000 IU. Prezentowane wartosci stanowig krotno$¢ zmian ekspresji- RQ, przedstawiona jako warto$¢ $rednia + blad
standardowy $redniej. Analiza statystyczna: test Dunna dla wielokrotnych poréwnan; * p<0,05. Oznaczenia: ® 1000 U

(kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; ® 100 IU oraz ® 100 IU + cal.

4.1.6. Analiza obecnosci przerzutow w kosciach myszy obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 4T1 Kkarmionych karma o réznej zawartoSci witaminy D3

i traktowanych kalcytriolem
W celu sprawdzenia obecnosci przerzutow w kosciach myszy BALB/c obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 4T1 wykorzystano opornos¢ tych komorek na 6-tioguaning.
W grupach myszy traktowanych kalcytriolem (1000 IU + cal, 100 IU + cal) badz
suplementowanych witaming D3 (5000 IU) zaobserwowano obecnos$¢ kolonii komorek
4T1 w przypadku 75% (3/4) myszy, podczas gdy w grupie kontrolnej 1000 IU
w przypadku 25% (1/4) myszy. W probkach szpiku pochodzacych od myszy
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z niedoborem witaminy D3 nie potwierdzono obecnosci przerzutoéw w kosciach (Ryc. 13
A).

W zwiazku z nadekspresja MRNA Epcam w probkach szpiku pochodzacych od
myszy obarczonych komoérkami 4T1, postanowiono sprawdzi¢ poziom tego biatka
w lizatach BMDMs, z ktorych zostata wykonana analiza qPCR. Wynik western blot nie
byl zbiezny z wynikami qPCR, gdzie najwyzsza ekspresje¢ mMRNA genu Epcam
obserwowano w grupach 1000 IU + cal, 5000 IU oraz 100 IU + cal (Tabela 10).
Natomiast na poziomie biatka nie wykazano réznic w poziomie czasteczki EpCAM

w komorkach BMDMSs pomigdzy poszczeg6lnymi grupami (Rycina 13 B).
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Rycina 13. Analiza obecnos$ci przerzutow w ko$ciach myszy obarczonych rakiem gruczolu sutkowego 4T1
karmionych karma o réznej zawartosci witaminy D3 i traktowanych kalcytriolem. A. Liczba klonow obecnych
po 14. dniowej hodowli komorek szpiku kostnego inkubowanego z 6-tioguaning oraz reprezentatywne zdjgcia kolonii
komorek 4T1. Liczby nad poszczegdlnymi shupkami przedstawiaja liczbe myszy z potwierdzong obecno$cig
przerzutow w kosciach w stosunku do ogolnej liczby myszy poddanych tej analizie. B. Poziom biatka EpCAM
w lizatach komoérek BMDMS pochodzacych ze szpiku myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1. Analize
wykonano metodg western blot, jako kontrolg zastosowano B-aktyne. Wyniki densytometrii przedstawiono jako

warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe. Oznaczenia : # 1000 IU (kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; # 100
IU oraz *100 IU + cal.

4.1.7. Analiza poziomu wydzielania wybranych cytokin przez TAMs oraz BMDMs
pochodzacych od myszy obarczonych komoérkami mysich rakéw gruczolu
sutkowego 4T1i 67NR

Poziom IL-23 o0znaczano w probkach TAMs 4T1 i TAMs 67NR (Ryc. 14 A) oraz
BMDMs 4T1 (Ryc. 14 B), natomiast poziom IL-6 oznaczano tylko w przypadku BMDMs
4T1 (Ryc. 14 C).
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W przypadku TAMs 4T1 obserwuje si¢ spadek wydzielania 1L-23 w grupie 1000
IU + cal wzgledem grup niedoborowych (100 IU p=0,0446; 100 IU + cal p=0,0251).
TAMs 67NR pochodzace z grupy myszy 1000 IU + cal wydzielaja wiecej 1L-23
W poroéwnaniu z kontrolg i grupami 1000 IU (p=0,0380); 5000 IU (p=0,0222) oraz
100 I1U + cal (p= 0,0115). W grupie 100 IU + cal obserwuje si¢ odwrotng tendencj¢ niz
w grupie 1000 IU + cal. Poziom IL-23 obnizyl si¢ pod wptywem traktowania
kalcytriolem w grupie 100 U + cal wzgledem grupy 100 IU (p=0,0230) (Ryc. 14 A).

Dla BMDMs 4T1 obserwuje si¢ te same zaleznosci jak w przypadku TAMSs
67NR. Wzrostowi IL-23 w grupie 1000 IU + cal (p=0,0194) wzgledem kontroli
towarzyszy spadek w grupie 100 IU + cal (p=0,0533) wzgl¢dem grupy 100 IU. Ponadto,
wykazano istotny statystycznie spadek poziomu IL-23 w supernatantach BMDMs
pochodzacych z grup 5000 IU (p=0,0351) oraz 100 IU + cal (p=0,0078) wzgledem grupy
1000 IU + cal (Ryc. 14 B).

Poziom wydzielania IL-6 pod wptywem stymulacji LPS w komorkach BMDMs
4T1 nie byt zalezny od zréznicowanego poziomu witaminy Dz w diecie myszy BALB/c
czy traktowania kalcytriolem (Ryc. 14 C). Obserwuje si¢ jednak jej bardzo wysokie

stezenie wzgledem niewielkiego poziomu wydzielania IL-23.
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Rycina 14. Ocena stymulowanego LPS (100 ng/mL - 24 h) wydzielania IL-23 (A, B) oraz IL-6 (C) przez komoérki
TAMs (n=4 izolacje; na jedng skladal si¢ material pochodzacy od 3 myszy) oraz BMDMs (n= 3 myszy) izolowane
z guzow oraz szpiku myszy BALB/c karmionych karma o réznej zawarto$ci witaminy D3 i traktowanych
kalcytriolem, obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR (tylko TAMs). Poziom tych biatek oznaczono
wykorzystujac test ELISA. Wyniki przedstawiono jako warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe. Statystyka: test
Holm Sidak dla wielokrotnych poréwnan; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Oznaczenia : * 1000 U

(kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; * 100 IU oraz *100 IU + cal.
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4.1.8. Analiza fenotypowa BMDMs (izolowanych ze szpiku myszy BALB/c zdrowych,
nieobarczonych nowotworem, karmionych karma o réznej zawartosci witaminy
Ds: i traktowanych Kalcytriolem) réznicowanych w obecnosci mediéw
kondycjonowanych

Poniewaz komorki BMDMSs pochodzace od myszy obarczonych komoérkami 4T1
okazaly si¢ by¢ w jakim$ stopniu zanieczyszczone komoérkami nowotworowymi,
postanowiono sprawdzi¢, czy uzyskane rezultaty beda mialy pokrycie w prostszym
uktadzie eksperymentalnym. Zbadano oddzialywania zachodzgce miedzy komoérkami
nowotworowymi a makrofagami analizujagc wptyw czynnikow wydzielanych przez
stymulowane kalcytriolem komorki 4T1 (supernatanty znad hodowli) na makrofagi
BMDMs roznicowane W obecno$ci tych czynnikow. W tym celu uzyto komorki
szpikowe pochodzace od myszy, ktorym nie zostal wszczepiony nowotwor, a ktore
pozostawaty na diecie z rdézng zawartoscig witaminy D3, a takze traktowane byty
kalcytriolem w sposob tozsamy jak myszy obarczone komorkami mysich rakow gruczotu
sutkowego. Schemat bramkowania oraz reprezentatywne histogramy znajdujg si¢
w suplemencie — Ryc. S-3.

Analiza cytometryczna wykazata, iz réznicowane w medium kontrolnym (KM)
komorki BMDMs pochodzace ze szpiku myszy z grup 100 1U oraz 100 IU + cal
charakteryzowaly si¢ wyzszg wartoscig parametru MFI dla czasteczki MHCII
w poroéwnaniu do kontroli 1000 U (p=0,0223; p=0,0004) (Ryc. 15 A). Dodatkowo
zaobserwowano ogolny spadek poziomu tego biatka w komorkach BMDMs
roéznicowanych w medium kondycjonowanym (CM) wzgledem KM (istotnosci
statystyczne wskazano na Ryc. 15 A). Poziom czasteczki CD163 w komorkach
roznicowanych w KM ulegal podwyzszeniu w grupie BMDMs pochodzacych ze szpiku
myszy z grupy 100 IU oraz 100 IU + cal wzgledem grupy kontrolnej 1000 IU (p=0,0384;
p=0,0173) (Ryc. 15 B). Podobny wzrost zaobserwowano w komorkach réznicowanych
w CM 4T1 w przypadku grupy 100 IU + cal (p=0,0358) (Ryc. 15 B). Obserwowano takze
obnizenie poziomu biatka CD163 w grupach BMDMS r6znicowanych w obecnosci CM
(bez wzgledu na stymulacje komorek 4T1), w poréwnaniu do BMDMs réznicowanych
w KM. Poziom biatka F4/80 w grupie komoérek roznicowanych w obecnosci CM 4T1 cal
spadal w komorkach BMDMs pochodzacych ze szpiku myszy z grupy 100 IU + cal
wzgledem grupy kontrolnej 1000 IU (p=0,0102) (Ryc. 15 C). Ponadto poziom tego biatka
spadal we wszystkich grupach BMDMs roznicowanych w obecnosci CM wzgledem KM.
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W przypadku biatek CD204, CD80 oraz CD44 nie obserwowano znamiennych
statystycznie réznic pomiedzy grupami (Ryc. 15 D-F). Poziom biatka CD11b w grupie
komorek roznicowanych w CM 4T1 cal obnizat si¢ w BMDMs pochodzacych ze szpiku
myszy z grup 100 IU oraz 100 IU + cal wzgledem grupy 1000 IU. Zmiany te nie byty
jednak istotne statystycznie (p=0,0569; p=0,0556) (Ryc. 15 G).
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Rycina 15. Analiza fenotypowa BMDMs pochodzacych od myszy zdrowych, karmionych karmg
0 réznej zawarto$ci witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem. BMDMs roznicowane w obecnosci
medium kondycjonowanego (CM) znad komorek 4T1 (CM 4Tl) oraz znad hodowli komoérek 4T1
traktowanych przez 72h kalcytriolem w stezeniu 100 nM (CM 4T1 cal) lub kontrolg rozpuszczalnika dla
kalcytriolu- 0,1 % etanolem (CM 4T1 EtOH). KM- kontrola medium. Warto$ci z trzech niezaleznych
powtdrzen przedstawiono w postaci $redniej = odchylenie standardowe jako parametr MFI. Badane biatka
powierzchniowe przedstawiaja si¢ nastgpujaco: A. MHCII, B. CD163, C. F4/80, D. CD204, E. CD80, F.
CD44, G. CD11b. Analiza statystyczna: Test Dunnetta dla porownan wielokrotnych wzgledem grupy 1000
IU; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 lub znaki bezposrednio nad stupkami: @ - p<0,05; $ -
p<0,01; # - p<0,001; & - p<0,0001 poréwnanie w obrgbie poszczegdlnych grup myszy wzgledem
réznicowania BMDMs w obecnosci KM.

78



WYNIKI

4.1.9. Analiza ekspresji wybranych genéw na poziomie MRNA w komorkach
BMDM s (izolowanych ze szpiku myszy BALB/c zdrowych, nieobarczonych
nowotworem, karmionych karmg o réznej zawartoSci witaminy D3
I traktowanych kalcytriolem) roéznicowanych w obecnosci mediow
kondycjonowanych
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Rycina 16. Analiza qPCR poziomu wybranych genéw w BMDMs pochodzacych od zdrowych myszy BALBI/c,
karmionych karma o roznej zawarto$ci witaminy D3 i traktowanych kalcytriolem. BMDMs roznicowane
w obecnosci medium kondycjonowanego (CM) znad komoérek 4T1 (CM 4T1) oraz znad hodowli komorek 4T1
traktowanych przez 72h kalcytriolem w stezeniu 100 nM (CM 4T1 cal). Analize wykonano stosujac metode AACt jako
kalibrator stosujac probki z grupy 1000 1U. KM- kontrola medium. Prezentowane wartosci stanowig krotno$¢ zmian
ekspresji- RQ. Wyniki przedstawiono jako wartoéci $rednie + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna: Test
Fishera (LSD). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Oznaczenia : # 1000 IU (kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; *
100 IU oraz *100 IU + cal.

Na podstawie wynikow uzyskanych z wczesniejszych analiz oraz danych
Z pismiennictwa wytypowano 10 gendow zwigzanych z pronowotworowsg polaryzacja
makrofagéw. Poniewaz nie obserwowano wpltywu CM 4T1 EtOH na fenotyp oraz nie

wykazano wptywu 0,1% EtOH na komorki linii 4T1 w licznych testach in vitro
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wykonywanych w naszym zespole oraz w badaniach wiasnych, w dalszej czesci analiz

dotyczacych BMDMs pomini¢to t¢ grupg badana.

Roéznicowanie BMDMs w medium kontrolnym (KM) nie wptyngto w sposob
istotny statystycznie na poziom mRNA genu Il123a. Zaobserwowano, iz komorki
BMDMs roznicowane w CM 4T1 z grupy 100 IU + cal wykazywaty bliski istotnosci
statystycznej wzrost w poziomie mRNA genu 1123a wzgledem kontroli 1000 I1U
(p=0,0830). Natomiast réznicowanie BMDMs w CM 4T1 cal wptyngto w sposob istotny
statystycznie na wzrost mMRNA 1123a w grupie 100 IU + cal w poréwnaniu do grup
1000 1U (p=0,0147), 1000 IU + cal (p=0,0495) oraz 100 IU (p=0,0274) (Ryc. 16 A).

Komorki BMDMs z grupy 5000 IU réznicowane w KM wykazywaly wzrost
poziomu mMRNA genu Tgfb wzgledem grupy 1000 IU + cal (p=0,0352). Medium CM 4T1
nie wplyng¢to na zmiany w poziomie mRNA genu Tgfb, podczas gdy réznicowanie
BMDMs w CM 4T1 cal spowodowalo istotne statystycznie obnizenie poziomu tego genu
w grupie 100 TU + cal w porownaniu do grup 1000 IU + cal (p=0,0436) oraz 100 1U
(p=0,0050) (Ryc. 16 B).

W przypadku ekspresji mRNA genu 116 w grupie BMDMs réznicowanych w KM
nie obserwowano zmian w jego poziomie pomigdzy badanymi grupami. Natomiast,
réznicowanie komorek BMDMs w obecnosci CM 4T1 powodowato istotny statystycznie
wzrost poziomu mRNA tego genu w komodrkach BMDMs z grup 1000 IU + cal
(p=0,0279), 100 1U (p=0,0220) oraz 100 IU + cal (p=0,0220) wzgledem grupy 1000 IU.
Réznicowanie BMDMs w CM 4T1 cal powodowalo wzrost ekspresji mRNA 116
w BMDMs 100 IU + cal wzgledem grupy kontrolnej 1000 IU (p=0,0056) oraz
w poroéwnaniu do pozostatych grup do§wiadczalnych (p<0,05) (Ryc. 16 C).

Ekspresja mRNA genu Argl w komoérkach BMDMs z grupy 100 IU ulegta
obnizeniu pod wptywem réznicowania w CM 4T1 wzgledem grupy 1000 IU (p=0,0392).
W przypadku pozostalych grup nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian

w ekspresji MRNA tego genu (Ryc. 16 D).

W przypadku mRNA genu Tnfa nie obserwowano zmian w jego ekspresji
pomiedzy badanymi grupami w BMDMs réznicowanych w KM. Wykazano wzrost

poziomu mRNA tego genu pod wptywem réznicowania w CM 4T1 cal w BMDMs
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z grupy 100 IU w poréwnaniu do grupy kontrolnej 1000 IU (p=0,0322). Dodatkowo,
CM 4T1 cal spowodowato wzrost poziomu mRNA Tnfa w komoérkach z grupy
100 1U + cal wzgledem grupy 1000 IU (p=0,0311) (Ryc. 16 E).

Nie wykazano istotnych statystycznie zmian w ekspresji mRNA genéw Mrcl,

Infg, Fn1, 1110 oraz Irf4 pomiedzy badanymi grupami (Ryc. 16 F-J).

4.1.10. Ocena poziomu wybranych bialek w BMDMs (izolowanych ze szpiku
myszy BALB/c nieobarczonych nowotworem, karmionych karmg o roznej
zawartosci witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem) réznicowanych
W obecnos$ci mediow kondycjonowanych

W komoérkach BMDMs roznicowanych w obecno$ci mediéw kondycjonowanych
zbadano poziom wybranych biatek, wytypowanych na podstawie analizy qPCR
(Tgfb, 116) oraz biatek, ktore wg danych z piSmiennictwa moga podlega¢ regulacji
podczas indukcji stanu zapalnego w nowotworach 1 sprzyja¢ procesom
przerzutowania?® 2%, Przy uzyciu techniki western blot oznaczono poziom TGFp,
OPN oraz MMP-3. Ocenie poddano takze poziom wydzielania IL-6 przez komorki
BMDMs z uzyciem testu ELISA.

Roéznicowanie komoérek BMDMs w obecnoséci medium kontrolnego (KM), badz
medium kondycjonowanego CM 4T1 nie wptyngto na zmiany w poziomie biatka
TGFB pomigdzy poszczegdlnymi grupami. Natomiast, roznicowanie tych komorek
w obecnosci medium CM 4T1 cal prowadzito do obnizenia poziomu tego biatka
w komoérkach BMDMs pochodzacych ze szpiku myszy z grup niedoborowych
(100 1U (p=0,0679) oraz 100 1U + cal (p=0,0285)) w poréwnaniu do grupy 1000 TU
(Ryc. 17 A). W przypadku biatka OPN tylko réznicowanie BMDMs w obecnosci
medium CM 4T1 cal wplynglo na zmiany w jego poziomie. Zaobserwowano
podwyzszenie poziomu OPN w grupie 100 IU + cal w porownaniu do grupy 1000 TU
+ cal (p=0,0417), podczas gdy w grupie 1000 1U + cal obserwowano tendencje do
spadku poziomu OPN wzglgdem grupy kontrolnej 1000 U (réznica ta nie byta jednak
istotna statystycznie (p=0,1098)) (Ryc. 17 B). Taka samg zalezno$¢ odnotowano
w przypadku metaloproteinazy 3 (MMP-3) w komodrkach BMDMs roznicowanych
w obecnosci KM. Obnizenie poziomu MMP-3 w grupie 1000 IU + cal wzgledem
kontroli 1000 IU nie bylo istotne statystycznie (p=0,1587). Obserwowano jednak
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wzrost poziomu tej czasteczki w grupie 100 IU + cal wzgledem grupy 1000 IU + cal
(p=0,0432). Poziom MMP-3 wzrastal w sposob istotny statystyczniec w BMDMs
réznicowanych w obecnos$ci medium CM 4T1 cal, pochodzacych z myszy z grup
100 IU (p=0,0007) oraz 100 IU + cal (p=0,0018) w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
1000 IU. Wzrost ten byt istotny statystycznie takze wzgledem grup 1000 IU + cal
oraz 5000 IU (p<0,01) (Ryc. 17 C).
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Rycina 17. Analiza western blot wykonana z lizatow BMDMs pochodzacych od myszy zdrowych, karmionych
karma o roznej zawarto$ci witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem. BMDMs réznicowane w obecnosci
medium kondycjonowanego (CM) znad komoérek 4T1 (CM 4T1) oraz znad hodowli komorek 4T1 traktowanych
przez 72h kalcytriolem w stgzeniu 100 nM (CM 4T1 cal). Ocena poziomu biatek: TGFB (A); OPN (B), MMP-3 (C).
Do wykresow zalaczono reprezentatywne zdjecia blotow. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie
standardowe w odniesieniu do B-aktyny. Analiza statystyczna: TGFf} Test Dunna dla wielokrotnych poréwnan, OPN:
Test Holm-Sidaka dla wielokrotnych poréwnan. Istotnosci bezposrednio nad stupkami odnosza si¢ do poréwnan do
grupy kontrolnej 1000 1U, w innym przypadku - jak wskazano na wykresie.*p<0,05; **p<0,01.0znaczenia: ® 1000

IU (kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; ® 100 IU oraz ®100 IU + cal.
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KM

CM 4T1 cal

Rycina 18. Poziom sekrecji IL-6 do medium przez komérki BMDMs (pochodzace od myszy zdrowych,
karmionych karma o ro6znej zawartosci witaminy D3 i traktowanych kalcytriolem) réznicowane w obecnosci
medium kondycjonowanego znad komoérek 4T1 (CM 4T1) oraz znad hodowli komoérek 4T1 traktowanych przez
72h kalcytriolem w stezeniu 100 nM (CM 4T1 cal) lub w obecno$ci medium kontrolnego (KM). Analiza
statystyczna: Test Sidaka dla wielokrotnych poréwnan (1000 IU do 100 IU + cal oraz 100 1U do 100 IU + cal).

*p<0,05. Oznaczenia : *® 1000 IU (kontrola); ® 1000 IU + cal; #5000 IU; ® 100 IU oraz ®100 IU + cal.

Ocenie poddano takze poziom sekrecji IL-6 do medium przez komérki BMDMS.
Analiza wykazata istotne statystycznie podwyzszenie poziomu tej interleukiny
w medium pochodzacym znad BMDMs réznicowanych pod wptywem CM 4T1 cal
w grupie 100 IU + cal w porownaniu do grupy kontrolnej 1000 IU (p=0,0330) oraz
100 1U (p=0,0479). Obecnos¢ CM 4T1 podczas procesu roznicowania nie wptywala
W sposob istotny statystycznie na poziom sekrecji IL-6 przez komoérki BMDMs,
podobnie jak obecnos¢ medium kontrolnego (KM) (Ryc. 18).

4.1.11. Charakterystyka in vitro linii komorkowych raka gruczolu sutkowego

Ekspresja czynnikow odpowiedzialnych za metabolizm i genomowy mechanizm dzialania
witaminy D3

Scharakteryzowano in vitro linie komoérkowe 4T1, 67NR oraz E0771 pod katem
ekspresji na poziomie zarowno mRNA, jak 1 biatka czasteczek zwigzanych
z metabolizmem witaminy D (Cyp24al, Cyp27bl) oraz jej genomowym dziataniem
(Vdr) pod wptywem dziatania kalcytriolu stosowanego w stezeniu 100 nM. We
wezesniejszych badaniach wykazaliémy, ze komorki linii 4T11° oraz E0771%% nie sg
wrazliwe na przeCiwproliferacyjng aktywnos¢ kalcytriolu, natomiast proliferacja

komorek 67NR jest silnie hamowana przez ten zwigzek ™.

Ekspresja mRNA genu Cyp27b1 nie ulegata istotnym zmianom pod wptywem
dziatania kalcytriolu w komorkach linii 4T1 1 EO771 ($rednie warto$ci RQ wzgledem
komorek kontrolnych wynosity odpowiednio 1,43 i 1,39). Natomiast w komorkach linii
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67NR traktowanych kalcytriolem dochodzito do 5-krotnej indukcji tego genu wzgledem
komorek kontrolnych. WartoSci te nie byly jednak istotne statystycznie (Ryc. 19 A).

Analiza qPCR wykazata indukcje ekspresji mMRNA genu Cyp24al pod wptywem
kalcytriolu w kazdej z linii komérkowych. W przypadku 4T1 oraz E0771 byta to indukcja
odpowiednio 24 i 23- krotna (p<0,0001), podczas gdy w komodrkach 67NR obserwowano
az 1635- krotny wzrost ekspresji tego genu (p<0,0001) w poréownaniu do komorek

nietraktowanych kalcytriolem (Ryc.19 A).

W przypadku mRNA genu Vdr obserwowano jego podwyzszong ekspresj¢ pod
wptywem dziatania kalcytriolu w komorkach linii 4T1 ($redni parametr RQ wynosit
1,95) i 67NR ($redni parametr RQ wynosit 8,82). W komoérkach linii E0771
obserwowano efekt obnizenia poziomu Vdr o potowe w grupie traktowanej kalcytriolem

wzgledem komorek kontrolnych. Zmiany te nie byly istotne statystycznie (Ryc.19 A).

W zwiazku ze zblizong charakterystyka linii przerzutujacych 4T1 1 EO771 pod
katem ekspresji czasteczek zwigzanych z metabolizmem witaminy D3 pod wptywem
dziatania kalcytriolu, postanowiono sprawdzi¢ w jakim stopniu ich poziom wyjSciowo
(poréwnywano komorki nietraktowane kalcytriolem) rézni si¢ wzgledem linii 67NR —
nieprzerzutujgcej spontanicznie i wrazliwej na przeciwproliferacyjng aktywnos¢ tego
zwigzku. W poréwnaniu do linii nieprzerzutujacej linie 4T1 1 E0771 posiadaly okoto
2,5- krotnie wyzsza ekspresjc mRNA genu Cyp27bl. Ponadto, wykazano 115-krotnie
wyzszy poziom mRNA genu Cyp24al w komorkach linii 4T1 wzgledem 67NR, podczas
gdy linia komorkowa E0771 charakteryzowata si¢ tylko 6-krotnie wyzsza ekspresja
wzgledem linii 67NR (r6znica miedzy 4T1 a EO771 byla istotna statystycznie; p<0,001).
W przypadku mRNA genu Vdr komorki linii 4T1 i EO771 wykazaly odpowiednio 60%
(RQ ~0,4) 1 80% (RQ ~0,2) nizsza ekspresj¢ wzgledem linii 67NR (Ryc. 19 D).
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Analiza zmian poziomu biatka CYP27B1 pod wptywem dziatania kalcytriolu
wskazuje na brak istotnych statystycznie zmian w kazdej z badanych linii. Kalcytriol
wplywa natomiast na podwyzszenie poziomu biatka CYP24A1 w komorkach linii 4T1
I 67NR (odpowiednio 76 (p<0,01) i 102 (p<0,001) razy w poréwnaniu do
nietraktowanych kontroli). W przypadku EQ771 nie obserwuje si¢ zmian w poziomie
CYP24A1. Poziom biatkka VDR ulega podwyzszeniu w kazdej z badanych linii

komoérkowych pod wplywem traktowania kalcytriolem, zmiany te s3 jednak istotne

statystycznie tylko w przypadku linii komorkowej EQ0771 (p<0,05) (Ryc. 19 B-C).
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Rycina 19. Charakterystyka komdérek linii mysich rakéw gruczolu sutkowego 4T1, 67NR i EO0771
wykorzystanych w badaniach z uzyciem zwierzat, traktowanych in vitro przez 72 godziny kalcytriolem
w stezeniu 100 nM (100 nM cal). A. Analiza PCR w czasie rzeczywistym genow Cyp24al; Cyp27bl; Vdr.
Nietraktowane komorki z kazdego modelu stuzyty jako kalibrator, a obliczenia wykonano stosujac $rednig z trzech
kontroli endogennych (Hprt, B2m i Gapdh); n=4. Analiza statystyczna: A. test wielokrotnych poréwnan Tukeya
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. D. Analiza PCR w czasie rzeczywistym wybranych genow
w nietraktowanych liniach komorkowych 4T1 i E0771 w poréwnaniu z nietraktowanymi komoérkami 67NR.
B. Analiza densytometryczna badanych czasteczek. Jako kontrolg do normalizacji wynikow zastosowano B-aktyng.
Wyniki prezentowane sg jako krotno$¢ zmian w odniesieniu do komorek kontrolnych; n=3. Analiza statystyczna
D,B: test wiclokrotnych porownan Sidaka; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
C. Reprezentatywne zdjecia blotow dla linii komérkowych 4T1, 67NR, EO771 (odpowiednio od lewej). Wartosci na
wykresach przedstawiaja §rednig + odchylenie standardowe.
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Wplyw kalcytriolu in Vitro na zmiany w poziomie czynnikow zapalnych w komorkach 4T1
Poniewaz zaobserwowano indukcje czynnikéw prozapalnych w makrofagach
pochodzacych ze szpiku myszy obarczonych komoérkami 4T1 Iub pod wplywem
dziatania CM 4Tl cal, postanowiono poszerzy¢ charakterystyke komorek 4TI
traktowanych kalcytriolem o analize poziomu IL-6 oraz COX-2 oraz bezposredni produkt
reakcji katalizowanej przez ten enzym — PGE2, jako czynnikéw silnie indukujacych

odpowiedz zapalng W raku gruczotu sutkowego?1%21,

Analiza sekrecji IL-6 do medium nie wykazata istotnych statystycznie roznic
W jej poziomie pomigdzy komorkami traktowanymi a nietraktowanymi kalcytriolem czy
roztworem rozpuszczalnika — 0,1% etanolem (EtOH) (Ryc. 20 A). Natomiast,
obserwowano 4-krotne podwyzszenie sekrecji PGE2 do medium w pordéwnaniu do
komorek kontrolnych (p=0,0060) oraz traktowanych 0,1% EtOH (p<0,05) (Ryc. 20 B).
Analiza western blot wykazata istotng statystycznie indukcje (p=0,0229) biatka COX-2
w komorkach 4T1 stymulowanych kalcytriolem (Ryc. 20 C).

A W2l B PGE2

IL-6 [pg/mL]
5
PGE2 [pg/mL]

°
o

0.0

COX-2

-
o

krotnos¢ zmian

p-aktyna

Rycina 20. Wplyw Kkalcytriolu na poziom czynnikow zapalnych w komérkach linii 4T1 A-B. Stezenie
wydzielanych IL-6 oraz PGE2 do CM znad komorek 4T1 traktowanych 100 nM kalcytriolem przez 72 godziny,
a nastgpnie dodatkowo traktowanych medium bez FBS przez 24 godziny. C. Analiza western blot poziomu biatka
COX-2 w lizatach komorkowych 4T1 traktowanych 100 nM kalcytriolem przez 72 godziny. Analiza statystyczna:
A - C.: Test wielokrotnych poréwnan Holm-Sidaka - 4T1 do 4T1 cal i 4T1 cal do 4T1 EtOH; *p<0,05, **p<0,01.

87



WYNIKI

Podsumowanie  najwazniejszych  wynikéw uzyskanych z analiz
przeprowadzonych z uzyciem komérek i tkanek pochodzacych od myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego

Badania dotyczace wptywu zréznicowanego dostarczania witaminy Dz w karmie
I traktowania myszy kalcytriolem na udzial makrofagéw w progresji mysiego raka
gruczotu sutkowego, wykazaty iz:

1. Traktowanie kalcytriolem (1000 IU + cal, 100 IU + cal) oraz suplementacja
witaminy D3 (5000 IU) w diecie nasilaty proces przerzutowania do ptuc i szpiku
kostnego u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1, nie wplywajac
na objetos¢ guzéw pierwotnych. W przypadku guzow 67NR obserwowano
przejsciowy efekt zahamowania wzrostu guza w dniu 23 w grupie 1000 IU + cal
w porownaniu do kontroli 1000 IU. W przerzutujacym modelu E0771 nie
obserwowano istotnego statystycznie wptywu podawanej diety lub traktowania
kalcytriolem na zmiany w liczbie przerzutow do ptuc oraz w objetosci guzoéw
pierwotnych.

2. TAMs izolowane z guzow 4T1 od myszy z grup, w ktorych obserwowano
nasilony proces przerzutowania (1000 IU + cal oraz 5000 1U) charakteryzowaty
si¢ podwyzszonym poziomem CD44 przy jednoczesnym obnizeniu poziomu
MHCII na swojej powierzchni, co $wiadczy o poglebieniu fenotypu M2
makrofagéw w tych grupach (CD44""MHCII'). Dodatkowo, wzrost poziomu
CD44 byt skorelowany ze wzrostem poziomu osteopontyny (OPN) w tkance guza
4T1 w grupach 1000 IU + cal; 5000 1U oraz 100 IU + cal.

3. W przypadku fenotypu TAMSs 67NR oraz E0771 zaobserwowano podwyzszenie
poziomu biatka CD163 (marker makrofagéw klasy M2) w grupie myszy
100 TU + cal wzgledem grupy 100 IU. Dodatkowo TAMs E0771 w grupie
1000 IU + cal wzglgdem grupy 1000 IU charakteryzuja si¢ obnizeniem poziomu
MHCII na swojej powierzchni. Obserwowane zmiany w fenotypie TAMs nie
korelowatly ze zmianami w liczbie przerzutow czy kinetyka wzrostu guzow.

4. Analiza ekspresji genow w TAMs izolowanych z guzow 4T1 wykazala
podwyzszenie poziomu MRNA, m.in. Cyp24al czy Ccr2 w grupach
1000 1U + cal, 5000 IU oraz 100 IU + cal, przy jednoczesnym obnizeniu 1110,
Tnf w poréownaniu do TAMs 67NR. Wzrost ekspresji 1123a obserwuje sig
zaro6wno W przypadku TAMSs 4T1, jak i TAMs 67NR.

5. Nie obserwowano istotnych zmian w fenotypie komoérek BMDMs izolowanych
od myszy obarczonych rakiem 4T1, jednak analiza ekspresji genéw na poziomie
MRNA wskazata na wzrost ekspresji Epcam, co bylo zwigzane z obecno$cig
przerzutow w kosciach myszy obarczonych tym typem nowotworu. Wynik ten
korelowat ze wzrostem ekspresji genu kodujacego 1L-23 (1123a) w komoérkach
BMDMs w grupach 100 IU + cal oraz IL-6 (116) w grupie 1000 1U + cal. Sekrecja
IL-23 przez komérki BMDMs byta zalezna od suplementacji witaminy D3
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w diecie i traktowania kalcytriolem, jednak byta niewielka w poréwnaniu
z wysoka sekrecja IL-6 do medium.

. W komorkach BMDMSs (pochodzacych od myszy zdrowych) roéznicowanych
W obecnosci medium kondycjonowanego znad komorek 4T1 (niezaleznie od ich
stymulacji  kalcytriolem) obserwowano obnizenie poziomu markerow
makrofagowych, szczegolnie F4/80 oraz MHCII. Ponadto w grupie BMDMs
100 1U + cal réznicowanych w CM 4T1 cal wykazano obnizenie poziomu CD11b
oraz F4/80 wzgledem grupy 1000 IU. Dodatkowo, medium znad komorek 4T1
stymulowanych kalcytriolem (CM 4T1 cal) zwigkszalo poziom genow
kodujacych czynniki zapalne tj. IL-23; IL-6; TNFa (1123a, 116, Tnfa) przy
jednoczesnym obnizeniu genu kodujacego TGFB (Tgfb) w grupie komorek
BMDMs 100 IU + cal. Wzrost ekspresji mMRNA genu 116 byt zbiezny ze wzrostem
sekrecji IL-6 do medium przez te komoérki. Ponadto, wzrost poziomu IL-6
obserwowano takze w tkance guza 4T1 w grupie 100 IU + cal wzgledem grupy
100 I1U. Natomiast obnizenie poziomu MRNA genu Tgfb bylo zbiezne
z obnizeniem poziomu biatka TGFB w komoérkach BMDMs (réznicowanych
W obecnosci CM 4T1 cal) izolowanych ze szpiku myszy z grupy 100 1U + cal
wzgledem grupy kontrolnej 1000 IU.

Charakterystyka in vitro komoérek mysich linii rakow gruczotu sutkowego
wykazata podobienstwo linii przerzutujacych i niewrazliwych in vitro na
przeciwproliferacyjng aktywnos¢ kalcytriolu (4T1 oraz E0771) pod katem
wyzszej ekspresji mMRNA genu Cyp24al, przy jednoczes$nie niskim poziomie Vdr
w poréwnaniu do linii nieprzerzutujgcej, wrazliwej na przeciwproliferacyjng
aktywno$¢ kalcytriolu — 67NR. Komorki linii 4T1 oraz EO771 w podobny sposob
odpowiadaty na zmiany w poziomie mMRNA genoéw kodujacych biatka zwigzane
z metabolizmem witaminy D3z pod wptywem kalcytriolu (Cyp24al oraz
Cyp27bl1). Natomiast w przypadku CYP24Al na poziomie biatka tylko
w przypadku komorek linii 4T1 obserwowano wzrost jego poziomu pod
wplywem dziatania kalcytriolu.

. Wykazano, iz stymulacja kalcytriolem powodowata wzrost poziomu biatka
COX-2 w komorkach linii 4T1, co miato bezposrednie przelozenie na
zwigkszong sekrecje PGE2 do medium przez te komorki.

Niekorzystna (w kontek$cie progresji choroby) aktywacja komorek 4T1
pod wptywem dziatania kalcytriolu moze by¢ wynikiem indukcji COX-2 oraz
PGE2. Aktywowana w ten sposob odpowiedz zapalna komoérek 4T1 moze
wptywaé¢ na polaryzacje makrofagow w kierunku wzmagajacym procesy
przerzutowania u myszy obarczonych tym typem nowotworu. Ponadto makrofagi
wywodzace si¢ z grupy myszy karmionych karmg z niedoborem witaminy D3
I dodatkowo traktowanych kalcytriolem (100 IU + cal) wykazaly wyzsza
wrazliwo$¢ na wydzielane przez komorki 4T1 czynniki indukujace odpowiedz
zapalng.
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4.2. Badania z uzyciem komorek pochodzacych od pacjentek ze
zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego

4.2.1. Charakterystyka fenotypowa TAMs izolowanych z guzéw pacjentek z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego
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Rycina 21. Schemat separacji i bramkowania makrofagow izolowanych z guzéw pacjentek z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczolu sutkowego. Po mechanicznej dezintegracji guza, zawiesing komoérek poddawano
magnetycznej separacji z uzyciem przeciwciat anty-CD14. Wyizolowane w ten sposob komérki CD14* analizowano
przy uzyciu cytometrii przeptywowej celem oceny obecno$ci markeréw powierzchniowych charakterystycznych dla
klas makrofagéw M1/M2. Z ogo6lnej populacji komorek bramkowano komorki pojedyncze, nastepnie zywe (negatywne
na barwnik APC-Cy7) i jednocze$nie dodatnie na marker CD11b-FITC. A. Komorki nieznakowane przeciwciatami,
B. Komorki znakowane przeciwciatami.

Wyniki uzyskane z charakterystyki fenotypowej TAMs izolowanych z guzéw pacjentek
z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego podzielono ze wzgledu na

kilka parametrow klinicznych:

e status menopauzalny — przed i po menopauzie, przyjmujac nastepujace kryteria
dla pacjentek przed okresem menopauzalnym poziom estradiolu (E2) wyzszy niz
20 pg/mL oraz hormonu folikulotropowego (FSH) nizszy niz 40 mlU/mL?'%;
dodatkowo dokonano podzialu wewnatrz tych grup pod wzgledem poziomu
25(0OH)D3 w osoczu zgodnie z ponizszym opisem,

e poziom metabolitu witaminy D3 (25(OH)D3) w 0S0Czu — przyjmujac za poziom
niski, stezenie 25(OH)D3 nizsze niz 30 ng/mL oraz za poziom prawidlowy,
stezenie 25(OH)D3 wyzsze niz 30 ng/mL?3,

e obecnos$¢ lub brak przerzutoéw w dole pachowym wyrazony w liczbie przerzutow

na podstawie wynikow analizy histopatoligicznej otrzymanych z DCOPIH.

Analiza parametrow klinicznych przedstawiona w Tabeli 11 potwierdza istotne
statystycznie réznice pomiedzy badanymi grupami (status przed i pomenopauzalny oraz

poziom metabolitu 25(0OH)D3) na poziomie istotnosci p<0,0001. W przypadku podziatu
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ze wzgledu na osoczowy poziom 25(0OH)Dz w obrgbie grupy przed- oraz
pomenopauzalnej takze wykazano istotne satystycznie zmiany w jego poziomie
(p=0,0058; p<0,0001). W grupie pacjentek po menopauzie obserwuje si¢ takze korelacje
pomiedzy niskim stezeniem 25(OH)Ds, a wysokim wskaznikiem BMI. Dodatkowo
pomiedzy grupa pacjentek przed i po menopauzie, oprocz roznic w poziomie hormondow
(FSH oraz estradiolu) obserwuje si¢ istotne statystycznie zmiany we wskazniku BMI.
Pacjentki po menopauzie wykazuja wyzszg wartos¢ wskaznika BMI (BMI = 29,15)
$wiadczaca o nadwadze lub otytosci pacjentek w tej grupie wzgledem grupy pacjentek
przed menopauza, gdzie S$rednie BMI (BMI = 24,30) nie przekracza wartosci
prawidtowych?* (p=0,0031) (Tabela 11). W grupie pacjentek z niskim stgzeniem
metabolitu 25(OH)Ds obserwuje si¢ bliskg istotnosci statystycznej wyzszg wartosé
wskaznika BMI w poréwnaniu do grupy z prawidtowym poziomem 25(OH)Ds w 0soczu
(p=0,0532) (Tabela 11). Ponadto w grupie podzielonej ze wzgledu na obecnosé¢ lub brak
przerzutow w dole pachowym nie obserwuje si¢ istotnych statystycznie zmian pomig¢dzy

rozpatrywanymi parametrami klinicznymi.
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Tabela 11. Charakterystyka parametrow Kklinicznych pacjentek w poszczegélnych grupach badanych. Wyniki
przedstawiono jako warto$¢ srednig + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna: test t, *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.

status menopauzalny
Grupa po menopauzie przed menopauza p
n= 37 17
Wiek 69,16 = 8 68 4923+ 940 <0,0001
FSH [mIU/ml] 68,64 = 28,57 16,34 +13.38 <0,0001
Estradiol [pg/ml] 1449 £0 43 152,06 £171,17 <0,0001
25(0H)D: [ng/mL] 25,61 = 14,05 2621+ 10,84 0,8768
Wielkoic¢ guza [mm] 21321119 2447+11,06 0,3394
K167 [%4] 21,89 = 14,50 21,88 £20,05 0,9983
BMI 29.15£5.73 243+433 0,0031
poziom 25(0H)D
prawidiowy niski P prawidlowy niski r
n= 12 25 4 13
25(0H)D: [ng'mL]  41,13+758 18,16+7.59 <0,0001 43,15£7.29 21,00+ 4,29 0,0058
Wielkoé¢ guza [mm] 21,92+ 11,36 21,04+ 11,33 0,8264 25,75 + 16,62 24,08 + 9,66 0,8585
Ki67 [%] 20,75 1231 2248%1575 0,7405 33,00 £ 36,04 18,17 = 11,57 04738
BMI 2639+4.70 30,47 %578 0,0406 22.00=437 25,00 +4722 0,2816
poziom 25(0H)D
Grupa prawidlowy niski r
n= 16 38
Wiek 6138+ 13,05 63.53+12.89 0,5795
FSH [mIU/ml] 60,54 + 41,01 48,11+ 31,65 0,2336
Estradiol [pg/ml] 48.94 + 100,60 61,53 + 120,68 0,7154
25(OH)Ds [ng/mL] 41631042 1913 £6.72 <0,0001
Wielkoi¢ guza [mm] 22.87=1236 22,07+ 10,76 0,8113
Ki67 [%] 23,81 £20,02 21,00+ 1443 0,5640
BMI 2530+4.89 28.60 = 5.86 0,0532
przerzuty w dole pachowym
Grupa obecne brak ?
n= 14 36
Wiek 63,07+ 13,75 62,44 + 1291 0,8797
FSH [mIU/ml] 4334 +26,03 56,23 =37,56 0,2456
Estradiol [pg/ml] 101,43 =£179,92 3947 £ 74,86 0,0891
25(OH)Ds [ng/mL] 2549+954 26,04 £1473 0,8978
Wielkoic¢ guza [mm] 23211269 22.80£1097 0,9100
K167 [%4] 21,57 £14,52 21,29+ 1748 0,9578
BMI 28,68 =509 272+6,06 0,4229

FSH- hormon folikulotropowy: 25(0OH)D:- kalcyfediol; BMI (ang. body mass index)- wskaznik masy ciala

Wsrod pacjentek o zroznicowanym statusie menopauzalnym wykazano tendencj¢ do
zwigkszenia poziomu czasteczki MHCII oraz CD80 na powierzchni TAMs izolowanych
z guzdébw pacjentek bedacych przed menopauzag w pordéwnaniu do pacjentek po
menopauzie, roznice te nie byly jednak istotne statystycznie (odpowiednio p=0,1026;
p=0,1241). Poziom CD200R byt istotnie statystycznie wyzszy W grupie TAMS
izolowanych z guzéw pacjentek przed menopauzg w poroéwnaniu do grupy
pomenopauzalnej (p=0,0281). W przypadku pozostatych markerow powierzchniowych
(CD11b, CD14, CD44, CD204, CD163) nie odnotowano znamiennych statystycznie

réznic W ich poziomie pomigdzy porownywanymi parametrami klinicznymi (Ryc. 22 A).
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Wsréd pacjentek po menopauzie z niskim poziomem 25(OH)Ds w osoczu
zaohserwowano wyzszy poziom CD14 w poréwnaniu z grupg pacjentek z prawidtowym
poziomem 25(OH)D3 (p=0,0245) (Ryc. 22 B). Dla pozostatych bialek nie wykazano
istotnych statystycznie zmian w zaleznosci od osoczowego poziomu 25(OH)D3 (Ryc. 22
B). Podobnie w przypadku pacjentek przed menopauza nie zaobserwowano znamiennych
statystycznie réznic w poziomie poszczegoOlnych biatek powierzchniowych w zaleznos$ci

od osoczowego poziomu 25(0OH)D3z (Ryc. 22 C).
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Rycina 22. Ocena poziomu bialek powierzchniowych TAMs izolowanych z guzéw pacjentek z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego. A. Podziat ze wzglgdu na status menopauzalny. B. Podziat ze wzgledu
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na poziom 25(OH)Ds w osoczu pacjentek w grupie pomenopauzalnej. C. Podziat ze wzgledu na poziom 25(OH)Ds
w osoczu pacjentek w grupie przedmenopauzalnej. Dane przedstawiono jako indywidualne warto$ci oraz warto$¢
$rednia MFI + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna: niesparowany test t, *p<0,05.

Podziat pacjentek ze wzgledu na poziom metabolitu witaminy D (25(OH)D3)
W 0soczu nie wykazat istotnych statystycznie r6znic w zadnym z badanych markerow
powierzchniowych pomigdzy badanymi grupami. Zaobserwowano jednak bliski
istotno$ci statystycznej nizszy poziom czasteczki CD44 na powierzchni TAMs
izolowanych z guzow pacjentek o prawidlowym poziomie 25(OH)Ds w poréwnaniu do

pacjentek o jego niskim stezeniu W 0soczu (p=0,1068) (Ryc. 23).
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Rycina 23. Ocena poziomu bialek powierzchniowych TAMs izolowanych z guzéw pacjentek z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczolu sutkowego. Podziat ze wzglgdu na poziom metabolitu witaminy D3 (25(OH)Ds3)
w osoczu. Dane przedstawiono jako indywidualne warto$ci oraz warto$¢ srednig MFI + odchylenie standardowe.
Analiza statystyczna: Mann Whitney test, *p<0,05.

TAMs izolowane z guzow pacjentek, u ktorych stwierdzono obecnos¢ przerzutéw
w dole pachowym charakteryzowaty sig istotnie statystycznie wyzszym poziomem biatek
powierzchniowych CD44 oraz MHCII (odpowiednio p=0,0283; p=0,0419) wzgledem
grupy pacjentek bez stwierdzonych przerzutow. Ponadto obserwowano tendencj¢ do
zwigkszenia poziomu CD11b na powierzchni TAMs izolowanych z guzéw pacjentek,
u ktorych stwierdzono obecno$¢ przerzutow w dole pachowym wzgledem grupy

pacjentek bez stwierdzonej obecnos$ci przerzutow (p=0,0916) (Ryc.24).

94



WYNIKI

cD11b cD14 MHCII cDs8o
40 p=0,0916 15 100 5
[ — L}
[ 80 4
30 -
10 " H
T . T . T 60 - T 3 .
= . = = H = e’
40 2 ]
10 - 5 = gl un per
T ll'ﬁ ] L] 20 L 1 [}
0 ¥ 0 0 o 0 -
cD44 CD200R CD204 cD163
80 - 40 30 20
.
60 30 . 20 15 L[]
. .
E w . E 2 E 1 . E 1w

20

Przerzuty w dole pachowym:
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Rycina 24. Ocena poziomu bialek powierzchniowych TAMs izolowanych z guzéw pacjentek z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego. Podziat ze wzgledu na obecno$¢ przerzutdéw w dole pachowym. Dane
przedstawiono jako indywidualne warto$ci oraz warto$¢ srednig MFI + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna:
Mann Whitney test, *p<0,05.
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4.2.2. Ocena wplywu kalcytriolu na proces réznicowania ex vivo MDMs (izolowanych
z krwi obwodowej pacjentek ze zlokalizowanym miejscowo oraz rozsianym
rakiem gruczolu sutkowego) do klas makrofagéw M0, M1, M2a, M2c

Wykonano charakterystyke fenotypowa MDMSs roznicowanych — bez lub
W obecnosci kalcytriolu stosowanego w stezeniach 1 nM, 10 nM oraz 100 nM — do klas
makrofagdéw MO (grupa komorek wyjsciowych, rdznicowanych stale w obecnosci
czynnika M-CSF), M1 (stymulowanych czynnikami LPS oraz TNFoa), M2a
(stymulowanych IL-4) oraz M2c (stymulowanych IL-10). Uzyskane wyniki dla pacjentek
z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego podzielono na dwie glowne
grupy ze wzgledu na status menopauzalny pacjentek (przed i po menopauzie).
Dodatkowo wewnatrz ww. grup dokonano podziatu ze wzgledu na poziom metabolitu
witaminy Ds w osoczu (niski oraz prawidtowy). Pacjentki ze zdiagnozowanym rakiem
gruczolu sutkowego z przerzutami odleglymi (rozsiany typ nowotworu) stanowily
dodatkowa, odrebng grupe badang. Ze wzgledu na niewielkg liczbg pacjentek, u ktorych
wykryto przerzuty odlegte (n=11) nie dokonywano podziatu wobec innych parametrow

klinicznych w tej grupie i analizowano ja jako calosc.

Analiza parametréow klinicznych przedstawiona w Tabeli 12 potwierdza istotne
statystycznie réznice pomiedzy badanymi grupami (status przed i pomenopauzalny oraz
poziom metabolitu 25(OH)D3) na poziomie istotnosci p<0,0001. Ponadto w grupie
Klinicznej pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego
zaobserwowano istotne statystycznie rdéznice pomigdzy pacjentkami przed i po
menopauzie w wartosci wskaznika BMI. Pacjentki w okresie po menopauzie
charakteryzujg si¢ wyzszym wskaznikiem BMI (§rednia warto$¢ 28,53, ktora §wiadczy
0 wiekszym odsetku chorych otytych lub z nadwaga w tej grupie?!%) wzgledem pacjentek
przed menopauza (p=0,0019) ($rednia wartos¢ BMI 24,54). Dodatkowo, podziat
wewnatrz tych grup wykazat, iz w grupie pacjentek przed menopauza o niskim stezeniu
metabolitu 25(OH)D3 obserwowano wyzszg warto$¢ wskaznika BMI wzgledem grupy
0 prawidtowym stezeniu 25(0OH)Ds (p=0,0168). W grupie pacjentek w okresie po
menopauzie podzial ze wzgledu na poziom metabolitu 25(OH)D3 wykazat podobne
tendencje (p=0,0520). W grupie pacjentek w stadium uogoélnionym (rozsianym) choroby
sredni poziom metabolitu 25(0OH)Ds (23,21 ng/mL) wskazuje na niski pozmiom

witaminy D w tej grupie. Dodatkowo poziom hormonéw FSH oraz E2, jak i wiek
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pacjentek wskazuje, iz grupg chorych z przerzutami stanowig w wigkszosci pacjentki

w okresie po menopauzie.

Tabele z analizg statystyczng dotyczaca efektywnosci indukcji markerow
charakterystycznych dla poszczeg6lnych klas makrofagdéw oraz reprezentatywne zdjgcia
hodowli komoérkowych znajduja si¢ w suplemencie (Tabele S-2-4, Ryciny S-4-6).

Tabela 12. Charakterystyka parametrow klinicznych pacjentek w poszczegélnych grupach badanych. Wyniki

przedstawiono jako warto$¢ $rednig + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna: test t, *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001.

Pacjentki z miejscowo zlokalizowanym rakiem

status menopauzalny
Grupa PO menopauzie przed menopauzg P
n= 63 27
Wiek 67.95+8.76 4841+9.13 <0,0001
FSH [mIU/mI] 6937 £2733 12,04 £12.29 <0,0001
Estradiol [pg/ml] 12.41£9,14 121,44 £ 9929 <0,0001
25(0H)D; [ng/mL] 23,77 £12,53 2744 £9.88 0,1801
Wielko$é guza [mm] 18,57 11,72 25,15 £ 18,67 0,0460
Ki67 [%] 23,02 £1629 25,63 £20,86 0,5246
BMI 28,53 £532 24 54 =561 0,0019
poziom 25(OH)Ds
prawidtowy niski prawidtowy miski
n= 16 47 P 9 18 p
25(0H)D; [ng/mL] 4000+10,17  17.81+686  <0,0001  39,11£725  21,61+406 <0,0001
Wielko$é guza [mm] 17384922  1902+1265 06356 30,89 £27.77 2228+12,01 02660
Ki67 [%] 2025+12,15 2420+17,70 04117 27,83 £2943 24,89+1820 0,7505
BMI 26,40 +4,70 29.40+5,39 0,0520 20,98 £3,65 2632+566 00168
Pacjentki z rakiem w stadium uogélnionym (rozsianym)
n= 11

Wiek 64,18 10,86

FSH [mIU/ml] 4939 £33 54

Estradiol [pg/ml] 25,50+39.79

25(0H)D; [ng/mL] 23211026

Wielkosé¢ guza [mm] 55,20 £49 34

Ki67 [%] 31,11 £1537

BMI 2545271

FSH- hormon folikulotropowy; 25(OH)Ds- kalcyfediol; BMI
(ang. body mass index)- wskaznik masy ciata

MDMs izolowane z krwi pacjentek bedgcych po menopauzie (Ryc.25, Ryc.26)

MDMs zréznicowane do klasy makrofagbw M1 oraz M2a wykazywatly
odpowiednio obnizenie (0K. 43%, (p<0,0001 — Tabela S-2 A)) oraz podwyzszenie
(ok. 31%, p<0,0001 -Tabela S-2 A) poziomu biatka CD11b wzgledem komorek
wyjéciowych MO. Inkubacja z kalcytriolem, podobnie jak wysoki lub niski poziom
25(0OH)Ds w osoczu pacjentek nie wptywaty dodatkowo na zmiany w poziomie CD11b.

MDMs stymulowane do klasy makrofagbw M2c w grupie pacjentek o prawidlowym
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stezeniu 25(OH)D3s w 0soczu, wykazywaty istotny statystycznie wzrost poziomu CD11b
po inkubacji komorek z kalcytriolem stosowanym w stezeniu InM w poroéwnaniu do

grupy nietraktowanej (p<0,05) (Ryc.25 A).

Poziom czasteczki CD14 ulegal podwyzszeniu po stymulacji MDMs do
makrofagobw M2c¢ wzgledem stymulacji do MO (wzrost o ok. 70%, p=0,0005 —
Tabela S-2 A). W przypadku MDMs izolowanych z krwi pacjentek po menopauzie
zaobserwowano wptyw kalcytriolu w stezeniu 10 nM oraz 100 nM na podwyzszenie
odpowiednio 0 26% i 34% poziomu CD14 w komorkach stymulowanych do klasy
makrofagow M1 (p<0,05) w poréwnaniu do komoérek nietraktowanych kalcytriolem.
Ponadto, wykazano iz wzrost poziomu CD14 w komorkach M1 rdéznicowanych
W obecnosci kalcytriolu w stgzeniu 100 nM  wystepowal tylko u pacjentek
z prawidlowym st¢zeniem 25(OH)Ds w osoczu (wzrost o ok. 77%, p<0,01). T¢ samg
zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku pacjentek z prawidlowym poziomem 25(OH)D3
I komorek stymulowanych w obecno$ci 100 nM kalcytriolu do klasy makrofagéw M2c

(50% wzrost wzgledem komorek nietraktowanych, p<0,05) (Ryc.25 B).

Marker makrofagow klasy M1- MHCII ulegat podwyzszeniu nie tylko w grupie
komorek M1 (o okoto 120%, p<0,0001 — Tabela S-2 A), ale takze w grupie makrofagow
klasy M2a (0 0k.100 %, p<0,0001 — Tabela S-2) wzgledem grupy komodrek wyjsciowych
MO. Po traktowaniu kalcytriolem, w przypadku komoérek M1 oraz M2a, jego poziom
obnizal si¢ w sposob zalezny od stosowanego stezenia (0 ok. 30% w najwyzszym
stosowanym st¢zeniu). Dla warto$ci stgzen 10 nM oraz 100 nM obserwowano rdznice
istotne statystycznie (p<0,0001). Efekt ten byl niezalezny od poziomu 25(OH)D3
w osoczu pacjentek (Ryc. 25 C).

Kolejnym badanym markerem makrofagow klasy M1 byta czasteczka CD8O0. Jej
poziom wzrastal pod wplywem stymulacji w kierunku M1 o ok. 100% wzglgdem
komorek wyjsciowych MO (p<0,0001 — Tabela S-2 A). Poziom CD80 ulegat obnizeniu
pod wptywem inkubacji z kalcytriolem w trakcie procesu roznicowania. Zmiany te byly
zalezne od stosowanego stezenia klacytriolu i dotyczylty MDMs réznicowanych do klas
MO, M1 oraz M2c. Kalcytriol w stgzeniu 100 nM w przypadku komérek MO i M2 obnizat
poziom CD80 o ok. 25-30%, podczas gdy w przypadku M1 obnizenie siggato ok. 15%.

W makrofagach klasy M1 wykazano takze w grupie pacjentek ze stezeniem
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prawidlowym 25(OH)D3 w o0soczu, zwigkszenie wrazliwosci komorek MDMSs na
stymulowane kalcytriolem obnizenie poziomu CD80 obserwowane w stosowanym
stezeniu 10 nM (p<0,05), podczas gdy w grupie z niskim 25(OH)Ds tylko stezenie
100 nM tego zwigzku powodowalo istotne statystycznie zmniejszenie poziomu tej

czgsteczki (p<0,05) (Ryc. 25 D).

Poziom CD44 na powierzchni MDMS nie ulegal zmianom podczas stymulacji do
roznych klas makrofagéw, ponadto nie odnotowano wptywu kalcytriolu w stosowanych
stezeniach na poziom tej czasteczki w tych komodrkach. Byt to efekt niezalezny takze od

poziomu 25(OH)D3 w osoczu pacjentek po menopauzie (Ryc.26 A).

Marker powierzchniowy CD200R charakterystyczny dla klasy makrofagow M2a,
ulegal podwyzszeniu pod wptywem roznicowania do tej grupy komorek o ok. 90%
(p=0,0001 — Tabela S-2 A). Obserwowano wptyw Kalcytriolu w stgzeniu 10 nM na
obnizenie jego poziomu o ok. 21% (p<0,05) na komoérkach klasy M2a. Do obnizenia
poziomu czasteczki CD200R pod wplywem kalcytriolu w stezeniu 10 nM dochodzito
takze w przypadku grup makrofagéw M1 oraz M2c¢ (p<0,05), chociaz stymulacja tego
biatka w tych komorkach byla niewielka wzgledem komorek wyjsciowych (MO).
Dodatkowo wykazano ze w przypadku makrofagéw M2a obnizenie poziomu CD200R
byto zalezne od deficytu 25(OH)Ds w 0soczu pacjentek i obserwowano je dla stgzenia
kalcytriolu 10 nM oraz 100 nM, podczas gdy w grupie z prawidlowym poziomem tego
metabolitu nie obserwowano wptywu kalcytriolu na warto§¢ MFI dla tego markera

wzgledem komorek nietraktowanych (Ryc.26 B).

Na poziom czasteczki CD204 (charakterystycznej dla komoérek klasy M2 —
ogbétem) nie wptywala zadna ze stymulacji. Natomiast w przypadku komorek MDMs
izolowanych z krwi pacjentek po menopauzie z niskim poziomem 25(OH)Ds w 0soczu
obserwowano istotny statystycznie wzrost jej poziomu (0 ok. 17%) w grupie komorek
M1 stymulowanych w obecnosci kalcytriolu w stezeniu 100 nM (p<0,05) wzgledem
komorek nietraktowanych (Ryc. 26 C).

Stymulacja MDMs do klasy M2c¢ powodowata wzrost poziomu CD163
(o ok. 160%) wzgledem komoérek wyjsciowych MO (p<0,0001 — Tabela S-2 A). Ponadto
w grupie pacjentek z niskim poziomem 25(OH)D3s obserwowano wzrost CD163 o0 185%

(p<0,0001 — Tabela S-2 B), podczas gdy w grupie z prawidlowym poziomem 25(OH)Ds
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0 117% (p<0,0001 — Tabela S-2 C). Dodatkowa inkubacja z kalcytriolem obnizata
poziom tej czasteczki we wszystkich stosowanych stezeniach maksymalnie 0 38%
wzgledem komorek nietraktowanych kalcytriolem. Dodatkowy podziat ze wzgledu na
poziom metabolitu 25(OH)Ds wykazat, iz w grupie 0 jego niskim st¢zeniu zmiany te
utrzymywaty si¢ w sposob znamienny statystycznie. Natomiast w grupie z prawidlowym
stezeniem 25(OH)Ds W 0SOCzZU obserwowano w najwyzszym stosowanym st¢zeniu
kalcytriolu ponowne podwyzszenie poziomu tej czasteczki na powierzchni komorek
MDMs, wzgledem obserwowanego obnizenia w stezeniach 1 nM (zmiana nieistotna
statystycznie) oraz 10 nM (p<0,05) w porownaniu do komoérek nietraktowanych. Zmiany
pomiedzy poszczegdlnymi stezeniami kalcytriolu (10 nM wzgledem 100 nM) nie byly
jednak istotne statystycznie (Ryc. 26 D).

MDMs izolowane z krwi pacjentek bedgcych przed menopauzg (Ryc. 27, Ryc.28)

Poziom CD11b na powierzchni MDMs izolowanych z krwi pacjentek przed
menopauzg wzrastal W komorkach M2a wzgledem komorek wyjsciowych MO (ok. 26%,
p=0,0012 — Tabela S-3 A), podczas gdy w komoérkach M1 poziom tego biatka ulegat
obnizeniu (ok. 40%, p<0,0001 — Tabela S-3 A). Pod wptywem dziatania kalcytriolu,
w zaleznoS$ci od stosowanego stezenia, podczas procesu roznicowania komorek do klas
makrofagéw M2a oraz M2c¢ poziom tej czasteczki wzrost odpowiednio o ok. 21% i 36%
(p<0,05). Obserwowano, iz zaleznosci te byly uwarunkowane w przypadku klasy M2c
od prawidlowego poziomu 25(OH)Dz w osoczu pacjentek i inkubacji komorek
z kalcytriolem w stezeniu 10 nM (p<0,05). Natomiast, w przypadku MDMs M2a
w grupie pacjentek z niskim stezeniem 25(OH)Ds obserwowano istotny statystycznie
wzrost CD11b w wyniku dziatania kalcytriolu w stezeniu 100 nM (p<0,05) (Ryc. 27 A).

Poziom CD14 wzrdst 0 ok. 45% (p=0,0005 — Tabela S-3 A) na powierzchni
komorek stymulowanych do klasy M2c makrofagéw wzgledem komorek wyjsciowych
MO. Natomiast, kalcytriol nie wpltynat na zmiany w poziomie CD14 na komoérkach M2c.
W przypadku komoérek stymulowanych w obecnosci 10 nM kalcytriolu do klasy
makrofagéw M1 obserwowano wzrost poziomu CD14 o ok. 36% wzgledem komorek
nietraktowanych kalcytriolem (p<0,001). Roznica ta byla istotna statystycznie

niezaleznie od poziomu 25(OH)D3 w osoczu pacjentek (p<0,05) (Ryc. 27 B).
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Poziom markera makrofagow klasy M1 — MHCII ulegt podwyzszeniu na
makrofagach M1 oraz M2a wzgledem komoérek wyjsciowych MO 0 okoto 100%
(p<0,0001 w przypadku obu grup — Tabela S-3 A). Dodatkowo obserwowano, iz w grupie
pacjentek z niskim poziomem 25(OH)D3 poziom MHCII wzrastat o 107% (p<0,0001),
podczas gdy w grupie z prawidtowym poziomem 25(OH)Ds w osoczu wzrastat o 163%
(p<0,0001) wzgledem komoérek wyjsciowych. Kalcytriol w stezeniach 10 nM oraz
100 nM powodowat jego obnizenie (M1 p<0,0001; M2a p<0,05 odpowiednio o ok. 50%,
33% w najwyzszym stosowanym stezeniu w porownaniu do komorek nietraktowanych
kalcytriolem). Obserwowano takze, iz dzielgc wyniki ze wzgledu na poziom metabolitu
25(0OH)Ds, kalcytriol w stezeniu 1 nM obnizat poziom czgsteczki MHCII wzgledem
komorek nietraktowanych kalcytriolem w grupie pacjentek z prawidlowym stezeniem
25(0OH)D3 na powierzchni MDMs r6znicowanych do klasy M1. W przypadku MDMs
M2a w grupie pacjentek z niskim poziomem 25(0OH)D3 obserwowano, ze komorki te
byly wrazliwe na obnizenie MHCII pod wptywem dziatania kalcytriolu juz w st¢zeniu
10 nM (p<0,05), natomiast w grupie z prawidtowym poziomem 25(OH)Dz dopiero
stezenie kalcytriolu 100 nM powodowato jej istotne statystycznie obnizenie (p<0,01)

(Ryc. 27 C).

Poziom czgsteczki CD80 wzrost na powierzchni komorek MDMs réznicowanych
do klasy M1 o okoto 100% wzgledem komoérek wyjsciowych MO (p<0,0001 —
Tabela S- 3 A). W grupie z niskim poziomem 25(OH)D3s w 0soczu obserwowano wzrost
poziomu CD80 o 78% (p=0,0007 — Tabela S-3 B), podczas gdy w grupie z prawidtowym
poziomem 25(OH)D: o 103% (p=0,0006 Tabela S-3 C) wzgledem komorek
wyjsciowych. W MDMs M1 obserwowano istotny statystycznie spadek poziomu CD80
pomiedzy komoérkami traktowanymi 100 nM a 10 nM kalcytriolu (p<0,05). Zmiany te
byty zalezne od prawidlowego poziomu 25(OH)D3 w osoczu (Ryc 27 D).

Poziom biatka CD44 podobnie jak w przypadku grupy pacjentek po menopauzie
nie ulegl zmianie pod wplywem stymulacji do réznych klas makrofagow. Nie

odnotowano takze wptywu kalcytriolu na poziom tej czasteczki, ani zalezno$ci od

poziomu 25(OH)D3 w osoczu (Ryc 28 A).

Poziom czasteczki CD200R ulegt podwyzszeniu na komorkach M2a o okoto
100% wzgledem komoérek wyjsciowych MO (p=0,0004 — Tabela S-3 A). Nie
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obserwowano jednak wplywu kalcytriolu na jego poziom w komorkach M2a. Natomiast
w grupie pacjentek z prawidtowym stezeniem 25(OH)D3 obserwuje si¢ obnizenie jego
poziomu w komoérkach MDMs M1 traktowanych kalcytriolem w stezeniu 100 nM
(p=0,0530) wzgledem komorek nietraktowanych. Ponadto na komorkach M2a
zaobserwowano obnizenie poziomu CD200R niezaleznie od stosowanego stezenia

kalcytriolu (Ryc. 28 B).

Poziom markera makrofagéw klasy M2 — CD204 nie ulegal zmianom pod
wplywem stymulacji do klas makrofagow M1, M2a, M2c. Nie obserwowano takze,
zaro6wno wpltywu kalcytriolu, jak i poziomu metabolitu 25(OH)D3 w osoczu pacjentek na

zmiany w jego poziomie w tym uktadzie doswiadczalnym (Ryc. 28 C).

Pod wplywem stymulacji komoérek MDMs do klasy makrofagéw M2c dochodzito
do podwyzszenia poziomu czgsteczki CD163 0 okoto 70% (p<0,0001 — Tabela S-3 A)
W pordéwnaniu z komodrkami wyjsciowymi MO. Kalcytriol stosowany w stezeniu 10 nM
podczas procesu roznicowania obnizyt 0 26% poziom CD163 (p<0,001) wzglgdem
komorek nietraktowanych. Natomiast kalcytriol w stezeniu 100 nM spowodowat
ponowny wzrost poziomu CD163 — zmiany te nie byly jednak istotne statystycznie
pomiedzy komoérkami traktowanymi kalcytriolem w stezeniu 10 nM w poréwnaniu do
100 nM Kkalcytriolu. Podziat ze wzglgdu na poziom metabolitu 25(0OH)D3 wykazat, iz
indukcja czasteczki CD163 pod wptywem roznicowania do klasy makrofagow M2¢ byta
zalezna od niskiego poziomu metabolitu witaminy D, a komorki te byly wrazliwe na
obnizenie jej poziomu 0 OK. 21% pod wptywem dziatania kalcytriolu w stgzeniach 1 nM
i 10 nM (odpowiednio p<0,05 oraz p<0,001). W grupie o prawidlowym stezeniu
25(0OH)Ds w osoczu nie obserwowano indukcji tej czasteczki na powierzchni komorek

MDMs pod wptywem stymulacji do klasy makrofagow M2c (Ryc. 28 D).
MDMs izolowane z krwi pacjentek z rozsianym typem nowotworu (Ryc. 29)

Poziom czasteczki CD11b obnizyt si¢ pod wptywem roznicowania do MDMs
klasy M1 (ok. 40%, p<0,0001 — Tabela S-4) wzglgdem komoérek wyjsciowych MO.
Natomiast, stymulacja do klasy makrofagéw M2a spowodowata podwyzszenie poziomu
tej czasteczki o 26% wzgledem komorek MO (p=0,0002 — Tabela S-4). Kalcytriol,
zarbwno w przypadku komorek M2a (w stezeniu 1nM oraz 100 nM, odpowiednio

p<0,05, p<0,01) jak i M2c (w stezeniu 10 nM oraz 100 nM odpowiednio p<0,01, p<0,05),
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zwigkszyl poziom CD11lb o maksymalnie ok. 27%-24% w poroéwnaniu do grup

nietraktowanych kalcytriolem (Ryc. 29 A).

Poziom CDI14 wzrést na powierzchni komérek MDMs stymulowanych do
polaryzacji w kierunku M2c o ok. 97% wzglgdem komorek wyjsciowych MO (p<0,0001
— Tabela S-4). Kalcytriol nie wptynat na poziom tej czasteczki w przypadku MDMs M2c.
Natomiast obserwowano wzrost poziomu CD14 na komorkach M1 pod wplywem
dziatania kalcytriolu, w sposob istotny statystycznie w st¢zeniu 100 nM poziom ten
wzrost o 24% wzgledem komorek roznicowanych bez obecnosci kalcytriolu (p<0,05)

(Ryc. 29 B).

Stymulacja komérek MDMs do klasy magrofagéw M1 oraz M2a Sspowodowata
wzrost poziomu MHCII odpowiednio o 67% oraz 75% (p=0,0013, p=0,0003 —
Tabela S-4) wzglgdem komoérek wyjsciowych MO. W przypadku klasy M1 nie
obserwowano istotnego statystycznie wplywu kalcytriolu na obnizenie poziomu tej
czasteczki, podczas gdy w przypadku komorek M2a zastosowanie 1 nM oraz 10 nM
kalcytriolu prowadzito do 15% spadku poziomu MHCIl wzgledem komorek
nietraktowanych kalcytriolem (p<0,05) (Ryc. 29 C).

Poziom markera makrofagéw M1 — CD80 wzrdst pod wptywem stymulacji do tej
klasy MDMs o 91% wzgledem grupy komoérek wyjsciowych MO (p<0,0001 — Tabela S-
4). Nie obserwowano wptywu kalcytriolu na zmiany w jego poziomie na powierzchni
komoérek M1. Wykazano jednak obnizenie CD80 w komorkach M2c pod wptywem
dziatania kalcytriolu w stezeniu 10 nM oraz 100 nM (odpowiednio 21% i 26%; p<0,05)
wzgledem komorek nietraktowanych kalcytriolem(Ryc. 29 D).

W przypadku CD44 oraz CD204 nie obserwowano wptywu stymulacji do klas
makrofagéw M1, M2a czy M2c na poziom tych czasteczek. Traktowanie kalcytriolem

w trakcie procesu réznicowania takze nie wptyneto na ich poziom. (Ryc. 29 E, F)

Stymulacja do klasy makrofagow M2c spowodowata podwyzszenie poziomu
czasteczki CD163 na powierzchni MDMs izolowanych z krwi pacjentek z rozsianym
typem nowotworu wzgledem komoérek wyjsciowych MO o ok. 164% (p<0,0001 — Tabela
S-4). Inkubacja komoérek M2c¢ w trakcie procesu réznicowania w obecnos$ci kalcytriolu,

w kazdym stosowanym stezeniu, powodowata obnizenie poziomu CD163. Obnizenie
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ok. 55% wzgledem kontroli nietraktowanej kalcytriolem obserwowano w przypadku

najwyzszego stosowanego stezenia (p<0,0001) (Ryc. 29 G).

104



WYNIKI

Exkk

A 20 B C
4- 3- ek
1.5
§ L 10 2
2 = - &
o
g g 1
2w 0.5+
Es
o &0 1
20z :
0.0 : —rr T - 0 —
A Y ™ ™
OO OO OO O SO SIS SN SN SO SIS IS I SO S S SN
&» &° &* P & & & & & & & & & & & &
o [ o 19 (9 (o (&) < < < [+ L4
cal [nM] cal [nM] cal [nM] cal [nM] cal [NM] cal [nM] cal [n) cal [nM] cal ["M] cal [nM] cal [nM] cal [nM] cal [nM]  cal [nM] cal [nM] cal [nM]
2.0 41 3 e | ﬁ
§ . 15 31 2
@5 —
Q= 4
SEg E 10 kB2 € <
o ST 14
E=Z05 1
o2& 0.5
a=z2N2
0.0- r 0+ 0-
-~ Q Ay Q Y (xY Y S
N SN SN N SN SN S SN SO SN SN SN SO O O O
[5d & ¢ ' iy &* & & ¢ &® & & © © N © Py
cal[PM]  cal[nM]  cal [nM] cal [nM] cal [MM]  cal [nM] cal [M)] cal ["M] cal "Ml calnM]  cal [M] cal [nM] cal [nM] - cal [nM] cal [nM] cal [nM]
2.0+ 1 1
s N
N
§ g 154 3 2 -
g s
o
eog ] E .
2sd E w0 € A
£ E cs
- 1l .5
g anz 08
' 0.0 - . . . o - 3
.| - - ™ A (2] Y (2 N () "y D
> > > > RN SN S R AN I AN
B MO O O O O N A R SO SN SN SN & S & S S S S S
© ¢ ¢ ¢ Ty & & & & ¢ @ & & cal [nM]  cal [nM] cal [nM] cal [nM]
= M1 cal[fM] - cal[nM]  cal(nM] - cal [iM] cal[0M]  cal[nM]  cal[nM]  cal [nM] cal["M]  cal[nM]  cal[nM]  cal [nM]
=3 M2a Rycina 25. Ocena poziomu bialek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu
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Rycina 26. Ocena poziomu bialek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu
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odchylenie standardowe warto$ci MFI znormalizowanej wzgledem komorek wyjsciowych MO - nietraktowanych kalcytriolem. Wyniki dla poszczegdlnych markerow
powierzchniowych: kolumna A. CD44, B. CD200R, C. CD204, D. CD163. “control” - grupa komorek réznicowana bez obecnosci kalcytriolu. Analiza statystyczna:
Test Tukey dla poréwnan wielokrotnych, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Rycina 27. Ocena poziomu bialek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczolu sutkowego.
Wyniki dla pacjentek z grupy przedmenopauzalnej. Podziat ze wzglgdu na poziom metabolitu 25(OH)Ds. Dane przedstawiono jako warto$¢ $rednia + odchylenie
standardowe wartosci MFI znormalizowanej wzglgdem komorek wyjsciowych MO - nietraktowanych kalcytriolem. Wyniki dla poszczegdlnych markerow
powierzchniowych: kolumna A. CD11b, B. CD14, C. MHCII, D. CD80. “control” - grupa komorek réznicowana bez obecnosci kalcytriolu. Analiza statystyczna: Test
Tukey dla poréwnan wielokrotnych, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Rycina 28. Ocena poziomu biatek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczolu sutkowego.
Wyniki dla pacjentek z grupy przedmenopauzalnej. Podzial ze wzglgdu na poziom metabolitu 25(OH)Ds. Dane przedstawiono jako warto$¢ §rednig + odchylenie
standardowe warto$ci MFI znormalizowanej wzgledem komorek wyjsciowych MO - nietraktowanych kalcytriolem. Wyniki dla poszczegdlnych markeréw powierzchniowych:
kolumna A. CD44, B. CD200R, C. CD204, D. CD163. “control” - grupa komoérek roznicowana bez obecnosci kalcytriolu. Analiza statystyczna: Test Tukey dla porownan
wielokrotnych, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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obecnosci kalcytriolu. Analiza statystyczna: Test Fishera (LSD), *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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W zwigzku z tym, ze zaobserwowano obecnos¢ populacji komorek wykazujacych
jednoczesnie obecno$¢ biatek powierzchniowych CD163 oraz CD14, zaréwno
w przypadku makrofagoéw MO, jak i M2c, przedstawiono uzyskane wartosci w formie
odsetka komoérek CDI14'CD163". Wyniki dotyczg analizy wzgledem statusu
menopauzalnego pacjentek (przed oraz po menopauzie) z miejscowo zlokalizowanym

nowotworem oraz wsrdd pacjentek w rozsianym stadium nowotworu (R).

MDMs réznicowane do klasy makrofagéw wyjsciowych- MO, niezaleznie od
podzialu wzgledem parametrow klinicznych nie reagowaly na zmiany w odsetku
komoérek CD14"CD163" pod wplywem dzialania kalcytriolu (Ryc.30 A., B., C.).
Jednakze traktowanie kalcytriolem komoérek MDMs w trakcie roznicowania do klasy
makrofagéw M2c powodowalo obnizenie populacji komorek CD14*CD163" w kazdej
grupie klinicznej pacjentek. W przypadku grupy pacjentek z rozsianym typem raka
obserwowano spadek odsetka tej populacji komoérek dla kalcytriolu stosowanego
w stezeniu 10 nM (p<0,05) oraz 100 nM (p<0,001) (Ryc. 28 A). W przypadku pacjentek
z grupy pomenopauzalnej obnizenie odsetka komorek CD14"CD163" byto znamienne
statystycznie dla wszystkich stosowanych stezen kalcytriolu (1 nM p<0,001; 10 nM
p<0,0001; 100 nM p<0,05) (Ryc. 28 B). W grupie pacjentek przed menopauzg istotne
statystycznie obnizenie odsetka komoérek CDI147CD163" obserwowano tylko po

zastosowaniu kalcytriolu w stezeniu 10 nM (p<0,05) (Ryc. 30 C).

Porownanie grup klinicznych pacjentek bezposrednio wzgledem siebie wykazato,
iz w populacji MDMs z grupy MO nietraktowanych kalcytriolem, izolowanych z krwi
pacjentek R obserwowano wyzszy odsetek komorek CD147CD163" wzgledem obu grup
(po 1 przedmenopauzalnej) MDMs pochodzacych z krwi pacjentek z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego (p<0,0001). Ro6znice pomiedzy
poszczegdlnymi grupami pacjentek pozostawaly istotne statystycznie w przypadku
traktowania komorek w trakcie réznicowania kalcytriolem w stezeniach 1 nM (p<0,001)
oraz 10 nM (p<0,0001). W przypadku kalcytriolu stosowanego w stezeniu 100 nM
roznice istotne statystycznie zachowaty si¢ pomiedzy grupa MDMs pochodzacych z krwi
pacjentek grupy R a MDMs pochodzacych z krwi pacjentek o statusie pomenopauzalnym
z miejscowo zlokalizowanym nowotworem (p<0,05). W przypadku poréwnania grupy R
do grupy przedmenopauzalnej w stezeniu kalcytriolu 100 nM obserwuje sie tylko
tendencje w zmianie poziomu odsetka komorek CD147CD163" (p=0,0904) (Ryc. 30 D).
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Zroznicowane do klasy M2c komorki MDMs z grupy nietraktowanej
kalcytriolem, pochodzace z krwi pacjentek R charakteryzowaly si¢ wyzszym odsetkiem
komoérek CD147CD163" w porownaniu do MDMs z grupy przed- i pomenopauzalnej
(p<0,0001) pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem. Dodatkowa obserwacja byt
podwyzszony odsetek komorek CD14*CD163* w grupie MDMs pochodzacych z krwi
pacjentek po menopauzie wzgl¢dem grupy przedmenopauzalnej (p<0,005). W populacji
komorek M2c traktowanych w trakcie réznicowania kalcytriolem w stezeniach 1 nM oraz
10 nM obnizyl si¢ odsetek komorek CDI14"CD163", jednak roznice pomiedzy
poszczegdlnymi grupami Klinicznymi pacjentek pozostawaly istotne statystycznie
(p<0,0001). Kalcytriol w stgzeniu 100 nM niwelowat r6znice pomiedzy porownywanymi

grupami, obserwowane zmiany nie byly znamienne statystycznie (Ryc. 30 E).
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Rycina 30. Odsetek populacji komorek CD14*CD163* w grupach MO oraz M2c MDMs pochodzacych z krwi
pacjentek: A. w rozsianym stadium nowotworu — (R), B. ze zlokalizowanym miejscowo rakiem — pacjentki po
menopauzie, C. ze zlokalizowanym miejscowo rakiem — pacjentki przed menopauza. D. Odsetek populacji
komoérek CD14*CD163* w MDMs przedstawiony jako poréwnanie ww. grup klinicznych wzgledem siebie
w klasach makrofagéw — MO (D) oraz M2c (E). Kontrola — komorki réznicowane bez obecnosci kalcytriolu. Wyniki
przedstawiono jako warto$¢ $rednig + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna: test Fishera (LSD), *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Istotnosci zaznaczone bezposrednio nad stupkami dotyczg pordwnania
poszczegdlnych traktowan MDMSs pomigdzy grupami M2c a MO.
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Podsumowanie  najwazniejszych  wynikéw uzyskanych z  analiz
przeprowadzonych z uzyciem komorek pochodzacych od pacjentek ze
zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego

1. TAMs izolowane z guzow pacjentek przed menopauza z miejscowo
zlokalizowanym  rakiem  gruczolu sutkowego charakteryzowaly sig
podwyzszonym poziomem CD200R na swojej powierzchni w poréwnaniu do
TAMs z grupy pomenopauzalnej.

2. Poziom metabolitu witaminy D w osoczu pacjentek wptynglt na zmiany
w poziomie CD44 na powierzchni TAMs. Komorki te, izolowane z guzéw
pacjentek o niskim poziomie 25(0OH)Ds wykazaty tendencj¢ do wyzszej ekspresji
tego biatka w porownaniu do pacjentek z grupy o prawidlowym stezeniu
25(0OH)Ds. Dodatkowo zmiany w poziomie CD44 zwigzane byly z obecnoscig
przerzutow w dole pachowym. Obserwowano zwigkszony poziom CD44 na
powierzchni TAMs izolowanych z guzoéw pacjentek ze stwierdzong obecnoscia
przerzutéw w dole pachowym.

3. TAMs izolowane z guzéw pacjentek przed menopauzg wykazaty tendencje do
zwigkszonego poziomu markera charakterystycznego dla klasy makrofagow
przeciwnowotworowych M1 — MHCII w poréownaniu do grupy
pomenopauzalnej. Ponadto, obserwowano jego zwigckszony poziom
w komorkach izolowanych z guzow pacjentek z grupy ze stwierdzong obecnoscia
przerzutow w dole pachowym.

4. Wozrost poziomu CD11b pod wptywem dziatania kalcytriolu obserwowano na
powierzchni komorek MDMs M2a oraz M2c izolowanych z krwi pacjentek przed
menopauza z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego oraz
pacjentek z grupy ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego w stadium
rozsianym.

5. Wzrost poziomu CD14 pod wplywem dziatania kalcytriolu obserwowano na
powierzchni komoérek MDMs klasy M1 niezaleznie od grupy klinicznej
pacjentek. Jednakze w przypadku grupy pacjentek po menopauzie z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego zauwazono, ze indukowany
kalcytriolem wzrost CD14 byt charakterystyczny dla grupy pacjentek
0 prawidtowym stezeniu metabolitu 25(OH)D3s w osoczu- klasy MDMs M1 oraz
M2c.

6. Obnizenie poziomu MHCII pod wplywem dziatania kalcytriolu obserwowano na

powierzchni komérek MDMs klas M1 oraz M2a pochodzacych z krwi chorych
na miejscowo zlokalizowanego raka gruczotu sutkowego. Dodatkowo w grupie
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10.

11.

pacjentek przed menopauza z prawidtowym poziomem 25(OH)D3 w 0soczu,
obserwowano wyzsza zdolnos¢ MDMs do ekspresji MHCII w porownaniu do
grupy komorek wyjsciowych niz w grupie z niskim poziomem 25(OH)Ds.

Komorki MDMs, w zaleznosci od poziomu metabolitu witaminy Dz w osoczu
pacjentek, roznilty si¢ miedzy soba wrazliwoscig na obnizenie poziomu MHCII
pod wplywem dziatania kalcytriolu. W grupie z prawidlowym st¢zeniem
25(0OH)Ds w osoczu obserwowano uwrazliwienie komorek klasy M1 na spadek
MHCII, podczas gdy w klasie komérek M2a, komorki te bylty mniej wrazliwe na
wplyw kalcytriolu na zmiany poziomu tego biatka. W grupie z niskim st¢zeniem
25(0OH)Ds w osoczu obserwowano odwrotne tendencje w przypadku Klasy
makrofagéw M2a.

Obnizenie poziomu markera CD80 (charakterystycznego dla klasy makrofagow
M1) pod wptywem dziatania kalcytriolu obserwowano na powierzchni komorek
MDMs M2c pochodzacych z krwi pacjentek po menopauzie z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego oraz w stadium rozsianym, podczas
gdy u chorych przed menopauzg nie obserwowano wptywu kalcytriolu na poziom
tego markera. Dodatkowo, w grupie pacjentek przed menopauza z prawidtowym
poziomem 25(OH)Ds w o0soczu, obserwowano wyzszg zdolnos¢ MDMs do
ekspresji CD80 w poréwnaniu do grupy komorek wyjsciowych niz w grupie
chorych z niskim poziomem 25(OH)Ds.

Poziom czasteczek CD44 oraz CD204 na powierzchni komorek MDMs nie
zalezal od symulacji do poszczegodlnych klas makrofagow, ani od wptywu
kalcytriolu na proces roznicowania — dotyczylo to kazdej grupy klinicznej
pacjentek.

Obnizenie poziomu markera CD200R (charakterystycznego dla klasy
makrofagéw M?2a) pod wptywem dziatania kalcytriolu zaobserwowano tylko
w przypadku MDMs izolowanych z krwi pacjentek po menopauzie z miejscowo
zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego oraz wykazano zalezno$¢ tych
zmian od niskiego stezenia 25(OH)D3 w 0soczu.

Obnizenie poziomu markera CD163 (charakterystycznego dla klasy makrofagow
M2c) pod wpltywem dziatania kalcytriolu zaobserwowano w przypadku
wszystkich rozpatrywanych grup klinicznych pacjentek. Ponadto, wykazano iz
w grupie z prawidtowym poziomem 25(OH)Ds u pacjentek przed menopauza
z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczolu sutkowego nie obserwowano
wzrostu poziomu markera CD163 pod wpltywem stymulacji do klasy makrofagow
M2c, natomiast wsrdd pacjentek po menopauzie obserwowano nizszg zdolno$é
MDMs do ekspresji tego biatka. Dodatkowo wykazano, iz roznicowanie komorek
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MDMs pochodzgcych z krwi pacjentek z rozsianym typem nowotworu do klasy
makrofagdbw M2c bylo efektywniejsze w porownaniu do pozostatych grup
klinicznych pacjentek. Komorki MDMs izolowane z krwi pacjentek o rozsianym
typie nowotworu, wyjsciowo w klasie MO, takze charakteryzowaly sig¢
najwyzszym odsetkiem populacji komérek CD14"CD163*. Wsrod pacjentek
z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczolu sutkowego to w grupie
pomenopauzalnej w poréwnaniu do przedmenopauzalnej wykazano w klasie M2c
wyzszy odsetek koméorek CD14*CD163",

To w jaki sposob kalcytriol wptynal na proces polaryzacji komoérek
MDMs do klas makrofagow M1, M2a, M2c byto zalezne od stadium rozwoju
nowotworu, statusu menopauzalnego pacjentek oraz poziomu metabolitu
witaminy D3 w 0soczu. Rozpatrywane w kontekscie MDMs parametry kliniczne
wplynety na plastyczno$¢ monocytow.
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5. DYSKUSJA

W ramach niniejszej pracy przeprowadzono szereg badan in vivo oraz ex Vivo
majacych na celu ocene ukierunkowania (pro- lub przeciwnowotworowego) makrofagow
towarzyszacych mysim oraz ludzkim rakom gruczotu sutkowego, w kontekscie wptywu

witaminy D na mikrosrodowisko guza.

W badaniach z wykorzystaniem mysich modeli raka gruczolu sutkowego ocenie
poddano TAMs izolowane z tkanek guzéw pochodzacych od myszy obarczonych
komorkami linii przerzutujacych 4T1 oraz EOQO771, a takze nieprzerzutujacymi
spontanicznie komorkami 67NR. W zwiazku z tym, ze proprzerzutowe dziatanie
kalcytriolu w modelu 4T1 mialo odzwierciedlenie w pronowotworowym fenotypie
TAMs, poszerzone badania przeprowadzono z uzyciem komorek BMDMs pochodzacych
ze szpiku myszy obarczonych rakiem 4T1 oraz 67NR (jako linia izogeniczna stanowigca
punkt odniesienia). Dodatkowy model badawczy (przez wzglad na obecno$é przerzutow
w kosciach myszy obarczonych guzami 4T1) stanowity komoérki BMDMs pochodzace
ze szpiku myszy nieobarczonych nowotworem, a traktowane podczas procesu
réznicowania medium kondycjonowanym znad hodowli komoérek 4T1 (uprzednio
stymulowanych, badz nie, kalcytriolem). Materiat do badan pochodzil od myszy
karmionych karma o roznej zawartosci witaminy Ds (norma — 1000 1U; nadmiar —
5000 IU oraz niedobor — 100 IU), dodatkowo traktowanych kalcytriolem w grupach
1000 IU oraz 100 IU od 7 dnia po wszczepieniu komoérek nowotworowych (tozsamy
schemat zastosowano w przypadku myszy nieobarczonych nowotworem). W ramach
niniejszej pracy przeprowadzono takze szereg badan zwigzanych z charakterystyka
TAMs pochodzacych z guzoéw pacjentek ze zlokalizowanym miejscowo rakiem gruczotu
sutkowego. Dodatkowo ocenie poddano komoérki MDMs réznicowane z monocytow
krwi obwodowej pacjentek ze zlokalizowanym miejscowo rakiem gruczotu sutkowego
oraz od pacjentek w uogélnionym stadium choroby. Zbadano zdolno$¢ MDMs do
polaryzacji w kierunku makrofagow M0, M1, M2a oraz M2c pod wptywem dzialania
kalcytriolu.

Liczne badania kliniczne oraz eksperymentalne dowodza roli TAMs w procesie
progresji raka gruczotu sutkowego, a ich obecnos¢ w tkance guza zwigzana jest

z gorszymi rokowaniami?®. W badaniach prowadzonych przez nasz zespot
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obserwowano  proprzerzutowg aktywnos¢  kalcytriolu u  myszy  milodych
(6- 8 tygodniowych) obarczonych komoérkami 4T1 (model odzwierciedlajacy IV stopien
zaawansowania oraz typ TNBC raka gruczotu sutkowego u ludzi®*®?'"). Wiazato si¢ to
z podwyzszonym poziomem chemokiny CCL2 (o wlasciwosciach rekrutujacych
makrofagi), a takze Arg- 1 (bedacej markerem makrofagdéw klasy M2) w tkance guza.
W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy obserwowano takze wzrost
liczby przerzutow do ptuc u myszy obarczonych komorkami 4T1 z grup traktowanych
kalcytriolem oraz grupy suplementowanej witaming Ds. Ponadto wigzato si¢ to ze
wzrostem poziomu CD44 oraz obnizeniem poziomu MHCII na powierzchni TAMs
pochodzacych z guzéw myszy z wyzej wymienionych grup. Wedtug licznych danych
Z pismiennictwa obnizona ekspresja MHCII zwiazana jest z polaryzacja makrofagéw do
klasy M2218-220 Wiele prac dowodzi takze wplywu aktywacji biatka CD44 (gtéwnie
przez kwas hialuronowy) na polaryzacje magrofagbw w kierunku klasy M2 1 na
obnizenie sekrecji cytokin prozapalnych??223, CD44 jest receptorem, ktorego

4 a jego ekspresja

nadekspresje obserwuje si¢ w wielu typach nowotworow?2
w makrofagach zwigzana jest glownie z procesem fagocytozy i adhezji®®. Jak
wspomniano wyzej, aktywacja CD44 w TAMs wiaze si¢ z ich przeciwzapalnym
ukierunkowaniem. Jednakze inne prace dowodza, ze aktywacja CD44 odgrywaé moze
role w indukcji procesu zapalnego poprzez zwigkszenie wydzielania reaktywnych form
tlenu, a takze cytokin oraz chemokin prozapalnych w tych komorkach (IL-12, IL-1,
CCL2)??%%. Swiadczy to o dwojakiej roli jaka moze pemi¢ ten receptor. W ramach
realizacji niniejszej pracy w analizie fenotypu TAMs w grupie pacjentek
Z zaawansowanym miejscowo rakiem gruczotu sutkowego (obecne przerzuty w dole
pachowym) obserwowano istotnie wyzszy poziom CD44 oraz MHCII na powierzchni
tych komorek w porownaniu do grupy pacjentek bez stwierdzonych przerzutow. Zatem
zarowno w przypadku materiatu mysiego, jak i1 ludzkiego wyzszy poziom CD44 na
powierzchni TAMs skorelowany byt z procesem przerzutowania, Czy t0 na péznym czy
wczesnym etapie (odpowiednio w uogdlnionym c¢zy zaawansowanym mi€jSCOWO
stadium raka). McFarlane i wsp. wykazali, ze ekspresja CD44 korelowata z wyzszym
stopniem zaawansowania choroby, ponadto u pacjentek z przerzutami do lokalnych
weztow chlonnych 1 wigkszymi wymiarami guza obserwowano obnizenie czasu

227 Xiao i wsp. dowiedli, ze makrofagi CD44"* wykazuja

przezycia wolnego od choroby
fenotyp M2, co wyrazato si¢ w podwyzszonej ekspresji 1L10 oraz TGFB1, VEGFA,

HAVCR2 w glejaku???, Dodatkowo wyzszy poziom CD44 oraz MHCII na powierzchni
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TAMs izolowanych z guzoéw pacjentek z zaawansowanym miejscowo rakiem, moze
$wiadczy¢ o ich odpowiedzi na lokalny stan zapalny. Ekspresja MHCII jest stymulowana
glownie przez cytokiny zapalne, jak np. INF-y?? i jest czasteczkg charakterystyczng dla
makrofagow klasy M122°. Z drugiej strony w badaniach Strack i wsp. zaobserwowano,
ze w tkankach gruczotu sutkowego niezmienionych nowotworowo obserwowano
glownie populacje makrofagow CD206" (marker makrofagow klasy M2%2%), natomiast
CD206" w tkankach guza. Ponadto obecno$¢ makrofagéw MHCIIN9"CD206™ korelowata
z gorszymi rokowaniami pacjentek®°. Moze to $wiadczyé o tym, ze Wysoki poziom
MHCII w przypadku makrofagow znajdujacych si¢ w TME moze by¢ takze zwigzany
z ich funkcjg pronowotworows, a ocena markerow powierzchniowych M1/M2 w ocenie
ich polaryzacji nie moze by¢ jedynym z kryteriow. Aby moc w petni ocenié
ukierunkowanie TAMs pro- lub przeciwnowotworowe w przypadku materiatu
pochodzacego od chorych na raka gruczotu sutkowego, oprocz obserwacji fenotypu,
nalezaloby wykona¢ poszerzone badania zwigzane np. z analizg sekrecji cytokin przez te
komorki czy analize ekspresji genéw charakterystycznych dla poszczegélnych klas
makrofagéw 1 odnie$¢ te dane do czynnikéw rokowniczych pacjentek. Niestety ilos¢
materiatu izolowana z tkanek pooperacyjnych nie byta wystarczajaca do wykonania tego

typu analiz w ramach niniejszej rozprawy.

Istnieje niewielka liczba doniesien na temat wptywu witaminy D3 na poziom CD44
w makrofagach, badania zwigzane z rola CD44 w kontekscie choroby nowotworowej
odnosza si¢ glownie do jego funkcji w samych komorkach nowotworowych.
W badaniach z uzyciem analogu witaminy D (Gemini BXLO0124) wykazano, zZe
w komorkach o podtypie bazalnym MCF10DICS jego uzycie prowadzito do obnizenia
poiomu CD44 na powierzchni tych komorek, co w badaniach in vivo przetozyto si¢ na
zahamowanie wzrostu guzow. Ponadto wykazano, ze jest to efekt zwigzany
z zahamowaniem $ciezki sygnatowej STAT3%L W przypadku pacjentek ze
zdiagnozowang endometrioza obserwowano obnizenie poziomu rozpuszczalnej formy
biatka sCD44 w osoczu pod wplywem suplementacji witaming D (przez okres 12
miesiecy w dawce 50000 TU tygodniowo)?*2. W badaniach prowadzonych w ramach
niniejszej pracy obserwowano tendencje do nizszego poziomu CD44 na powierzchni
TAMs izolowanych z guzéw pacjentek z prawidtowym poziomem 25(OH)Ds w o0soczu
w poroéwnaniu do grupy z poziomem niskim, co moze §wiadczy¢ o pozytywnej roli jaka

pelni witamina D w tej grupie pacjentek. Natomiast wyniki analizy materialu
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pochodzacego od myszy wskazujg, ze suplementacja witaminy D3 w diecie oraz
traktowanie myszy kalcytriolem wptynely na wzrost poziomu CD44 na powierzchni
TAMs 4T1, podczas gdy w przypadku TAMs 67NR oraz E0771 nie obserwowano roznic
W jego poziomie. Wydaje si¢ zatem, ze zmiany poziomu tego biatka pod wplywem
dziatania witaminy Da/kalcytriolu zalezg glownie od podtypu nowotworu. Dodatkowo
w ramach niniejszej pracy ocenie poddano poziom CD44 na powierzchni MDMs
izolowanych z krwi pacjentek. Wykazano, ze zardowno pod wptywem stymulacji do
réznych klas makrofagéw, jak i traktowania kalcytriolem nie obserwuje si¢ zmian
W poziomie tej czasteczki w MDMs z zadnej z grup klinicznych pacjentek. Podobnie
w ocenie fenotypu BMDMSs pochodzgcych zarowno od myszy obarczonych komérkami
4T1 jak i od myszy zdrowych nie wykazano zmian w poziomie tego biatka. Wydaje si¢
zatem, na podstawie wynikow otrzymanych z analizy materialu pochodzacego od myszy
oraz ludzi, ze indukcja CD44 na powierzchni TAMs pod wptywem dziatania kalcytriolu
jest gléwnie zalezna od ich obecno$ci w §rodowisku bogatym w sktadowe macierzy
zewnatrzkomoérkowej (tj. fibronektyna?®, kwas hialuronowy?*, osteopontyna®?®)
I szeregu czynnikow wydzielanych w miejscu objetym nowotworem, natomiast
w eksperymentach ex vivo nie obserwuje si¢ zmian w jej poziomie. Podobne wyniki
otrzymali takze inni naukowcy w badaniach ex vivo z uzyciem makrofagow, zaréwno
ludzkich jak i mysich, nie wykazano aby kalcytriol wplywat na poziom tego biatka?%%-2%,
Z drugiej strony, w mysich komorkach szpikowych réznicowanych w obecnosci
kalcytriolu wykazano wzrost poziomu CD44 oraz ich aktywacje¢ w kierunku
osteoklastow, natomiast blokada receptora CD44 przeciwcialami hamowata ich
powstawanie?®’. Jednakze kalcytriol stosowany byl bezposrednio w procesie
roznicowania tych komorek, nie za§ jak w przypadku badan prowadzonych w ramach
niniejszej rozprawy stosowany po procesie roéznicowania, Czy wobec komorek

wywodzacych si¢ z organizmu o r6znym statusie witaminy Ds.

Jednym z biatek bedacych ligandem CD44 jest osteopontyna (OPN). Jej role
W procesie promowania procesu przerzutowania wykazano w nowotworach m.in.
watroby, ptuc a takze w raku gruczotu sutkowego?®. W badaniach przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy obserwowano wyzszy poziom OPN w tkance guza 4T1
w grupach myszy o podwyzszonej liczbie przerzutow do pluc. W pismiennictwie
opisywany jest takze zwigzek pomigdzy wysokim poziomem OPN w tkankach obj¢tych

stanem zapalnym?3%240 oraz zwickszong rekrutacja makrofagéw do mikrosrodowiska
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guza®*+?42 W badaniach wtasnych wykazano zbiezno$¢ wzrostu poziomu OPN w tkance
guza z obserwowanym wzrostem poziomu CD44 na powierzchni TAMs, co moze
sugerowac, ze byly one komorkami efektorowymi w TME o podwyzszonym poziomie
tej cytokiny. Czynnikami, ktére wptywaja na indukcje ekspresji OPN sg m.in. cytokiny
prozapalne IL-1B, TNFa czy INF-y*3. Ponadto osteopontyna wydzielana jest przez
komorki nablonkowe, fibroblasty, a takze szereg komorek uktadu odpornosciowego

takich jak komorki NK, makrofagi czy monocyty**

. Wykazano, ze OPN prowadzi do
wzrostu wydzielania przez monocyty IL-12 oraz IL-6, a obniza poziom sekrecji IL-10%%,
€O jest zbiezne z obserwowanym w ramach niniejszej pracy profilem ekspresji genow na
poziomie MRNA w TAMs 4T1 z grupy suplementowanej witaming Dz i grup
traktowanych kalcytriolem, gdzie (chociaz nie obserwowano zmian w ekspresji 1112a)
wykazano wzrost ekspresji genu 1123a, kodujacego prozapalng cytoking IL-23 oraz
obnizenie ekspresji 1110, kodujacego przeciwzapalng IL-10, co sktania do oceny TAMs
4T1 jako spolaryzowanych w kierunku M2 wykazujacych funkcje pronowotworowe

I prozapalne.

W promotorze genu SPP1 (kodujacego osteopontyne), znajduja si¢ miejsca VDRE,
a kalcytriol jest jednym z czynnikéw indukujacych ekspresje OPN?4>246 W komérkach
THP-1 oraz mysich makrofagach P388D1 wykazano bezposredni wplyw kalcytriolu na
indukcje ekspresji mRNA osteopontyny poprzez aktywacje VDR?*, Ponadto, Baogian
I wsp. wykazali, ze wzrost poziomu CD44 na powierzchni makrofagow zalezny jest od
poziomu wewnatrzkomorkowej formy OPN w tych komorkach?®®. W badaniach
wiasnych obserwowano, zarowno w przypadku TAMs 4T1, jak i BMDMSs 4T1 niewielki
(RQ 1,2-1,8) wzrost ekspreji Sppl w grupie myszy suplementowanych witaming D3 oraz
w grupach traktowanych kalcytriolem w poréownaniu do grupy 1000 IU. Natomiast
w przypadku BMDMs 4T1 z grupy myszy 100 IU nie zaobserwowano zmian w jej
poziomie wzgledem kontroli, co moze sugerowac udziat kalcytriolu oraz suplementacji
witaminy Dz we wzmaganiu ekspresji OPN w makrofagach obecnych w TME. Ponadto
w badaniach wtasnych z uzyciem BMDMs pochodzacych od myszy zdrowych z grupy
z deficytem witaminy Ds w diecie i dodatkowo traktowanej kalcytriolem wykazano
wyzszy poziom biatka OPN pod wpltywem réznicowania w obecnosci CM 4T1 cal
w porownaniu do BMDMSs z grupy myszy traktowanych kalcytriolem o normalnym
poziomie witaminy D3 w diecie. Moze to wskazywac¢ na udziat kalcytriolu w promowaniu

oddziatywan miedzy komodrkami nowotworowymi a makrofagami prowadzacych do
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zwigkszania poziomu OPN w TME w tej grupie. Podobne wyniki otrzymat Anisiewicz
I wsp. w badaniach z uzyciem komorek BMDMs pochodzacych od zdrowych myszy
BALB/c réznicowanych do klasy makrofagow M2. W grupie BMDMs polaryzowanych
w kierunku M2 w obecnosci kalcytriolu oraz medium kondycjonowanego znad komorek
4T1 obserwowano wzrost OPN zaréwno na poziomie mRNA, jak i sekrecji do medium
przez makrofagi w poréwnaniu do BMDMs M2 roéznicowanych w medium
kondycjonowanym bez dodatku kalcytriolu. Efekt ten na poziomie biatka byt specyficzny
dla CM 4T1, poniewaz kalcytriol stosowany jednoczesnie z medium CM 67NR lub CM
Eph4-Ev nie wplywal na wzrost sekrecji OPN przez BMDMs klasy M2%%°. Powyzsze
badania wskazujg na bezposredni wplyw kalcytriolu na stymulacj¢ OPN w komorkach
BMDMs oraz na CM 4T1 jako czynnik dodatkowo wzmagajacy ten efekt. Natomiast
w badaniach witasnych wykazano, ze takze czynniki wydzielane przez stymulowane
kalcytriolem komorki 4T1 moga powodowac wzrost poziomu OPN zalezny od deficytu
witaminy D3 w diecie myszy oraz ich dodatkowego traktowania kalcytriolem. Rao i wsp.
dowiedli, ze medium kondycjonowane znad komorek ludzkiego raka jelita grubego
(CD44%) stymuluje wydzielanie OPN przez makrofagi. Ponadto wykazali, ze jest to efekt
obserwowany zarowno w bezposredniej kokulturze tych komorek, jak i poprzez
wydzielane przez komérki nowotworowe czynniki do medium?*®. W ramach realizacji
niniejszej pracy obserwowano takze zaleznos¢ pomiedzy pronowotworowym fenotypem
TAMs, wzrostem poziomu OPN a zwigkszong liczba przerzutow do kosci. Nasilone
przerzutowanie do kosci moze ttumaczy¢ fakt, ze osteopontyna jest czynnikiem, ktory
ukierunkowuje tropizm komorek nowotworowych do kosci a takze indukuje ich resorpcje
utatwiajaca powstawanie przerzutow w tej tkance®*?!. Zhiyong i wsp. wykazali, ze
OPN jest kluczowym biatkiem promujgcym wiasciwosci przerzutujace komorek linii
4T1 w poréwnaniu do jej linii izogenicznej 4T07 - nieprzerzutujacej®?. Wyniki te
znajduja potwierdzenie w pracy naszego zespotu (Labedz i wsp.?%), gdzie najwyzszy
poziom OPN obserwowano w osoczu oraz tkankach guzow pochodzacych od myszy
obarczonych komoérkami 4T1 w poréwnaniu do myszy obarczonych guzami 67NR oraz
EO771. Ponadto w analizie fenotypu TAMs 67NR oraz E0771 nie wykazano zmian
w poziomie CD44, obserwowano natomiast wyzszy poziom biatka CD163 (marker
makrofagdw klasy M2) w grupie myszy 100 IU + cal wzgledem grupy 100 IU.
Dodatkowo TAMs E0771 w grupie 1000 IU + cal wzgledem grupy 1000 IU
charakteryzowaty si¢ obnizeniem poziomu czasteczki MHCII na swojej powierzchni, co

réwniez jest zwigzane z poglebionym fenotypem M2. Obserwowane zmiany w fenotypie

120



DYSKUSJA

moggce $wiadczy¢ o pronowotworowym ukierunkowaniu TAMs 67NR oraz EQ771, nie
byty jednak zbiezne ze zmianami w liczbie przerzutéw czy kinetykg wzrostu guzow.
Sugeruje to, ze efekt wzmagania wlasciwosci przerzutowych komorek 4T1 in vivo
w grupach 1000 IU + cal, 100 IU + cal oraz 5000 IU, ktory korelowat z pronowotworowa
polaryzacja makrofagow w tych grupach byt zalezny od swoistej reakcji komorek linii
4T1 na stymulacje kalcytriolem oraz witaming D3. Ponadto, w badaniach wtasnych nie
potwierdzono obecnosci przerzutdéw do kosci w grupie myszy karmionych karmag
z deficytem witaminy Ds, natomiast w grupach traktowanych kalcytriolem i grupie
suplementowanej witaming D3 wystepowaly w przypadku % badanych probek, co
dodatkowo sugeruje jej znaczacy wplyw na wzmaganie wlasciwos$ci przerzutujacych

komodrek 4T1 in vivo.

CCR2 jest receptorem dla chemokiny CCL2, ktora wydzielana jest przez komorki
nowotworowe i odpowiada za rekrutacje monocytow zapalnych w miejsce guza, co
potwierdzono in vivo w modelu raka gruczolu sutkowego (z uzyciem myszy
transgenicznych PyMT) oraz zwigzana jest ze zwigkszeniem w guzie populacji
makrofagéw zwiazanych z przerzutami (MAMs, ang. metastasis associated
macrophages), ktore wywodza sie z prozapalnych monocytow!!32°3, Wykazano takze, ze
CCL2 jest chemoking zapalna, ktora zwieksza liczbe krazacych we krwi monocytow
w cukrzycy typu 1, ktora jest choroba o podtozu przewlektego stanu zapalnego?“. CCL2
jest jednym z glownych czynnikéw indukujacych mielopoeze poprzez zwigkszong
mobilizacje komérek progenitorowych ze szpiku®®. W badaniach prowadzonych
w ramach realizacji niniejszej pracy obserwowano podwyzszong liczbe monocytow we
krwi myszy obarczonych komorkami 4T1 w pordwnaniu do E0771, 67NR oraz myszy
nieobarczonych komoérkami nowotworowymi (z najwyzszym poziomem W grupie 100
IU + cal). Jednoczesnie, obserwowano wzrost ekspresji genu Ccr2 w TAMSs
pochodzacych z grup 1000 IU + cal oraz 5000 IU. Jednakze w analizie stezenia CCL2
W guzie oraz 0soczu myszy obarczonych komorkami 4T1 nie wykazano istotnego
statystycznie wptywu diety o zroznicowanej zawartosci witaminy D3 oraz traktowania
kalcytriolem na zmiany w jej poziomie. Ponadto w poréwnaniu do myszy obarczonych
komoérkami 67NR 1 zdrowych myszy BALB/c, a takze myszy CS57BL/6 zrowych
I obarczonych komoérkami E0771 jej poziom W 0S0Czu byl nizszy i to w grupie
100 1U + cal, w ktorej zaobserwowano najwigkszg liczbe krazacych monocytow u myszy

obarczonych komoérkami 4T1%%, Obserwacje te s3 zbiezne z nizsza espresja Ccr2
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w TAMSs 4T1 z grupy 100 IU + cal w poréwnaniu do TAMs 4T1 z grup myszy 1000 1U
+ cal oraz 5000 IU. Moze to sugerowaé, ze czynnikiem stymulujagcym nadmierng
mobilizacje komorek progenitorowych ze szpiku u myszy obarczonych guzami 4T1

mogag by¢ inne czynniki w tym interleukiny prozapalne®®®

. Co wigcej, jak juz
wspomniano, w TAMs z grupy myszy suplementowanych witaming D3 i traktowanych
kalcytriolem obserwowano wzrost ekspresji genu 1123a oraz obnizenie ekspresji 1110.
Dodatkowo komorki w grupie 100 IU + cal charakteryzowaly si¢ wyzsza ekspresja
Cd163 oraz Argl, markerami charakterystycznymi dla klasy makrofagow M2%4,
W przesiewowej analizie qPCR wykazano takze, ze ekspresja 1123a byta obserwowana
tylko w BMDMs 4T1 w poréwnaniu do BMDMs 67NR, gdzie nie obserwowano
ekspresji na poziomie mRNA 1123a w Zadnej z grup badanych. W BMDMs 4T1
obserwowano w grupach 5000 IU oraz 100 IU + cal obnizenie ekspresji 1110, podczas
gdy w BMDMs 67NR obserwowano ich wyzszy poziom wzgledem komorek z grupy
1000 IU. Powyzsze wyniki wskazujg na zbieznos¢ w profilu TAMs 4T1 oraz BMDMs
4T1 w wyzej wymienionych grupach pod katem nizszej ekspresji 1110 wzgledem kontroli
1000 TU w poréwnaniu do makrofagdéw pochodzacych od myszy obarczonych
komorkami 67NR. Udziat IL-10 w promowaniu odpowiedzi zapalnej jest ztozony
i istnieje szereg prac wykazujacych jej przeciwstawne funkcje: przeciwzapalne oraz
immunostymulujace, ale takze pro- lub przeciwnowotworowe®’. Natomiast
w kontekscie okreslenia polaryzacji makrofagow, wysoka ekspresja 1110 wigze si¢ z ich
immunosupresyjnym charakterem — M2, podczas gdy jej obnizenie charakteryzuje
polaryzacje tych komoérek w kierunku immunostymulujacym — M12%8. Zatem
obserwowane roznice w charakterze makrofagéw 4T1 — immunostymulujgcym oraz
67NR — immunsupresyjnym sugeruja, ze mikrosrodowisko wytworzone pod wplywem
roznego statusu witaminy D3 w organizmie myszy oraz odpowiedz komoérek uktadu
odpornosciowego modulowane sa w sposob zalezny od typu komorek nowotworowych,
ktore si¢ w nim rozwijaja, a takze od ich odpowiedzi na kalcytriol w momencie kiedy
nowotwor zaczyna si¢ juz rozwija¢. W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej
pracy w analizie PCR pojedynczych probek wykazano takze, ze BMDMs pochodzace ze
szpiku myszy obarczonych komorkami 4T1 wykazuja wyzszg ekspresje 1123a oraz Mrcl,
a takze Argl w grupie 100 IU + cal, podczas gdy w grupie 1000 + cal obserwuje si¢
wyzszg ekspresje 116 w porownaniu do kontroli 1000 IU. Dodatkowo obserwuje si¢
wzrost ekspresji czynnika Irf4 w grupach 5000 IU oraz tendencje do jego wzrostu

w grupie 1000 IU + cal oraz 100 IU + cal. Zwigzek pomiedzy polaryzacja makrofagow
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do klasy M2, a ekspresjg genow Irf4 (IRF4), Mrcl (CD206) oraz Argl (Argl) jest
szeroko opisywany w piSmiennictwie 1 Kkorelowany z ich wlasciwosciami
pronowotworowymi — immunosupresyjnymi 222, Natomiast w badaniach wtasnych
wykazano, ze w BMDMs 4T1 w grupie 100 IU + cal ekspresja czasteczek Argl oraz
Mrcl koreluje ze wzrostem ekspresji cytokiny prozapalnej 1123a. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze polaryzacja M1/M2 nie odzwierciedla rzeczywistego skomplikowania
heterogennej grupy komorek jaka sa makrofagi, ktore w tym przypadku nie daja si¢
jednoznacznie sklasyfikowac¢. Natomiast istniejg proby bardziej szczegotowej
charakterystyki makrofagow i1 podziatu na podtypy M2a, M2b, M2c oraz M2d.
Wykazano, ze makrofagi o podtypie M2d moga byé¢ indukowane przez IL-6%.
Dodatkowo Ferrante i Leibovich w swoim opracowaniu sugeruja, ze makrofagi M2d
wywodza si¢ bezposrednio z populacji makrofagow M1 (0 wysokim poziomie IL-1,
IL- 6, IL-12, IL-23, iNOS oraz niskim poziomie IL-10), ktore na zasadzie ,,przetaczenia”
na skutek dziatania adenozyny oraz czynnika IRF4 przeksztalcaja si¢ w makrofagi
o funkcji proangiogennej (o wysokim poziomie VEGF, IL-10 oraz niskim poziomie
TNFa, IL-12, INOS)?®°, Wang i wsp. wykazali w badaniach z uzyciem komérek linii 4T1
oraz mysich makrofagow RAW264.7, ze kokultura tych komoérek wplyneta na
polaryzacje makrofagow w kierunku M2d. Obserwowano wzrost populacji makrofagow
CD206" oraz wykazano obnizenie ekspresji MHCII oraz CD80/86. Dodatkowo wykazali
w komorkach RAW264.7 wzrost ekspresji Argl1?®, co jest zbiezne z obserwowana
w ramach niniejszej pracy charakterystyka na poziomie mRNA komorek BMDMs 4T1
pochodzacych z grupy 100 IU + cal o podwyzszonej ekspresji Argl oraz Mrcl.
W przypadku makrofagobw BMDMs 4T1 z grupy 100 IU + cal mozna przypuszczac, ze
wykazujg one zblizone cechy zar6wno komorek klasy M1, jak i M2d. W badaniach Wang
1 wsp. dowiedziono takze, ze IL-6 wydzielana przez makrofagi M2d wptywa autokrynnie

261 W badaniach wilasnych, chociaz nie obserwowano zbieznosci

na ich polaryzacje¢
wynikow otrzymanych z analizy qPCR z wynikami uzyskanymi z analizy sekrecji
cytokin IL-23 oraz IL-6 do medium przez komorki BMDMs 4T1, mozna stwierdzi¢, ze
komorki BMDMs wydzielaja bardzo niewiele [L-23 (co obserwowano takze
w przypadku TAMs) w porownaniu do wysokiej sekrecji IL-6 do medium. Dodatkowo
obserwowano, ze sekrecja IL-23 jest zalezna od suplementacji witaminy D3 i traktowania
kalcytriolem, gdzie jej najwyzszy poziom obserwowano w przypadku TAMs 4T1
pochodzacych z grup myszy karmionych karmg z deficytem witaminy D3, podczas gdy

w BMDMs 4T1 w grupie myszy z normag witaminy D3 w diecie i traktowanych
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kalcytirolem. Natomiast wysoka sekrecja IL-6 byta niezalezna od diety i traktowania
myszy. IL-6 jest cytokina o dzialaniu plejotropowym?®?, ktorej wysoka ekspresja
zwigzana jest z progresja nowotworéw poprzez wzmaganie proliferacji komorek
nowotworowych?®3, czy poprzez zwickszanie opornosci na chemioterapeutyki?®,
Ponadto, wysoki poziom IL-6 zwigzany jest z gorszym rokowaniem W raku gruczotu

265

sutkowego“®. Moze to $wiadczy¢ o jej dodatkowym wplywie na indukcje procesu

przerzutowania w tym modelu eksperymentalnym.

W szpiku myszy obarczonych komorkami 4T1 wykazano obecno$¢ przerzutow,
jednakze wysoka ekspresja Epcam w BMDMSs z grup 1000 1U + cal, 5000 IU oraz
100 IU + cal nie zostala potwierdzona na poziomie biatka. Moze to $wiadczy¢
o niewielkiej liczbie komorek nowotworowych obecnych w hodowli po 7 dniach
réznicowania, poniewaz wyroste z pojedynczych komorek kolonie tworzyly si¢ dopiero
w drugim tygodniu hodowli z 6-tioguaning. Jednakze, postanowiono sprawdzic¢
obserwowane zalezno$ci z uzyciem komorek szpiku myszy zdrowych karmionych karma
o roznej zawartoSci witaminy Dz w diecie oraz traktowanych kalcytriolem,
réznicowanych w obecnosci medium kondycjonowanego znad komorek 4TI
traktowanych, badz nie, kalcytriolem. Obserwowano, ze BMDMs pochodzace od myszy
zdrowych z grupy 100 IU + cal stymulowane medium kondycjonowanym CM 4T1 cal
wykazywaty wzrost ekspresji mRNA 116 oraz 1123a, Tnfa przy jednoczesnym obnizeniu
poziomu Tgfb, co potwierdzono na poziomie biatka w przypadku IL-6 oraz TGFp w tej
grupie. IL-6 oraz IL-23 sg jednymi z glownych czynnikéw indukujacych odpowiedz
Th17 w TME i sprzyjaja w ten sposob powstawaniu chronicznego stanu zapalnego

w mikrosrodowisku nowotworu?25®

. Obserwowany efekt ex vivo moze zatem w posredni
sposob ttumaczy¢ wyniki otrzymane w ramach realizacji wcze$niejszych badan naszego
zespohu, ktore wykazaly, ze traktowanie klacytriolem oraz jego analogami myszy
mtodych, obarczonych komoérkami 4T1, promowato odpowiedz Th17, co korelowalo ze
wzrostem przerzutéw w phlucach u tych myszy*'. Ponadto, Hou i wsp. wykazali, ze
makrofagi stymulowane IL-23 wykazuja odmienny profil ekspresji genoéw od
makrofagdéw klas M1/M2. Wykazano, ze charakteryzuja si¢ one wysoka sekrecja IL-17A,
IL-22 oraz INF-y i indukujg stan zapalny skoéry w mysim modelu tuszczycy poprzez
aktywacje $ciezki STAT32%7. IL-23 w raku piersi zwiazana jest takze ze wzmaganiem

procesu angiogenezy, a takze infiltracji makrofagéow klasy M2 do zrebu guza?®. IL-6

natomiast promuje wzrost guza poprzez aktywacj¢ $ciezki JAK/STAT3 ($ciezki ktora
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jest opisywana jako glowny regulator polaryzacji makrofagéw w kierunku M2%?),
indukcje¢ ekspresji biatek antyapoptotycznych (Bcl-2, surwiwiny) czy zwigzanych
z angiogenezag (VEGF) oraz promowaniem przerzutowania (MMP-2, MMP-9)%%,
W badaniach wiasnych w grupie BMDMs pochodzacych od myszy zdrowych z grupy
100 IU + cal i traktowanych CM 4T1 cal wykazano wzrost poziomu OPN, a takze
MMP- 3, co moze dodatkowo potwierdza¢ ich pronowotworowe ukierunkowanie oraz
wskazuje, ze komorki pochodzace od myszy z deficytem witaminy Ds i traktowanych
kalcytriolem byly bardziej wrazliwe na czynniki wydzielane przez komorki

nowotworowe.

Poniewaz wyniki badan ex vivo oraz in vivo wskazuja na aktywowang kalcytriolem
patologiczna (w konteks$cie promowania przerzutow i rozwoju choroby) aktywacje
komoérek 4T1 i wplyw na stymulacj¢ ekspresji genéw zwigzanych z czynnikami
prozapalnymi w TAMs oraz BMDMs postanowiono sprawdzi¢ w badaniach in vitro
wptyw kalcytriolu na komorki 4T1 pod katem zmian w poziomie czynnikow, ktore
wydzielane do medium moglyby stymulowa¢ odpowiedZz zapalng BMDMs,
a w kontekscie mikrosrodowiska guza moglyby prowadzi¢ do indukcji przerzutow.
Wytypowano IL-6 a takze COX-2/PGE2 jako znane induktory chronicznego stanu
zapalnego w raku gruczolu sutkowego. Okoto 15-20% wszystkich przypadkow
nowotworow ma podtoze zwigzane z infekcja, patologicznym stanem zapalnym czy
chorobami autoimmunologicznymi?™. Jednym z wazniejszych czynnikow indukujacych
chroniczny stan zapalny jest PGE2271272_Ponadto wykazano, ze PGE2 oraz COX-2 moga
by¢ potencjalnymi biomarkerami metabolicznymi wskazujacymi na ryzyko wystapienia
raka gruczohu sutkowego oraz wskazujacymi na zte rokowania pacjentow?’327, Ostatnie
badania wykazaty takze, ze nadekspresja COX-2 jest zwigzana z cechami macierzystych
komorek nowotworowych, zwigkszonym poziomem proliferacji w raku gruczotu
sutkowego?%%"" wplywa takze na indukcje IL-62"827° ktéra moze dodatkowo wzmagaé
powyzsze procesy. Khuder 1 wsp. wykazali, Ze profilaktyczne przyjmowanie
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (inhibitorow COX-2) zmniejsza ryzyko
zachorowania na raka gruczotu sutkowego 0 18%°%, jednak to ochronne dziatanie
wydaje sie by¢é ograniczone do guzéw wykazujacych eskpresje ER i PR?®. Dodatkowo
witamina D3 ma duzy wptyw na metabolizm prostaglandyn w nowotworach zwigzany
z hamowaniem ich syntezy. Qinsong i wsp. wykazali, ze kalcytriol obniza ekspresje

COX-2 oraz poziom syntezowanych przez ten enzym prostaglandyn poprzez supresje
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fosforylacji Akt, co w konsekwencji prowadzi do zahamowania $ciezki NF-kB, jedne;j
z glownych odpowiadajacych za stymulowanie odpowiedzi zapalnej’t. Thill i wsp.
wykazali takze, ze stosowanie kalcytriolu w skojarzeniu z inhibitorem COX-2
(celekoksyb) wptywa na zwigkszenie zahamowania proliferacji komorek w poréwnaniu
do kalcytriolu stosowanego pojedynczo wobec komorek linii MDA-MB-231, ktora jest
linia stabo wrazliwa na dziatanie aktywnej formy witaminy D3?%2. Podobne rezultaty
otrzymata inna grupa badaczy stosujac kombinacj¢ inhibitora COX-2 oraz kalcytriolu
w raku prostaty. Wykazano, ze kalcytriol zwigksza poziom 15-hydroksyprostaglandyny
(15-PGDH) b¢dacej antagonistg enzymu COX-2, ponadto obniza poziom receptoréw dla
prostaglandyn??. Jednakze w badaniach wtasnych obserwowano wzrost poziomu biatka
COX-2 pod wptywem traktowania komorek 4T1 kalcytriolem, co miato bezposrednie
przetozenie na podwyzszong sekrecj¢ PGE2 do medium znad tych komoérek. Wyniki te
$wiadcza o odmiennej od najczesciej opisywanej reakcji komoérek na dziatanie
kalcytriolu zwigzane z obnizaniem poziomu PGE2 oraz COX-2, moze to jednak
swiadczy¢ o podwojnej roli jaka petni kalcytriol w konteécie metabolizmu prostaglandyn.
Mimo wielu doniesien na temat wptywu kalcytriolu na obnizenie poziomu PGE2,
obserwowany w ramach niniejszej pracy efekt potwierdzajg prace innych naukowcow.
Ravid 1 wsp. takze obserwowali indukcj¢ syntezy PGE2 zalezna od aktywno$ci COX-2
pod wplywem dziatania kalcytriolu w komoérkach HaCaT (keratynocytach).
Zaobserwowano, ze jest to efekt zalezny od aktywacji kinazy PKC oraz Src?®. Fuxin
I wsp. wykazali, ze wzmaganie syntezy PGE2 zaleznej od COX-2 przez witaming D
w komorkach ziarnistych jajnika zalezne jest od jej synergistycznego z czynnikiem
TGFP1 (ktory promowat ekspresje VDR w tych komorkach) wptywu na aktywacje szlaku
komérkowego SMAD3 oraz ERK1/2%%,

Wiele komorek podczas transformacji nowotworowej posiada zmieniony metabolizm
witaminy Dz i zaburzenia szlaku sygnalowego VDR. W korelacji ze stopniem
zaawansowania choroby dochodzi do obnizenia poziomu VDR i wzrostu CYP24A1, to
zjawisko uznawane jest jako odpowiedzialne za obnizenie wrazliwo$ci komorek
nowotworowych na witamine Ds3'**. Badania wtasne potwierdzaja te zaleznosci.
Wykazano, ze linie komorkowe niewrazliwe na przeciwproliferacyjng aktywnos¢
kalcytriolu 4T1 oraz E0771 posiadaja wyzszy poziom mRNA Cyp24al oraz nizszy
poziom Vdr w poréwnaniu do linii wrazliwej 67NR. Ponadto w przypadku linii

komorkowej 4T1 potwierdzono stymulowany Kkalcytriolem wzrost poziomu tej
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hydroksylazy na poziomie biatka, podczas gdy obserwowano jej niewielki poziom i brak
stymulacji pod wptywem kalcytriolu w przypadku komoérek EO771 (w ekspresji na
poziomie mRNA zaréwno komorki linii 4T1, jak i EO771 wykazywaty jej podwyzszenie
w stosunku do kontroli nietraktowanej). CYP24ALl jest enzymem odpowiedzialnym za

katabolizm kalcytriolu?3®

. W badaniach Townsend i1 wsp. wykazano, ze produkcja
nieaktywnego metabolitu Kkalcytriolu — 1,24,25-OHsD3 byta wyzsza w tkance guza
W poréwnaniu do prawidlowe;j tkanki gruczotu sutkowego?®’. Dodatkowo obserwowano,
ze wyciszenie ekspresji CYP24A1 w komoérkach MDA-MB-231 hamowato proliferacje
komoérek nowotworowych. Podobne rezultaty otrzymali Osanai i wsp., ktorzy
w warunkach in vivo wykazali, ze zahamowanie eckspresji CYP24A1 wplywa na

zahamowanie wzrostu guza w modelu raka gruczohu sutkowego?®®

. Wyniki te wskazuja
na onkogenng role CYP24A1 w komorkach raka gruczotu sutkowego. W badaniach
wlasnych wykazano takze, iz mimo braku wrazliwosci na przeciwproliferacyjng
aktywnos¢ kalcytriolu, wzmagat on ekspresje VDR zaréwno na poziomie mRNA, jak
I biatka w komorkach linii 4T1 oraz E0771. Kalcytriol petni funkcj¢ autoregulujaca
poziom VDR w komodrkach powodujac wzrost jego poziomu poprzez aktywacje
elementéw odpowiedzi VDRE?®, co moze sugerowa¢ ze obie linie ,reaguja” na
stymulacje kalcytriolem w sposob zalezny od funkcjonalnego biatka VDR, jednakze
efekt promowania wlasciwosci przerzutujacych obserwowano tylko w przypadku linii
4T1. Biorgc pod uwagg obserwowany efekt indukowanej kalcytriolem sekrecji PGE2
oraz brak wrazliwosci na przeciwproliferacyjng aktywno$¢ kalcytriolu, ktéra moze
wynika¢ ze wzmozonej ekspresji CYP24A1 przy obnizonym poziomie VDR, mozna
przypuszczaé, ze COX-2/PGE2 jest gtowng przyczyna stymulowanej kalcytriolem
patologicznej aktywacji stanu zapalnego w mikrosrodowisku guza 4T1 wpltywajacego na
promowanie procesu przerzutowania. Wykazano, ze osteopontyna wplywa na wzrost
poziomu PGE22%, co sugeruije, ze obserwowany w ramach niniejszej pracy podwyzszony
poziom OPN w guzach moze dodatkowo wzmaga¢ stymulowany kalcytriolem wzrost
sekrecji PGE2 przez komorki 4T1. Shalini i wsp. wykazali w badaniach in vivo z uzyciem
linii komorkowej PC-3, ze zaro6wno inhibitor COX-2, jak i blokowanie receptora dla
PGE2- EP2, hamowato wzrost guzéw indukowany osteopontyna?®?, co sugeruje istotny
zwigzek pomiedzy tymi czynnikami w promowaniu progresji nowotworéow. Ponadto,
PGE?2 indukuje sekrecje 1L-23 oraz IL-17 w komoérkach dendrytycznych, podobnie jak
aktywacja TLR-4,-22%2, Wykazano takze, ze PGE2 wplywa na polaryzacje makrofagow
w kierunku M2 poprzez aktywacj¢ $ciezki cAMP w makrofagach pochodzacych ze
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szpiku myszy C57BL/6J%%. W modelu 4T1 wykazano, ze stosowanie inhibitora COX-2
hamowato przerzutowanie do ptuc poprzez hamowanie obecno$ci makrofagéw klasy M2

w guzie®*,

Wyniki otrzymane z analiz ex vivo dotyczacych roznicowania komoérek szpikowych
w obecno$ci medium kondycjonowanego CM 4T1 cal (w ktorym obserwowano
zwigkszony poziom PGE2 w pordéwnianiu do medium znad komoérek 4T1
niestymulowanych) sugeruja, ze wrazliwo$¢ makrofagow na czynniki wydzialane przez
komorki nowotworowe jest zalezna od statusu witaminy Dz w organizmie myszy.
Kalcytriol podawany w dniu 7, kiedy guzy zaczgly si¢ rozwijaé, intensywniej
oddziatywat na komorki w TME w grupie 100 IU w poréwnaniu do grupy kontrolnej
1000 IU, co obserwuje si¢ m.in. w najwyzszej $redniej liczbie przerzutow do phuc
w grupie myszy 100 IU + cal obarczonych komoérkami 4T1, czy najwyzszej liczbie
krazacych monocytow we krwi obwodej. Mechanizm zwiazany z indukcja przerzutow
oraz wzrostem poziomu OPN w TME w grupie myszy karmionych karmg z deficytem
witaminy D3 oraz traktowanych kalcytriolem (100 IU + cal) wydaje si¢ by¢ zwigzany
dodatkowo z ich zwigkszong wrazliwoscig na indukcje cytokin prozapalnych, w tym
IL- 6. Co wigcej, obserwowano wzrost poziomu IL-6 w tkance guza 4T1 w grupie
100 IU + cal w poréwaniu do 100 IU. Magidey-Klein i wsp. wykazali, ze IL-6 pelni
funkcje w promowaniu procesu przerzutowania w modelu 4T1 poprzez mobilizacje
macierzystych komorek ze szpiku oraz formowanie progenitorow linii mieloidalnej, co

2% co moze

korelowalo z obserwowanym wzrostem makrofagow CD206" w guzie
tlumaczy¢ obserwowane w ramach niniejszej pracy zaleznosci. Ponadto w badaniach
grupy Abdel-Mohsen i wsp. wykazano, ze IL-6 moze obniza¢ wlasciwosci
przeciwnowotworowe kalcytriolu w TNBC (badania z uzyciem linii komoérkowej
HCC1806 in vitro). Wykazano, ze traktowanie komorek linii HCC1806 z nadekspresja
VDR Kkalcytriolem w skojarzeniu z IL-6 obiza poziom E-kadheryny (ktorej poziom
wzrastat podczas stosowania kalcytriolu pojedynczo) oraz wptywa na wzrost populacji
komorek CD44" (w tym przypadku CD44 stosowany jako czgsteczka charakterystyczna

dla nowotworowych komorek macierzystych)?%

. Xia i wsp. wykazali takze, ze IL-6 oraz
M-CSF wptywaja autokrynnie na wzrost poziomu OPN w monocytach w twardzinie
uktadowej?®’. Dodatkowo wykazano, ze w mysim modelu cukrzycy (indukowanej
streptozocyng) wynikajacy z niej deficyt 25(OH)Ds w osoczu zwigzany byt ze wzrostem

ekspresji mRNA zarowno Sppl jak i 116, a traktowanie myszy dzienng dawka 800 [U/kg
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witaminy D3 przez 6 tygodni korygowato ich poziom?®. Jest to efekt odwrotny od
obserwowanego w badaniach wtasnych, gdzie zaobserwowano wzrost zaréwno OPN, jak
i IL-6 w BMDMs z grupy 100 IU + cal. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w powyzszym
przyktadzie prowadzono badania z uzyciem innego modelu do$wiadczalnego oraz
korygowano poziom witaminy D3 dietg, a nie bezposrednio aktywng formg witaminy D3
— kalcytriolem, jak w przypadku do$§wiadczen prezentowanych w ramach niniejszej
pracy. W przypadku badan prowadzonych przez nasz zespot wykazano, ze dieta 5000 1U
zwigkszyta poziom 25(OH)D3z w osoczu, podczas gdy traktowanie myszy kalcytriolem
obnizyto jego poziom, zwlaszcza w grupie 100 IU, w ktorej byt on najnizszy sposréd

wszystkich grup?®

, co moze ttumaczy¢ obserwowane w przypadku makrofagow z grupy
100 IU + cal poglebienie wzrostu poziomu OPN i IL-6 oraz wigksza wrazliwo$¢ na

indukcje odpowiedzi zapalne;.

Biorac pod uwage powyzsze wyniki oraz dane z piSmiennictwa mozna zauwazyc¢, ze
pronowotworowe ukierunkowanie TAMs (M2) wiaze si¢ z indukcja ekspresji cytokin
prozapalnych, co jest sprzeczne z ogodlnie przyjeta klasyfikacja tych komorek jako
wydzielajacych cytokiny przeciwzapalne w TME?*. Jednak majac na wzgledzie fakt, ze
stymulujacym je czynnikiem w TME w ukltadzie eksperymentalnym in vivo z uzyciem
komorek 4T1 pod wptywem traktowania kalcytrtiolem oraz suplementacja witaminy D3
jest prawdopodobnie PGE2, mozna przypuszczaé, ze w tym przypadku obserwuje si¢

immunosupresje wywolang chronicznym stanem zapalnym?’?

. Mechanizmem, ktory
wywotuje stan immunosupresji jest wilasnie promowanie wydzielania czynnikoéw
0 wilasciwosciach prozapalnych, stad TAMs jako komorki efektorowe mogg stanowi¢ ich
glowne zrodto. W konsekwencji prowadzi to do wytworzenia mikrosrodowiska

299

sprzyjajacego procesowi przerzutowania®>. Oprocz obserwowanej w poprzednich

badaniach prowadzonych przez nasz zesp6t korelacji pomigdzy prozapalng odpowiedzig
komoérek Th17, a wzmaganiem przerzutéw w modelu in vivo z uzyciem komorek 4T 112,
dodatkowym czynnikiem, ktory taczy prozapalne wilasciwosci TME ze stanem
immunosupresji w nowotworach sg supresorowe komorki pochodzace z linii komorek
mieloidalnych — MDSC (ang. myeloid-derived suppressor cells). MDSC indukowane sg
glownie przez czasteczki prozapalne wydzielane przez komorki nowotworowe, badz inne

komorki znajdujace sic w zrebie guza®®

. Wykazano, ze wzrost IL-10 w komorkach
MDSC zwigzany jest z produkowang przez makrofagi IL-6. Ponadto w badaniach

z uzyciem komorek linii 4T1 in vivo obserwowano, ze PGE2 wzmagata wzrost guzow
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poprzez rekrutacje komorek MDSCs ze szpiku kostnego®?. Natomiast zahamowanie
ekspresji receptora EP2 (receptor dla prostaglandyny E2) lub uzycie jego antagonisty
blokowalo roznicowanie komoérek MDSC. W innych badaniach wykazano podobne
efekty poprzez wyciszanie ekspresji COX-2 w komorkach 4T1, co powodowato

zahamowanie akumulacji komoérek MDSC w $ledzionie®??

. Mozna przypuszczac, ze
nickorzystna aktywacja komoérek 4T1 in vivo moze by¢ wynikiem indukcji COX-2
I PGE2. W zwiazku z tym, w przysztych badaniach bardzo waznym bytoby rozwazy¢
udziat aktywacji $ciezki COX-2/PGE2/IL-6, jako gtownego mediatora stymulowanego
kalcytriolem patologicznego zapalenia w mikrosrodowisku guza 4T1 oraz indukcji OPN.

Jest to wazne w kontekscie szeroko stosowanej suplementacji witaminy D w$rod chorych

na raka gruczotu sutkowego, u ktorych czesto wystepuje niedobor witaminy D.

W badaniach prowadzonych w ramach niniejszczej pracy z uzyciem materialu
pochodzacego od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczolu sutkowego
obserwowano, iz $rednia warto$¢ 25(OH)D3 nie przekracza wartosci 30 ng/mL, a grupe
z prawidlowym poziomem 25(OH)Ds w osoczu stanowi ok. 30% pacjentek ze
zlokalizowanym miejscowo rakiem gruczotu sutkowego, podczas gdy w grupie pacjentek
w stadium uogdlnionym (rozsianym) 20%. Obserwowano takze, ze niski poziom
25(0OH)Ds koreluje z wyzszym wskaznikiem BMI, zarowno w grupie pacjentek po
menopauzie, jak i przed menopauzg. Jednakze w przypadku pacjentek w okresie przed
menopauzg zalezno$¢ ta byla silniejsza. Odwrotna korelacja pomigdzy wskaznikiem
BMI, a poziomem osoczowego 25(OH)D3 jest zbiezna z obserwacjami innych zespotow
badawczych i szeroko opisywana w pismiennictwie3%®-3%, Dodatkowo, Janssen i wsp.
zaobserwowali, ze w grupie kobiet po menopauzie estradiol byt czynnikiem negatywnie
korelujacym z osoczowym poziomem 25(0OH)D*%, Ponadto w badaniach Knight i wsp.
wykano, ze wyzszy poziom 25(OH)D korelowat z nizszym poziomem progesteronu oraz

307

estradiolu u kobiet przed menopauza™’. Wiadomo natomiast, ze tkanka thuszczowa jest

zrodtem estrogendw u kobiet, w ktorej dochodzi do ich produkcji i metabolizmu383%°,
Mozna przypuszczaé zatem, ze obserwowana silniejsza odwrotna korelacja pomigdzy
25(0OH)D3s a BMI wsrdd pacjentek przed menopauzg wynika z wyzszego 0soczowego
stezenia estradiolu przez wzglad na status hormonalny, a dodatkowym czynnikiem
poglebiajacym ten efekt moze by¢ zwigkszona produkcja estrogenow przez tkanke

thuszczowa. Obserwacje te wymagaja jednak dalszych badan celem ich weryfikac;ji,
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poniewaz wzrost BMI moze korelowa¢ rowniez z wiekiem pacjentki wewnatrz grup

przed- i pomenopauzalne;j.

Reakcje uktadu odpornosciowego ulegaja zmianom pod wiywem wielu czynnikow.
Podczas procesu starzenia organizmu nastepuje ostabienie uktadu odpornosciowego, co
skutkuje m.in. zwigkszeniem zapadalnos$ci na choroby o podtozu infekcyjnym, stabsza
odpowiedzig na szczepienia, wystepowaniem Chorob autoimmunologicznych oraz

zwigkszeniem ryzyka zachorowania na nowotwory®°

. W ramach niniejszej pracy
wykazano, ze TAMs izolowane z guzoéw pacjentek przed menopauza wykazywaty
wyzszy poziom CD200R oraz MHCII w poréwnaniu do grupy pacjentek po menopauzie.
W przypadku monocytow/makrofagdbw wraz z wiekiem obserwuje si¢ obnizenie
zdolnosci do fagocytozy, a takze produkcji ROS czy sekrecji cytokin pod wplywem
stymulacji receptorow TLR3!', Wykazano takze, ze wraz z wiekiem u ludzi obniza sic
poziom populacji komérek CD68* w szpiku®!2. Stosowanie makrofagéw pochodzacych
od myszy mtodych na rany skorne u myszy starych przyspieszato proces gojenia®®. Swift
1 wsp. obserwowali takze, ze makrofagi myszy starych posiadaty obnizong zdolno$¢ do
fagocytozy zmienionych podczas urazu komorek®4. W warunkach fizjologicznych
biatko CD200R bedace receptorem dla czasteczki CD200 zaangazowane jest
W utrzymanie homeostazy tkankowej i1 bierze udziat procesie gojenia si¢ ran (hamuje
nadmierng odpowiedz zapalng w zmienionych chorobowo tkankach)®®®, Natomiast
w kontek$cie TAMs, CD200R opisywany jest jako czgsteczka charakterystyczna dla
makrofagéw spolaryzowanych alternatywnie, gtéwnie — M2a%®. Weng i wsp. wykazali
w badaniach nad endometrioza, ze poziom czasteczki CD200 regulowany jest przez

poziom estrogenu i ulega pod jego wplywem podwyzszeniu®l’

. W zwiagzku z tym,
obserwowany wyzszy poziom CD200R na powierzchni TAMs moze wynikaé
Z wyzszego poziomu estrogendw u pacjentek przed menopauza oraz wigkszej zdolnosci
makrofagéw w tej grupie do reagowania na lokalny stan zapalny. Ponadto, w przypadku
polaryzacji MDMs do klasy M2a wykazano, zZe pacjentki przed menopauza
charakteryzowaly si¢ wyzszym poziomem MFI dla CD200R w poréwnaniu do komorek
wyjsciowych niz MDMs pacjentek po menopauzie, co moze dodatkowo potwierdzac

obserwowane zaleznos$ci wobec TAMS.

Monocyty stanowig 4-11% wszystkich leukocytow krazacych we krwisl®, Wzrost
liczby krazacych monocytow w nowotworach opisywany jest jako negatywny czynnik

prognostyczny®'®. Sa one takze jednym z gtownych zrodet TAMs®?. Wiele nowych
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dowodow wskazuje na wplyw nowotworéw na proces hematopoezy. Glownym
czynnikiem wzrostowym powodujacym roznicowanie monocytéw do makrofagdéw jest
M-CSF. Wplywa on zaréwno na proliferacj¢ progenitorow mieloidalnych, jak
i ukierunkowuije je w strone dojrzewania makrofagdéw nie za$ granulocytow®?. Czynnik
M-CSF w badaniach in vitro/ex vivo uzywany jest w celu roznicowania moconytow krwi
obwodowej do makrofagow>232%, Wykazano, ze indukuje on ekspresj¢ markera CD163
oraz CD14%432% W niektérych badaniach uzywa sie takze czynnika G-MCSF jako
stymulatora do klasy makrofagow M1, a M-CSF jako czynnika stymulujacego do klasy

232 W przypadku badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy

makrofagéw M
M- CSF uzyto podczas procesu roznicowania makrofagéw do klasy komorek
wyj$ciowych, nazywanych w tym przypadku MO, podobnie jak w badaniach Bellora
i wsp®24, Natomiast do polaryzacji komérek w kierunku klasy M2c uzyto IL-10, ktéra
takze jest induktorem czasteczek CD163 oraz CD14273%' Do polaryzacji w kierunku M2a
uzyto IL-4, ktora jest induktorem CD200R oraz MHCII?*, natomiast w przypadku
polaryzacji M1 stosowano INF-y oraz LPS, ktore podwyzszajg poziom czgsteczek CD80

oraz MHCII na powierzchni makrofagow?2%3%,

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy zaobserwowano, ze
kalcytriol zwigkszyt poziom CD11b oraz CD14 w klasie makrofagow M1 oraz M2a co
dowodzi jego udzialu w procesie rdéznicowania makrofagoéw. Wyniki te sg zbiezne
zdanymi z piSmiennictwa, gdzie takze wykazano, ze kalcytriol podczas procesu
réznicowania powodowat wzrost ekspresji CD11b oraz CD14 (badania in vitro z uzyciem
linii komérkowej THP-1)*". Ponadto zaobserwowano wzrost poziomu CD11b oraz
obnizenie poziomu CD80 na powierzchni BMDMs pochodzenia mysiego réznicowanych
ex vivo do makrofagéw klasy M1 i traktowanych kalcytriolem?®, W ramach niniejszej
pracy wykazano takze, ze kalcytriol obniza poziom czgsteczki CD80 oraz MHCII,
rezultatem czego moze by¢ obnizenie zdolnosci makrofagobw do kostymulacji
limfocytow T oraz prezentacji antygenow, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
zahamowania odpowiedzi zapalnej®?®. Almerighi i wsp. dowiedli, ze kalcytriol w stezeniu
10 nM stosowany przez 72 godziny wobec ludzkich monocytow obnizat poziom CD40,
CD80, CD86 oraz wydzielanie INF-y przy jednoczesnym wzroscie sekrecji 1L-10%8°,
W wielu badaniach z uzyciem komorek dendrytycznych wykazano takze, ze kalcytriol
oraz jego analogi obnizaly poziom czasteczek kostymulujacych CD80 oraz
CD86 177339-332 '\ przypadku polaryzacji MDMs w kierunku M1, wykazano w grupie
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pacjentek po menopauzie, ze kalcytriol w trakcie roznicowania zwigksza poziom CD14,
przy jednoczesnym obnizeniu poziomu MHCII oraz CD80. Dodatkowo w grupie
z prawidtowym poziomem 25(OH)D3 efekt obnizenia CD80 obserwuje si¢ juz w stezeniu
10 nM. W przypadku pacjentek przed menopauza obserwuje si¢ podobne tendencje,
natomiast MDMs z tej grupy byly mniej wrazliwe na obnizenie poziomu CD80 pod
wptywem dziatania kalcytriolu. Byl to efekt obserwowany w stezeniu 100 nM kalcytriolu
1 zalezny od prawidlowego poziomu 25(OH)D3 w 0soczu. Obserwuje si¢ dodatkowo, ze
efektywnos¢ réznicowania do klasy M1 w grupie pacjentek przed menopauza
z prawidtowym poziomem 25(OH)D3 w osoczu jest wyzsza, cO wyraza Si¢ W wyzSZzej
wartosci MFI dla MHCII oraz CD80 w komorkach nietraktowanych kalcytriolem niz
w komorkach z grupy pacjentek o niskim poziomie 25(OH)D3z w 0soczu. Obserwuje si¢
zatem, ze prawidtowy poziom 25(OH)Ds w osoczu wzmaga obnizenie poziomu CD80
pod wplywem réznicowania ex Vivo w obecnosci kalcytriolu w MDMs M1, z drugiej
strony prawidlowy poziom witaminy D sprawia, ze efektywnos¢ réznicowania do klasy
M1 jest wyzsza, co jest efektem obserwowanym wobec MDMs pacjentek przed
menopauzg. Co ciekawe, w przypadku MDMs M1 z grupy pacjentek w stadium
uogblnionym raka gruczotu sutkowego obserwuje si¢ wzrost poziomu CD14, natomiast
nie obserwuje si¢ wptywu kalcytriolu na obnizenie poziomu MHCII czy CD80, co
sugeruje ze komorki te nie byly wrazliwe na immunosupresyjne dziatanie kalcytriolu.
Jednakze efektywnos¢ polaryzacji w kierunku M1 w tej grupie pacjentek byta nizsza.
W pordéwnaniu do komoérek wyjsciowych obserwowano wzrost poziomu MHCII
0 ok.67%, CD80 o ok. 91%, podczas gdy w grupie pacjentek ze zlokalizowanym
miejscowo rakiem gruczotu sutkowego o ok. 100-120% (w przypadku obu czasteczek
zar6wno w grupie pacjentek przed jak 1 po menopauzie), co sugeruje ze monocyty z krwi
pacjentek takze w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby w rozny sposob
reagowaly na stymulacje do klasy M1. W piSmiennictwie opisywany jest wplyw
nowotworow nie tylko na $ciezke roznicowania komorek progenitorowych szpiku, ale
takze ich wpltyw na monocyty krazace w krwiobiegu, co moze thumaczy¢ powyzsze
obserwacje. Najczestsze zmiany zwigzane sg z nabywaniem przez monocyty aktywnosci
immunosupresyjnych333. Wéréd pacjentek z rakiem gruczotu sutkowego wykazano, ze
monocyty z krwi obwodowej w r6zny sposob odpowiadaty na stymulacje INF-y oraz
G- MCSF, co bylo zbiezne ze zmienionym profilem ekspresji genéw w tych komadrkach
zwigzanym z odpowiedzig na interferony i w zwiagzku z tym, obniZzong zdolnoscig tych

komoérek do polaryzacji w kierunku M1. Dodatkowo obserwacje te korelowaty
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Z obecnoscig w mikrosrodowisku guza TAMs o0 wysokim poziomie CD163 na
powierzchni®**. Wang i wsp. wykazali, ze odpowiedz na stymulacje INF-y negatywnie
korelowata z ekspresja CSF1R (receptor dla M-CSF) w monocytach izolowanych od
pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego. Wykazano, ze wsrdd
pacjentek z nawrotami choroby, w poréwnaniu do kobiet wolnych od nawrotéw oraz
zdrowych dawczyn, poziom aktywacji $ciezki INF-y-pSTATI1 ($ciezka aktywujaca
polaryzacje makrofagéw w kierunku M1) byt znamiennie nizszy*®, co moze §wiadczy¢é
o zmienionej funkcji monocytéw pod wptywem rozwijajacej si¢ choroby nowotworowej

i ich wigkszej zdolnosci do ukierunkowania pronowotworowego.

Réznice w plastycznosci monocytow obserwowano takze w przypadku réznicowania
MDMs do klasy makrofagow M2c. Wykazano, ze MDMs z grupy pacjentek po
menopauzie ze zlokalizowanym miejscowo rakiem gruczolu sutkowego oraz z grupy
pacjentek w stadium uogoélnionym wykazaly wzrost poziomu markera CD163
charakterystycznego dla klasy makrofagow M2c¢ az o ok. 160% podczas gdy MDMs
z grupy pacjentek przed menopauza tylko o 70% w poréwnaniu do komoérek
wyj$ciowych. Dodatkowo bardzo ciekawg obserwacja byto obnizenie poziomu biatka
CD163 w grupie pacjentek po menopauzie z prawidlowym stezeniem 25(OH)Ds
w osoczu w przypadku komorek nietraktowanych kalcytriolem i brak indukcji CD163
w grupie pacjentek przed menopauzg. Dodatkowo kalcytriol obnizat poziom CD163
w kazdej z grup klinicznych pacjentek. W piSmiennictwie opisywany wptyw kalcytriolu
na ekspresje czasteczki CD163 zwigzany jest gtownie ze zwigkszeniem jej poziomu.
Zhang 1 wsp. dowiedli w badaniach nad nefropatia cukrzycowa w modelu szczurzym, ze
kalcytriol wplywal na zmiany w polaryzacji makrofagdw naptywajacych do miejsc
uszkodzen w nerkach zwiekszajac ekspresje czasteczki CD163 oraz Arg-13%,
W badaniach na makrofagach izolowanych ze zmian zapalnych w wyniku oparzenia
stonecznego takze wykazano, ze komorki izolowane od pacjentdw, ktorzy otrzymali po
naswietleniu UV wysokie dawki witaminy Dz (200 000 IU), charakteryzuja si¢ wyzsza
ekspresja Arg-1 oraz CD163%. Wherry i wsp. otrzymali podobne rezultaty w kontekscie
wzmagania ekspresji CD163 na powierzchni makrofagow. Natomiast ich model
badawczy stanowity komorki MDMs pochodzace od bydta zakazonego Mycobacterium
avium®®, Nalezy jednak podkresli¢, ze w kazdej z powyzszych prac stosowano bardzo
duze dawki lub stezenia kalcytriolu czy witaminy D3. Na przyktad w przypadku badan

Wherry i wsp. stosowano pre-traktowanie komorek MDMs kalcytriolem w stezeniu
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4 ng/mL (9,6 mM) co jest znacznie wyzszym stezeniem niz maksymalne stosowane
w przypadku eksperymentéw prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy (100 nM).
Co ciekawe, w badanich wtasnych, szczegdlnie w przypadku pacjentek po menopauzie
w grupie z prawidlowym stezeniem 25(OH)Dz w 0soczu, w stosowanym stgzeniu
kalcytriolu 100 nM mozna bylo obserwowac¢ tendencje do wzrostu poziomu CD163 na
powierzchni MDMs. Moze to dowodzi¢, ze jego zbyt wysokie stezenie wplywa na
indukcje tej czasteczki, zwlaszcza ze stgzenia kalcytriolu osiggane fizjologicznie opisuje
sie jako 0,5 nM, natomiast 100 nM jako ponadfizjologiczne®*°. Jednakze biorac pod
uwage fakt, ze czgsteczka CD163 jest markerem makrofagdéw klasy M2 i1 zwigzana jest
zich funkcjg przeciwzapalng/pronowotworowa mozna przypuszczaé, ze kalcytriol
w stosowanych w tym ukladzie badawczym stezeniach gldwnie petnit role hamujaca
polaryzacj¢ monocytow w tym kierunku. Dodatkowo, w grupach pacjentek
z prawidtowym stezeniem 25(OH)Dz w osoczu, brak indukowanej przez IL-10
dodatkowej stymulacji ekspresji czasteczki CD163 w przypadku komorek MDMs M2c
W grupie pacjentek przed menopauzg oraz obnizenie poziomu CD163 w grupie pacjentek
po menopauzie potwierdza hamujacy wpltyw witaminy D w organizmie na polaryzacje
makrofagow w kierunku M2c. Jednakze, rownocze$nie z obnizeniem poziomu CD163
na powierzchni komérek MDMs M2c¢ pochodzacych z krwi pacjentek po menopauzie
Z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego oraz w stadium rozsianym
obserwowano obnizenie poziomu czasteczki CD80 pod wplywem rdznicowania
W obecnosci kalcytriolu, podczas gdy wobec MDMs pacjentek przed menopauzg nie
obserwowano tego efektu. Obnizenie czaseteczek kostymulujacych na powierzchni
makrofagéw w kontekscie progresji nowotworu moze mie¢ wplyw na ucieczke spod
nadzoru uktadu odpornosciowego i prowadzié¢ do progresji choroby®?. Jednakze, aby

oceni¢ istotnos$¢ obserwowanych zmian nalezaloby przeprowadzi¢ dodatkowe badania.

W ramach niniejszej pracy obserwowano takze wzrost poziomu populacji komorek
CD14*CD163" w klasach makrofagdw MO oraz M2c. Wykazano, ze najwyzszy odsetek
tej populacji komorek charakterystyczny byt dla pacjentek z grupy w uogdlnionym
stadium choroby w poréwnaniu z grupg ze zlokalizowanym miejscowo rakiem gruczotu
sutkowego (przed i po menopauzie). Dodatkowo, zaobserwowano w przypadku klasy
makrofagbw M2c, ze MDMs z grupy pomenopauzalnej w poréwnaniu do
przedmenopauzalnej charakteryzowaly si¢ wyzszym odsetkiem populacji MDMs

CD147CD163". Obserwowany efekt réznej plastyczno$ci monocytdw wyrazonej
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w efektywnos$ci ekspresji czasteczek powierzchniowych charakterystycznych dla
poszczegolnych klas makrofagow pod wptywem zaréwno M-CSF, jak i IL-10 moze by¢
wynikiem wptywu zaawansowania choroby, jak i statusu menopauzalnego. Jednakze
fakt, ze grupe pacjentek w stadium rozsianym stanowily gléwnie pacjentki po
menopauzie, a odsetek komorek CD14*CD163* obserwowany w grupie pacjentek po
menopauzie ze zlokalizowanym miejscowo rakiem gruczotu sutkowego nie byt az tak
wysoki, moze §wiadczy¢ o tym, ze monocyty z krwi pacjentek z grupy w stadium
uogdlnionym choroby byly bardziej wrazliwe na czynniki stymulujace do klasy

makrofagdw M2c wlasnie z powodu agresywnego typu nOwotworu.

Podsumowujac, zmiany stymulowane kalcytriolem obserwowane w fenotypie
MDMSs pochodzacych od pacjentek zaréwno ze zlokalizowanym miejscowo rakiem
gruczotu sutkowego, jak i w stadium uogoélnionym (rozsianym) choroby, $wiadcza
0 podwojnej roli Kalcytriolu w polaryzacji makrofagow. Wptynal on zaréwno na
obnizanie poziomu czasteczek charakterystycznych dla klasy makrofagow M1, jak i M2.
Ponadto wykazano plastycznos¢ monocytow zalezng od statusu menopauzalnego
pacjentek. Wykazano, ze najkorzystniejszy wptyw prawidlowego poziomu 25(OH)Ds3
W osoczu obserwuje si¢ wobec komodrek pochodzacych od pacjentek w okresie przed
menopauza, gdzie obserwowano wyzsza zdolnos¢ MDMs do polaryzacji w kierunku M1
oraz brak indukcji czasteczek charakterystycznych dla klasy makrofagow M2c. Biorac
pod uwage wyniki otrzymane z analiz materiatu pochodzenia mysiego a takze analize
TAMs z tkanki pooperacyjnej pacjentek, mozna wysnu¢ wniosek, iz ostateczne
ukierunkowanie makrofagow wydaje si¢ zaleze¢ glownie od indywidualnych cech
komorek nowotworowych oraz ich odpowiedzi na kalcytriol. Jednakze obserwacyjny
charakter przeprowadzonych badan sprawia, iz konieczne jest wykonanie szeregu
dalszych analiz celem weryfikacji dyskutowanych zaleznos$ci. Stanowig one jednak
dobry punkt wyjscia do zglebiania wiedzy na temat wplywu witaminy D3 na makrofagi

obecne w mikrosrodowisku raka gruczotu sutkowego.
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6. WNIOSKI

% Zarébwno podawanie karmy suplementowanej witaming Dz (5000 IU), jak
i traktowanie myszy kalcytriolem niezaleznic od podawanej karmy
(1000 IU + cal; 100 IU + cal) wzmaga potencjal przerzutowy komoérek 4Tl
obserwowany we wzroscie liczby przerzutow do ptuc oraz kosci w badaniach in
vivo, czego nie zaobserwowano w przypadku linii komoérkowych 67NR oraz
EQ771 — dotyczy tylko tkanki ptuc.

s TAMs 4T1 pochodzace z grup o zwickszonej liczbie przerzutéw charakteryzuja
si¢ poglebionym fenotypem M2, przy jednoczesnym prozapalnym profilu
ekspresji genow (wzrost cytokiny zapalnej 1123a przy jednocze$nie obnizonym
poziomie 1110 w poréwnaniu do TAMs 67NR — nieprzerzutujaca, izogeniczng
linig komorkowa stanowigcg punkt odniesienia).

¢ OPN odgrywa kluczowa rolg¢ w procesie przerzutowania komorek 4T1, co wyraza
si¢ we wzroscie poziomu tego biatka w tkance guza w grupach o podwyzszonej
liczbie przerzutéw do phuc oraz kosci oraz fenotypie TAMs MHCII'oYCD44Mo"
(zwtaszcza w grupach 1000 U + cal oraz 5000 IU).

% Makrofagi pochodzace ze szpiku myszy karmionych karma z deficytem witaminy
Dz i traktowanych kalcytriolem wykazuja wyzszg wrazliwo$¢ na czynniki
indukujace stan zapalny wydzielane przez stymulowane kalcytriolem komorki
4T1, co wykazano posrednio w badaniach ex vivo z uzyciem komorek BMDMs
myszy BALB/c nieobarczonych nowotworem, a traktowanych CM 4T1 cal.
Komorki te charakteryzowaly si¢ podwyzszong ekspresja 1123a, 116, Tnfa przy
jednoczesnym obnizeniu Tgfb, co w przypadku IL-6 oraz TGFp potwierdzono
takze na poziomie biatka.

s Wysoka ekspresja Cyp24al oraz niska ekspresja Vdr sa czynnikami
warunkujgcymi  brak  wrazliwo$ci  komoérek  nowotworowych  na
przeciwproliferacyjng aktywnosc¢ kalcytriolu.

% Kalcytriol wzmaga sekrecj¢ PGE2 przez komorki 4T1 zalezng od COX-2
w warunkach in vitro, co w sposob posredni moze thumaczy¢é obserwowang
prozapalng aktywacje TAMS.

% Kalcytriol w sposéb bezposredni nie jest czynnikiem wpltywajagcym na poziom

czasteczki CD44 na powierzchni makrofagéw, co wykazano w badaniach ex vivo
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z uzyciem mysich komorek BMDMSs oraz ludzkich komérek MDMs, gdzie nie
obserwowano roznic w poziomie tego biatka w zadnej z grup badanych.

Biatko CD44 na powierzchni TAMs zwigzane jest z promowaniem procesu
przerzutowania, co obserwowano we wzroscie jego poziomu w przypadku TAMs
izolowanych zaréwno z guzéw myszy, jak i z tkanek pooperacyjnych pacjentek,
gdzie wykazano obecnos¢ przerzutow do ptuc i kosci (w przypadku materiatu
pochodzacego od myszy) oraz sgsiadujacych weztow chtonnych (w przypadku
materialu pochodzacego od pacjentek).

Kalcytriol moduluje makrofagi podczas procesu réznicowania, obnizajgc poziom
czgsteczek charakterystycznych dla klasy makrofagow M1, jak i M2 na
powierzchni komorek MDMs. Efekt ten byl zalezny od statusu menopauzalnego
oraz poziomu 25(OH)Ds w osoczu, co wykazaly badania ex vivo z uzyciem
monocytéow z krwi obwodowej pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu
sutkowego.

Prawidlowy poziom 25(OH)D3 w osoczu pacjentek przed menopauzg korelowat
z wigkszg wrazliwo$ciag MDMs na polaryzacje w kierunku makrofagéw M1 oraz
nizsza wrazliwosciag na stymulacje¢ w kierunku makrofagow klasy M2, co
W sposOb  posredni moze $wiadczy¢ o wplywie witaminy Dz na
przeciwnowotworowe ukierunkowanie tych komorek.

Monocyty izolowane z krwi pacjentek w stadium uogélnionym (rozsianym) raka
gruczotu sutkowego sg bardziej wrazliwe w warunkach ex vivo na polaryzacje
w kierunku makrofagéw klasy M2, co wyraza si¢ w ich wyzszej zdolnosci do
indukcji CD163 oraz CD14 pod wptywem M-CSF oraz IL-10 w poréwnaniu do
MDMs z grupy pacjentek ze zlokalizowanym miejscowo rakiem. Ponadto sa
mniej wrazliwe na polaryzacje w kierunku makrofagow klasy M1, co w sposob

posredni moze $wiadczy¢ o ich pronowotworowym ukierunkowaniu.
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Rycina 23. Ocena poziomu biatek powierzchniowych TAMs izolowanych z guzéw pacjentek
z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego. Podziat ze wzgledu na poziom
metabolitu witaminy D3 (25(OH)D3) w osoczu. (str.94)

Rycina 24. Ocena poziomu biatek powierzchniowych TAMs izolowanych z guzow pacjentek
z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego. Podziat ze wzgledu na obecnosé
przerzutoéw w dole pachowym. (str. 95)

Rycina 25. Ocena poziomu biatek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej
pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego Wyniki dla pacjentek
Z grupy pomenopauzalnej. (str.105)

Rycina 26. Ocena poziomu biatek powierzchniowych M DMs izolowanych z krwi obwodowej
pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego Wyniki dla pacjentek
Z grupy pomenopauzalnej. (str. 106)

Rycina 27. Ocena poziomu biatek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej
pacjentek z miejscowo zlokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego. Wyniki dla pacjentek
z grupy przedmenopauzalnej. (str. 107)

Rycina 28. Ocena poziomu biatek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej
pacjentek z miejscowo z lokalizowanym rakiem gruczotu sutkowego. Wyniki dla pacjentek
z grupy przedmenopauzalnej.(str. 108)

Rycina 29. Ocena poziomu biatek powierzchniowych MDMs izolowanych z krwi obwodowej
pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem w stadium rozsianym (n=11). (str.109)

Rycina 30. Odsetek populacji komorek CD14+CD163+ w grupach MO oraz M2¢ MDMs
pochodzacych z krwi pacjentek: A. w rozsianym stadium nowotworu- (R), B. ze zlokalizowanym
miejscowo rakiem- po menopauzie, C. ze zlokalizowanym miejscowo rakiem- przed menopauza.
D. Odsetek populacji komorek CD14+CD163+ w MDMs przedstawiony jako poréwnanie wWw.
grup klinicznych wzgledem siebie w klasach makrofagow- MO (D) oraz M2c (E). (str.111)
Tabela 1. Charakterystyka linii komorkowych uzytych w eksperymentach in vivo oraz in
vitro.(str.40)

Tabela 2. Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji. (str.51)

Tabela 3. Lista uzytych sond. (str.52)

Tabela 4. Sktad zeli rozdzielajacych do elektroforezy biatek. Podane w tabeli objetosci
roztworow dotycza dwoch plytek o wymiarach 100x80x Imm. (str.54)

Tabela 5. Przeciwciata uzyte do immunodetekcji biatek.(str.55)

Tabela 6. Lista komercyjnych zestawow ELISA uzytych do detekcji poszczegdlnych czasteczek.
(str.56)

Tabela 7. Spis przeciwciat uzytych do analizy cytometrycznej. (str.57)
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Tabla 8. Liczba monocytéw we krwi obwodowej myszy (n=10-12) karmionych karmg o rdznej
zawartosci witaminy D3 oraz traktowanych kalcytriolem, zdrowych i obarczonych komérkami
mysich rakéw gruczotu sutkowego. (str.59)

Tabela 9. Przesiewowa analiza ekspresji genow na poziomie mRNA zwigzanych
z wlasciwosciami pro- lub przeciwnowotworowymi makrofagéw i mechanizmem dziatania
witaminy Ds w TAMs izolowanych z guzow 4T1 i 67NR. (str.64-65)

Tabela 10. Przesiewowa analiza ekspresji genow na poziomie mRNA zwigzanych
z whasciwosciami pro- lub przeciwnowotworowymi makrofagdw i mechanizmem dziatania
witaminy D3 w BMDMSs pochodzacych ze szpiku myszy BALB/c obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 4T1 i 67NR. (str.70-71)

Tabela 11. Charakterystyka parametréw klinicznych pacjentek w poszczegélnych grupach
badanych. (str. 92)

Tabela 12. Charakterystyka parametréow klinicznych pacjentek w poszczegoélnych grupach
badanych. (str. 97)
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Tabela S-1. Lista genéw badanych w przesiewowej analizie gPCR wykonanej na plytkacah mikrofluidowych.
Analizy mRNA TAMs oraz BMDMSs pochodzacych od myszy obarczonych rakiem 4T1 oraz 67NR.

Symbol Petna nazwa Symbol Petna nazwa
Inos inducible nitric oxide synthase li21b interleukin 12b
Runx1 runt-related transcription factor 1 li23a interleukin 23a
Nf-xb nuclear factor kappaB Mmp1 matrix metallopeptidase 1
Irf8 interferon regulatory factor 8 Mmp2 matrix metallopeptidase 2
Irf3 interferon regulatory factor 3 Mmp7 matrix metallopeptidase 7
Irf4 interferon regulatory factor 4 Mmp9 matrix metallopeptidase 9
Irf5 interferon regulatory factor 5 Mmp14 matrix metallopeptidase 14
Tir4 Toll-like receptor 4 Ptges prostaglandin E synthase
Statl signal transducer and activator of transcription 1 Argl arginase 1
Stat3 signal transducer and activator of transcription 3 frak3 interleukin-1 receptor-associated kinase 3 (IRAK M)
Statb sighal transducer and activator of transcription 6 Hifla hypoxia inducible factor 1, alpha subunit
3 peroxisome proliferator-activated receptor-
Ppor-y gamma Cell chemokine (C-C motif) ligand 1
Cebpb CCAAT/enhancer-binding protein beta Spp1 osteopontin
Cox2 cytochrome c oxidase Il Vdr vitamin D receptor
Mrcl macrophage mannose receptor cl Rxra retinoid X receptor alpha
Ifng interferon - gamma Rara retinoic acid receptor alpha
Mydss myeloid differentiation primary response gene88 Cyp27b1 cytochrome P450, family 27, subf. b, polypept. 1
. TIR-domain-containing adapter-inducing
Trif interferon-p Cyp24al cytochrome P450, family 24, subf. a, polypeptide 1
Vegf vascular endothelial growth factor Cd86 CD86 molecule
Pdgf platelet derived growth factor Cd163 CD163 antigen
Hgf hepatocyte growth factor Fosl1 fos-like antigen 1,
Egf epidermal growth factor Ets2 E26 avian leukemia oncogene 2, 3' domain
secreted acidic cysteine rich glycoprotein;
Alox15 arachidonate 15-lipoxygenase Sparc osteonectin
Clec10a C-type lectin domain containing 10A Gasé growth arrest specific 6
Mgl2 macrophage galactose-type C-type lectin 1/2 Faf2 Fibroblast growth factor 2 (basic)
Fnl fibronectin 1 Wntsa wingless-type MMTV integration site family, 5A
wingless-type MMTYV integration site family,
Tnfa tumor necrosis factor-alpha Wnt5h member 5B
Tgfb transforming growth factor beta Cer2 chemokine (C-C motif) receptor 2
10 interleukin 10 Epcam EpCAM
112 interleukin 12a
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Rycina S-2. Reprezentatywne dot ploty bramkowania komérek oraz histogramy dla oznaczanych markerow
powierzchniowych komérek BMDMs z hodowli ex vivo izolowanych ze szpiku myszy obarczonych rakiem 4T1.
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Rycina S-3. Reprezentatywne dot ploty bramkowania komorek oraz histogramy dla oznaczanych markerow
powierzchniowych komérek BMDMs izolowanych ze szpiku myszy kontrolnych (zdrowych) réznicowanych ex
vivo w obecno$ci medium kondycjonowanego znad komorek 4T1 (CM 4T1) oraz znad hodowli komorek 4T1
traktowanych przez 72h kalcytriolem w stezeniu 100 nM (CM 4T1 cal) lub kontrola rozpuszczalnika (CM 4T1

EtOH).
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Tabela S-2. Wartos$ci p otrzymane z poréwnan pomiedzy poszczegolnymi grupami traktowan kalcytriolem
komoérek MDMs (izolowanych z krwi pacjentek z zaawansowanym miejScowo rakiem gruczotu sutkowego - po
menopauzie, N=64) roéznicowanych do klas makrofagéw M1, M2a lub M2c wzgledem grupy komorek
wyjsciowych MO (A). (B) Grupa pacjentek z niskim poziomem 25(OH)Ds, (C) grupa pacjentek z prawidlowym
poziomem 25(0OH)Ds. Analiza statystyczna: test Fishera (LSD); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

A Marker CD1lb CD14 MHCII CD80 (CD44 CD200R CD204 CD163
Grupa MDM [::/:] wartosé p
0 <0,0001 ns <0,0001 <0,0001 ns 0,0001 ns ns
1 <0,0001 ns <0,0001 <0,0001 ns ns 0,0094 ns
M 10 <0,0001 0,0003 <0,0001 <0,0001 0,0116 ns 0,016 ns
100 <0,0001 ns <0,0001 <0,0001 ns ns 0,04 ns
0 <0,0001 ns <0,0001 ns ns <0,0001 ns ns
1 <0,0001 ns <0,0001 ns ns <0,0001 ns ns
hzs 10  <0,0001 ns  <0,0001 0,0116 ns <0,0001 ns ns
100 0,0005 ns <0,0001 ns ns 0,0026 ns ns
0 ns <0,0001 ns ns 0,0005 ns ns <0,0001
1 ns <0,0001 ns ns 0,0228 ns ns <0,0001
haze 10 0,0221 <0,0001 ns ns <0,0001 ns ns <0,0001
100 ns 0,0043 ns ns ns ns ns 0,0056
B Marker CD11b CD14 MHCII  CD80 CD44 CD200R (D204 (D163
Grupa MDM_ Cal [nM] wartosé p
0 <0,0001 ns  <0,0001 <0,0001 0,0323 ns ns ns
s 1 <0,0001 0,0434 <0,0001 <0,0001 ns ns 0,0484 ns
10  <0,0001 0,0059 <0,0001 <0,0001 0,0287 ns 0,0029 ns
100 ns 0,0343 0,0134 <0,0001 ns ns ns ns
0 0,0007 ns <0,0001 ns ns <0,0001 ns ns
Kioa 1 ns ns  <0,0001 ns ns  <0,0001 ns ns
10 <0,0001 ns <0,0001 0,0164 ns 0,0003 ns ns
100 ns ns 0,0005 ns ns 0,0049 ns ns
0 ns 0,0004 ns ns 0,0104 ns ns  <0,0001
M2c 1 0,0427 0,0163 ns ns ns ns ns 0,0006
10 0,0057 0,0033 ns ns 0,0059 ns ns  0,0035
100 ns 0,0200 ns ns ns ns ns 0,0086
C Marker CD11b CD14 MHCII  CD80 CD44 CD204 (CD163
Grupa MDM_ Cal [nM] wartos¢ p
0nM <0,0001 ns <0,0001 <0,0001 ns ns ns
M1 1nM <0,0001 ns <0,0001 <0,0001 ns 0,0155 ns
10nM <0,0001 0,0021 <0,0001 <0,0001 ns ns ns
100 nM <0,0001 ns <0,0001 <0,0001 ns 0,0101 ns
0nM <0,0001 ns <0,0001 ns ns ns ns
1nM <0,0001 ns <0,0001 ns ns ns ns
Mza 10nM <0,0001 ns <0,0001 0,0297 ns ns ns
100 nM <0,0001 ns <0,0001 0,0435 ns ns ns
0nM ns <0,0001 ns ns 0,0065 ns <0,0001
M2 1nM ns <0,0001 ns ns 0,0345 ns <0,0001
£ 10nM 0,0197 <0,0001 ns ns 0,0007 ns 0,0002
100 nM ns 0,0131 ns ns ns ns 0,0124
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Tabela S-3. Wartosci p otrzymane z poréwnan pomiedzy poszczegolnymi grupami traktowan kalcytriolem
komérek MDMs (izolowanych z krwi pacjentek z zaawansowanym miejscowo rakiem gruczolu sutkowego-
przed menopauza, n=26) réznicowanych do klas makrofagow M1, M2a lub M2c wzgledem grupy komorek
wyjsciowych MO (A). (B) Grupa pacjentek z niskim poziomem 25(OH)Ds, (C) grupa pacjentek z prawidlowym
poziomem 25(OH)Ds. Analiza statystyczna: test Fishera (LSD), *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

A Marker CD11b CD14  MHCIl CD80 CD44  CD200R CD204 (D163
Grupa MDM _ Cal [nM] wartosé p
0 <0,0001 ns  <0,0001 <0,0001 ns ns ns ns
i 5 | <0,0001 ns <0,0001 0,0004 ns ns ns ns
10  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0116 ns ns ns
100  0,0301 ns ns ns ns ns ns ns
0 0,0012 ns <0,0001 ns ns 0,0004 ns ns
i 1 0,0007 ns 0,0003 ns ns ns ns ns
10  <0,0001 ns <0,0001 ns ns ns ns ns
100 0,0003 ns ns ns ns ns ns ns
0 ns 0,0005 ns ns ns ns ns  <0,0001
M2c 1 ns ns ns ns ns ns ns 0,0224
10 ns 0,0014 ns ns 0,0200 ns ns 0,0164
100 ns ns ns ns ns ns ns ns
B Marker CD11b CD14 MHCII CD80 (CD44 (CD200R CD204 (D163
Grupa MDM Cal [nM] wartosc p
0 <0,0001 ns <0,0001 0,0007 ns ns ns ns
1 0,0002 ns <0,0001 0,0016 ns ns ns ns
Bt 10 <0,0001 0,0013 <0,0001 0,0014 ns ns ns ns
100  0,0399 ns ns ns ns ns ns ns
0 0,0099 ns <0,0001 ns ns 0,0050 ns ns
1 0,0727 ns 0,0017 ns ns ns ns ns
M2 10 0,0006 ns 0,0013 ns ns ns ns ns
100 0,0023 ns ns ns ns ns ns ns
0 ns 0,0009 ns ns ns ns ns <0,0001
1 ns 0,0218 ns ns ns ns ns 0,0067
B 10 ns 0,0116 ns ns 0,0038 ns ns 0,0163
100 ns ns ns ns ns ns ns 0,0417
c Marker CD11b CD14 MHCII CD80 CD44  CD200R CD204 (D163
Grupa MDM__ Cal [nM] wartosé p
0 0,0010 ns <0,0001 0,0006 0,0309 ns ns ns
M1 1 0,0017 ns  <0,0001 0,0053 ns ns ns ns
10 0,0037 0,0061 <0,0001 <0,0001 ns ns 0,0060 ns
100 ns ns ns ns ns ns ns ns
0 0,0084 ns <0,0001 ns ns <0,0001 ns ns
1 0,0048 ns 0,0019 ns ns ns ns ns
M2a 16 <0,000
1 ns  <0,0001 ns ns ns ns ns
100 0,0126 ns ns ns ns ns ns ns
0 ns ns ns ns ns ns ns ns
_— 1 ns ns ns ns ns ns ns ns
10 ns 0,0074 ns ns ns ns ns ns
100 ns ns ns ns ns ns ns ns
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Tabela S-4. Warto$ci p otrzymane z poréwnan pomiedzy poszczegoélnymi grupami traktowan kalcytriolem
komorek MDMs (izolowanych z krwi pacjentek z rakiem gruczolu sutkowego w stadium rozsianym, n=11)
réznicowanych do klas makrofagéw M1, M2a lub M2c wzgledem grupy komoérek wyjsciowych M0. Analiza
statystyczna: test Fishera (LSD), *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Marker CD11b cD14 MHCII CD80 cha4a CD204 CD163
Grupa MDM Cal [nM] wartosc p

0onM <0,0001 ns 0,0013 <0,0001 ns ns ns
1nM <0,0001 ns 0,0027 <0,0001 ns ns ns
M1 10 nM  <0,0001 ns 0,0159 <0,0001 ns ns ns
100 nM 0,0059 ns 0,0258 <0,0001 ns ns ns
0nM 0,0002 ns 0,0003 ns ns ns ns
1 nM 0,0001 0,0468 0,0328 ns ns ns ns
M2a 10 nM <0,0001 ns ns ns ns ns ns
100 nM <0,0001 ns 0,0377 ns ns ns ns

0nM ns <0,0001 ns ns ns ns <0,0001

1 nM ns 0,0088 ns ns ns ns 0,0115
M2c 10nM  0,0148 ns ns ns ns ns ns
100 nM ns 0,0149 ns ns ns ns ns

MO

M1

M2a

M2c

————0nM 1nM 10 nM 100 nM —

Rycina S-4. Reprezentatywne zdjecia hodowli komérek MDMs izolowanych z krwi pacjentek z miejscowo zaawansowanym
rakiem gruczolu sutkowego réznicowanych bez lub w obecnosci kalytriolu w stezeniach 1 nM, 10 nM, 100 nM do klas
makrofagéw MO, M1 oraz M2a i M2c- dziei 10 hodowli (przed stymulacja 100 ng/mL LPS, 24 h). Zdjecia wykonano przy
uzyciu mikroskopu Olympus CKX41 (Olympus Europa Holding GMBH, Hamburg, Niemcy), dlugo$¢ paska skali: 50 pm.
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MO

M1

M2a

M2c

"m

0nM 1nM 10nM———100nM —

Rycina S-5. Reprezentatywne zdjecia hodowli komérek MDM:s (izolowanych z krwi pacjentek z rakiem gruczolu sutkowego
w stadium rozsianym) réznicowanych bez lub w obecnosci kalcytriolu w stezeniach 1 nM, 10 nM, 100 nM do klas
makrofagéw MO, M1 oraz M2a i M2c - dzien 10 hodowli (przed stymulacja 100 ng/mL LPS, 24h). Zdjecia wykonano przy
uzyciu mikroskopu Olympus CKX41 (Olympus Europa Holding GMBH, Hamburg, Niemcy), dlugo$¢ paska skali: 50 pm.
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CD11b-FITC CD14-BV421 —— CD80-BV786 —— MHCII-PerCP-Cy5 —— CD44-BV510 —— CD200R-APC ——— CD204-BV650 ——— CD163-PE ——

Rycina S-6. Schemat bramkowania MDM s izolowanych z krwi obwodowej pacjentki z grupy z zaawansowanym
miejscowo rakiem gruczolu sutkowego na przykladzie komorek réznicowanych do klasy makrofagéow M2c. NB-
komorki nieznakowane; 0 nM- réznicowane bez obecnosci kalcytriolu; 1 nM, 10 nM, 100 nM- stezenie kalcytriolu
stosowane podczas procesu polaryzacji do makrofagéw M2c.
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