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STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Witamina D3 odgrywa istotng role w regulacji funkcji komorek nowotworowych
w procesach wzrostu, progresji i przerzutowania raka gruczolu sutkowego. Ma ona
réwniez duze znaczenie w modulacji aktywnosci fibroblastow towarzyszacych procesom
wildknienia. Mimo to rola witaminy D3 w modulacji funkcji fibroblastow towarzyszacych
nowotworom (CAFs) gruczotlu sutkowego nie zostata do tej pory dokladnie wyjasniona.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo scharakteryzowanie wplywu
witaminy D3 na fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu sutkowego. Aby
zrealizowaé ten cel, wykorzystano: 1) myszy zdrowe oraz obarczone dobrze
scharakteryzowanymi komorkami mysich rakow gruczotu sutkowego (4T1, 67NR,
E0771), karmione dietg o zr6znicowanej zawarto$ci witaminy D3 1 otrzymujace doustnie
kalcytriol oraz 2) CAFs stymulowane kalcytriolem wyizolowane z tkanek guzéw
pacjentek o zréznicowanym poziomie 25(OH)D3 w osoczu.

Karmienie myszy obarczonych guzami 4T1 dieta bogata w witaming D3, czego
rezultatem byl wysoki poziom metabolitow witaminy D3 w osoczu, prowadzilo do
rozwoju fibroblastow ptuc (NFs) o cechach §wiadczacych o ich obnizonej aktywacji
(niskie poziomy aSMA, PDGFRp i TNC) w miejscu przerzutowania raka gruczotu
sutkowego. Z kolei deficyt witaminy D3 wraz z podawaniem kalcytriolu myszom
obarczonym 4T1 zwigkszat aktywacj¢ NFs w miejscu przerzutowania (wzrost poziomu
aSMA, PDPN i1 TNC). Z drugiej strony, zarowno wysoki poziom metabolitow
witaminy D3 w osoczu, jak 1 podawanie kalcytriolu myszom, u ktérych rozwinat si¢ rak
gruczolu sutkowego E0771 skutkowaly rozwojem CAFs otym samym fenotypie
(PDPN*, TNC"). Zwickszony poziom PDPN i TNC $wiadczyt o zwickszonej aktywacji
i wlasciwosciach pronowotworowych — promocji immunosupresji i procesow
zaangazowanych w przerzutowanie. W przypadku CAFs pochodzacych od pacjentek
z deficytem witaminy D3 stymulacja ex vivo kalcytriolem wywarta przewazajacy efekt
przeciwnowotworowy, zardéwno w konteks$cie fenotypu CAFs $wiadczacego o ich
zaangazowaniu w promowanie stanu immunosupresji, jak 1 promocji przerzutowania
(obnizenie poziomu CCL2, TNC, IDO1 i MMPs). Podobny efekt zaobserwowano
réwniez poprzez obnizenie poziomu OPN i ZEB1 w komorkach potrojnie ujemnego raka
gruczotu sutkowego MDA-MB-231 stymulowanych medium znad CAFs inkubowanych
z kalcytriolem.

Dieta bogata w witaming Ds, traktowanie/stymulacja kalcytriolem in vivo lub
ex vivo moga wywiera¢ zarOwno przeciw-, jak i pronowotworowe dziatanie w kontekscie
CAFs. Biorge pod uwage ten niejednoznaczny wplyw witaminy D3 i kalcytriolu,
niezbedne sg dalsze badania, ktéore pozwolg jednoznacznie rozstrzygnaé zasadno$¢

suplementacji witaming D3 w r6znych podtypach raka gruczotu sutkowego.
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SUMMARY

SUMMARY

Vitamin D3 plays an important role in modulation of cancer cells by regulating the
growth, progression or metastasis of breast cancer. Vitamin D3 is also crucial in
modulation of fibroblasts in fibrosis. However, the effect of vitamin D3 on breast cancer
associated fibroblasts (CAFs) has not been elucidated.

The aim of this study was to investigate the influence of vitamin D3 on breast
cancer associated fibroblasts. To achieve this goal, the following approaches were used:
1) healthy mice and mice bearing well-characterized breast tumors (4T1, 67NR, and
E0771) were fed with vitamin D3-normal, -deficient or -supplemented diet and treated
with calcitriol, or 2) breast CAFs, isolated from tumor tissues from female patients with
different plasma vitamin D3 levels were stimulated with calcitriol ex vivo.

Vitamin Ds-supplemented diet which led to high vitamin D3 metabolite plasma
level, resulted in the development of lung fibroblasts (NFs) at the metastatic site of 4T1
tumor with reduced activation features (low level of aSMA, PDGFRf, TNC). On the
other hand, 4T 1-bearing mice deficient in vitamin D3 and treated with calcitriol developed
activated NFs at the metastatic site (increase in aSMA, PDPN and TNC levels).
Moreover, in mice with EQ771 tumors, high plasma vitamin D3; metabolite levels and
calcitriol administration triggered the development of CAFs with the same phenotype
(PDPN+, TNC+). The increase in PDPN and TNC could be associated with enhanced
activation and pro-tumoral properties in CAFs in the context of immunosuppression and
promotion of metastasis. In CAFs derived from patients with vitamin D3 deficiency,
stimulation with calcitriol resulted in predominant anticancer effects, both in terms of
immunosuppression and promotion of metastasis by CAFs (decrease in levels of CCL2,
TNC, IDO1, and MMPs). A similar effect was observed when triple negative breast
cancer cells (MDA-MB-231) were treated with the medium from calcitriol-stimulated
CAFs (decrease in OPN and ZEBI1 levels).

Vitamin Ds-rich diet, calcitriol treatment in vivo, or calcitriol stimulation ex vivo
may lead to anti- and pro-tumoral CAFs activity. Considering the inconclusive effects of
vitamin D3 or calcitriol, further studies are needed to clearly establish the validity of

vitamin D3 supplementation in various types of breast cancer.
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WYKAZ SKROTOW

ACTA2
aSMA
CAFs
CAV1
CCL2

CDh

CDK
CDKNI1A

CDKN2A

CTGF
CSCs
CXCL12
CXCR
CYP24A1

CYP27B1

CYR61

ECM
EMT

EndMT

EpCAM

ER

Erk
FAP
FGF
FSP1
GAPDH

WYKAZ SKROTOW

ang. Alpha-actin 2 — alfa-aktyna 2

ang. Alpha- smooth muscle actin — alfa-aktyna migéni gtadkich

ang. Cancer associated fibroblasts — fibroblasty towarzyszace nowotworom
ang. Caveolin-1 — kaweolina 1

ang. Chemokine (C-C motif) ligand 2 — ligand chemokiny motywu C-C 2

ang. Cluster of differentiation — antygen réznicowania komoérkowego

ang. Cyclin dependent kinase — kinaza zalezna od cyklin

ang. Cyclin dependent kinase inhibitor 1A — inhibitor kinaz zaleznych od
cyklin 1A

ang. Cyclin dependent kinase inhibitor 2A — inhibitor kinaz zaleznych od
cyklin 2A

ang. Connective tissue growth factor — czynnik wzrostu tkanki tgcznej

ang. Cancer stem cells — macierzyste komdrki nowotworowe

ang. C-X-C motif chemokine ligand 12 — ligand chemokiny motywu C-X-C 12
ang. CXC chemokine receptor — receptor chemokin motywu C-X-C

ang. Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 — polipeptyd 1
podrodziny A rodziny 24 cytochromu P450

ang. Cytochrome P450 family 27 subfamily B member 1 — polipeptyd 1
podrodziny B rodziny 27 cytochromu P450

ang. Cysteine rich angiogenic inducer 61 — angiogenny induktor bogaty w

cysteing 61

ang. Extracellular matrix — macierz zewnatrzkomorkowa

ang. FEpithelial to mesenchymal transition — przejscie nablonkowo-
mezenchymalne

ang. Endothelial to mesenchymal transition — przejscie S$roédblonkowo-
mezenchymalne

ang. Epithelial cell adhesion molecule — czasteczka adhezyjna komorek
nablonkowych

ang. Estrogen receptor — receptor estrogenowy

ang. Mitogen activated kinases — kinazy aktywowane mitogenami

ang. Fibroblast activation protein — biatko aktywacji fibroblastow

ang. Fibroblast growth factor — czynnik wzrostu fibroblastow

ang. Fibroblast specific protein 1 — bialtko specyficzne dla fibroblastow

ang. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase - dehydrogenaza aldehydu

3-fosfoglicerynowego
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hCAFs
HER2

HGF
HIF-1a
IDO1
IGFBP-3

IL

LIF
LOX
MAPK

MDSCs
MMPs
NF-xB

NFs

NG2
NRGl1
OPN
PDGF
PDGFRa/B

PDPN
PI3K/Akt

POSTN
PR
PSCs
PTH
RANKL

RPLPO
RPS27a
RXR
S100A4

ang. Human CAFs — ludzkie CAFs (wyizolowane od pacjentek)

ang. Human epidermal growth factor receptor 2 — receptor ludzkiego
naskérkowego czynnika wzrostu 2

ang. Hepatocyte growth factor — czynnik wzrostu hepatocytow

ang. Hipoxia inducible factor 1 — czynnik indukowany hipoksja 1

ang. Idolamine I —idolamina 1

ang. [Insulin-like growth factor-binding protein 3 — bialko wigzace
insulinopodobny czynnik wzrostu 3

ang. Interleukin — interleukina

ang. Leukemia inhibitory factor — czynnik hamujacy biataczke

ang. Lysyl oxidase — oksydazala lizozylowa

ang. Mitogen-activated protein kinase — kinaza biatkowa aktywowana
mitogenami

ang. Myeloid-derived suppressor cells — mieloidalne komorki supresorowe

ang. Metaloproteinases — metaloproteinazy

ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells — jadrowy
czynnik transkrypcyjny NF kappa B

ang. Normal Fibroblasts — prawidlowe fibroblasty tkanek

ang. Neural/glial antigen 2 — antygen nerwowy/glejowy 2

ang. Neuregulin I — neuregulina 1

ang. Osteopontin — osteopontyna

ang. Platelet Derived Growth Factor — ptytkopochodny czynnik wzrostu

ang. Platelet Derived Growth Factor Receptor alpha/beta — receptor
ptytkopochodnego czynnika wzrostu alfa/beta

ang. Podoplanin — podoplanina

ang. Phosphoinositide 3-kinase and protein kinase Akt — 3-kinazy fosfoinozytydu
i kinazy biatkowej Akt

ang. Periostin - periostyna

ang. Progesterone receptor — receptor progesteronowy

ang. Pancreatic stellate cells — komorki gwiazdziste trzustki

ang. Parathyroid hormone — parathormon

ang. receptor activator for nuclear factor kB ligand — ligand aktywatora
receptora jadrowego czynnika kB

ang. 60S acidic ribosomal protein PO — 60S kwasne biatko rybosomalne PO

ang. 40S ribosomal protein S27a — podjednostka 40S rybosomalnego biatka S27a
ang. Retinoid X receptor — receptor retinoidow X

ang. S100 calcium binding protein A4 — bialko wigzace wapn A4
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SDF-1
SHH
SMAD3
SPP1
STAT

TAMs
TGFp1
TIMP1

TME
TNBC
TNC
tNFs
TSP-1
VDR
VEGF

ZEBI

ang. Stromal cell-derived factor 1 — czynnik pochodzenia zrebowego-1

ang. Sonic hedgehog homolog — homolog sonic hedgehog

ang. SMAD family member 3 — cztonek 3 rodziny SMAD

ang. Secreted phosphoprotein — wydzielana fosfoproteina

ang. Signal transducer and activator of transcription — przekaznik sygnatu i
aktywator transkrypcji

ang. Tumor associated macrophages — makrofagi zwigzane z guzem

ang. Transforming growth factor beta 1 — transformujacy czynnik wzrostu beta 1
ang. Tissue inhibitor of metalloproteinases 1 — tkankowy inhibitor
metaloproteinaz 1

ang. Tumor Microenvironment — mikros§rodowisko nowotworowe, stroma

ang. Triple-negative breast cancer — potrojnie ujemny rak gruczotu sutkowego
ang. Tenascin C —tenascyna C

ang. TGFp1 stimulated NFs — NFs stymulowane TGFB1

ang. Thrombospondin 1 — trombospondyna 1

ang. Vitamin D receptor — receptor witaminy D

ang. Vascular endothelial growth factor — czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego

ang. Zinc finger E-box binding homeobox I — homeobox 1 wigzacy E-box z
palcem cynkowym
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WSTEP
1. Charakterystyka nowotwordow gruczolu sutkowego

Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (system GLOBOCAN 2020),
nowotwory gruczotu sutkowego sa aktualnie najczgsciej wystepujaca grupa nowotworow
wsrdd kobiet, a takze najczestszg przyczyng $mierci na choroby nowotworowe posrod
kobiet [1]. Wczesnie wykrywane nowotwory gruczotu sutkowego sg tatwo uleczalne, za$
pozno rozpoznane wigza si¢ z ryzykiem $mierci [2]. Nowotwory gruczotu sutkowego sg
czgsto w publikacjach traktowane jako jedna jednostka chorobowa, a w rzeczywistosci
stanowig bardzo heterogenna grupg¢ chordb o zréznicowanych cechach klinicznych,
morfologicznych, charakterystyce molekularnej 1 odmiennych strategiach leczenia
i rokowania [3]. Opracowano kilka systemow klasyfikacji nowotworéw gruczotu
sutkowego, takich jak klasyfikacja TNM, histopatologiczna i molekularna. System
klasyfikacji TNM oparty jest o ocen¢ wielkosci guza pierwotnego (T - ang. tumor),
obecnosci przerzutow w weztach chtonnych (N - ang. lymph nodes) 1 obecnosci
przerzutéw odlegtych (M - ang. metastasis) [4]. Klasyfikacja histopatologiczna dzieli
nowotwory gruczolu sutkowego na dwie grupy: raki przedinwazyjne (rak in situ) i raki
inwazyjne (naciekajace) [5]. Zastosowanie klasyfikacji molekularnej umozliwia
zaplanowanie celowanej terapii systemowej 1 po uwzglednieniu pozostatych klasyfikacji
— dobranie indywidualnego planu leczenia dla kazdego pacjenta [6,7]. Klasyfikacja
molekularna w oparciu o ekspresj¢ bialek, tj. receptor estrogenowy (ER), receptor
progesteronowy (PR), receptor ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu 2 (HER2)
1antygen Ki67 wyodrebnia 4 podtypy rakow inwazyjnych gruczolu sutkowego:
luminalny A (ang. [uminal A), luminalny B (ang. /luminal B), HER2-dodatni
(ang. HER2-positive) 1 potrojnie ujemny (TNBC — ang. triple negative breast cancer)
(Rycina 1) [6,7].
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Raki gruczolu sutkowgo

Luminalny A Luminalny B HER2-dodatni Potrojnie-ujemny
ER+ ™ ER- ER-
PR+ HER- HER+ PR- PR-
HER2- ER+ ER+ HER2+ HER2-
Ki67 low PR- PR-/+ Ki67 high Ki67 high
HER2- HER2+

Ki67 high Ki67 low/high

Rycina 1. Klasyfikacja molekularna nowotworoéw zlosliwych gruczotu sutkowego. Opracowanie wilasne.

W systemowym leczeniu chorych na luminalne raki gruczolu sutkowego najczgsciej
stosuje si¢ hormonoterapi¢ w skojarzeniu z innymi terapiami systemowymi [8]. Schemat
leczenia pacjentow z rakiem gruczotu sutkowego HER™ ER" moze zaktadaé rowniez
wykorzystanie drobnoczasteczkowych inhibitorow kinaz zaleznych od cyklin (CDK),
tj. palbocyklib, rybocyklib, abemacyklib [9]. W przypadku nowotworéw
HER2-dodatnich stosuje si¢ terapi¢ celowang w receptor HER-2. Przyktadem takiego
leczenia jest zastosowanie przeciwcial monoklonalnych tj. trastuzumab, pertuzumab lub
inhibitoréw kinazy tyrozynowej [10,11]. W przypadku TNBC terapig najczgsciej
stosowang jest chemioterapia, aczkolwiek do stosowania zostaty zatwierdzone takze dwie
terapie celowane dla tego podtypu raka gruczotu sutkowego z mutacjag w genach
podatnosci na raka gruczotu sutkowego 1/2 (BRCA1/2) — olaparyb italazoparyb —
inhibitory polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP) [12,13]. Coraz czg$ciej w terapii,
zwlaszcza TNBC, stosuje si¢ immunoterapi¢ — w 2021 roku amerykanska Agencja
Zywnosci i Lekéw (FDA) zarejestrowala terapie skojarzona pembrolizumab
+ chemioterapia jako leczenie przedoperacyjne inwazyjnego TNBC [14]. Pembrolizumab
w skojarzeniu z chemioterapig zostat rowniez dopuszczony jako leczenie nawrotowego
TNBC [14]. Wszystkie terapie lekowe raka gruczotlu sutkowego stosuje si¢ najczesciej
w skojarzeniu z leczeniem operacyjnym 1 radioterapig oraz bisfosfonianami [15].
W trakcie 1 po zakonczeniu terapii przeciwnowotworowej zaleca si¢ suplementacje
witaminy D3, wapnia, wysoka aktywno$¢ fizyczng, zbilansowana diete, utrzymywanie
lub doprowadzenie masy ciata do naleznej oraz unikanie alkoholu i dymu tytoniowego.
Czynniki te majag udowodniong skuteczno$¢ w poprawie wynikéw leczenia

onkologicznego 1 redukcji jego powiktan [16].
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Na przestrzeni lat obserwuje si¢ zwigkszajacag si¢ zachorowalno$¢ na raka gruczotu
sutkowego [17,18]. Do czynnikow ryzyka zachorowania na raka gruczotu sutkowego
wlicza si¢ pte¢ zenska, wiek, nosicielstwo mutacji zwiekszajacych ryzyko zachorowania
na raka gruczotu sutkowego, histori¢ rodzinng zachorowan na raka gruczotlu sutkowego
iraka jajnika, czynniki reprodukcyjne (wiek pierwszej miesigczki (wczesna pierwsza
menstruacja), pézne rozpoczecie okresu menopauzy czy tez pozny wiek pierwszej ciazy),
czynniki hormonalne (tabletki antykoncepcyjne czy zastepcza terapia hormonalna
(HRT)), styl zycia (wysokottuszczowa dieta, niska aktywno$¢ fizyczna, spozywanie

alkoholu i tytoniu) i otytos$¢ [17,19].
2. Rola witaminy D3 w organizmie

Tradycyjnie witaming D3 zalicza si¢ do witamin, aczkolwiek w organizmie ludzkim peni
ona funkcje pre-hormonu i w szeregu procesoOw zostaje przeksztalcona do aktywne;j
biologicznie formy - kalcytriolu. Wyr6znia si¢ dwie podstawowe formy witaminy D:
(1) cholekalcyferol (witamina Ds) wystepujacy w organizmach zwierz¢cych oraz
(2) ergokalcyferol (witamina D») wystepujacy w roslinach i1 drozdzach, produkowany
w wyniku promieniowania ultrafioletowego z ergosterolu [20,21]. W wyniku dziatania
promieniowania UV, 7-dehydrocholesterol w keratynocytach ulega przeksztatceniu do
cholekalcyferolu [20,21]. Powstata witamina D3 (cholekalcyferol) jest nieaktywna
biologicznie. Dzigki potaczeniu z globuling wigzaca witaming D3 (DBP) zostaje
przetransportowana do watroby, gdzie z wudzialem enzymu CYP2R1 ulega
25-hydroksylacji. Kalcydiol (25(OH)D3) jest gléwnym krazacym metabolitem
witaminy D3  w  organizmie. 25(OH)D3; za posrednictwem DBP  zostaje
przetransportowany do kanalikow proksymalnych nerek, gdzie w wyniku aktywnosci
CYP27BI (polipeptyd 1 podrodziny B rodziny 27 cytochromu P450) ulega hydroksylacji
w pozycji la, tworzac 1,25(OH).Ds3, aktywng hormonalnie forme¢ witaminy D3
(kalcytriol). Kolejny etap metabolizmu witaminy D3, rowniez majacy miejsce w nerkach,
polega na 24-hydroksylacji. Metabolity witaminy D3 hydroksylowane przez CYP24A1
(polipeptyd 1 podrodziny A rodziny 24 cytochromu P450) w pozycji 24 wydalane sa
z organizmu poprzez mocz lub kat [20,21].

Swoja biologiczng aktywnos$¢ kalcytriol realizuje gldwnie za posrednictwem receptora
dla witaminy D3 (VDR). VDR jest czynnikiem transkrypcyjnym. Wigzanie kalcytriolu
do VDR wywotuje zmian¢ konformacyjng receptora, ktora umozliwia utworzenie

heterodimeru z receptorem retinoidow X (RXR). Heterodimer VDR/RXR wiaze si¢
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do specyficznych sekwencji DNA (znanych jako sekwencje odpowiedzi VDR, VDRE),
co w konsekwencji prowadzi do aktywacji lub zahamowania transkrypcji docelowych
genow. Poza klasycznym, genomowym dzialaniem opisanym powyzej, kalcytriol moze
wywiera¢ znacznie szybsze, mierzone w sekundach/minutach reakcje. Przypuszcza sie,
ze dziatanie pozagenomowe kierowane jest wigzaniem kalcytriolu do alternatywnego,
btonowego receptora - biatka blonowego wiazacego sterydy (1,25D3-MARRS, PDIA3).
Dzialanie pozagenomowe angazuje aktywacje czasteczek sygnatowych (fosfolipaza C
(PKC), fosfolipaza A> (PLA?), 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (PI3K), p21ras), stymulacj¢
wytwarzania szybkich drugorzedowych przekaznikow (tj. Ca**, cykliczne AMP, wolne
kwasy ttuszczowe czy fosfatydyloinozytol, ktorych stymulacja skutkuje aktywacja kinaz
biatkowych - kinazy A, kinazy C, SRC, aktywowanej mitogenami kinazy (MAPK)
i kinazy zaleznej od kalmoduliny) oraz otwieranie kanatow btonowych Ca** i CI- [22].

Witamina D3 uczestniczy w utrzymaniu zdrowych kosci poprzez regulacje absorpcji
wapnia w jelitach, utrzymanie wlasciwego poziomu wapnia i fosforandw w osoczu oraz
poprzez bezposredni wptyw na osteoblasty i osteoklasty [23]. W odpowiedzi na obnizenie
poziomu wapnia w osoczu pobudzona zostaje produkcja parathormonu (PTH), co z kolei
stymulujagc CYP27B1, zwigksza syntez¢ kalcytriolu [24]. W wyniku dzialania soku
zoladkowego zostaja uwolnione zpozywienia jony wapnia, ktére nastgpnie sa
transportowane przez nabtonek dwunastnicy drogg para- lub trans-komoérkowa, transport
ten podlega regulacji przez kalcytriol [25]. W nerkach wigkszos$¢ przefiltrowanego przez
klebuszki wapnia ulega zwrotnemu wchianianiu: pasywnie, zgodnie z gradientem
w proksymalnych kanalikach nerek lub za pomocg transportu aktywnego w dystalnych
kanalikach nerkowych. Kalcytriol wraz z PTH wspieraja reabsorbcje Ca** w dystalnych
kanalikach nerek [20]. W fizjologicznych warunkach wigkszo$¢ przefiltrowanych
w nerkach fosforanéw ulega wchtanianiu zwrotnemu w kanalikach proksymalnych.
Proces ten jest negatywnie regulowany przez czynnik wzrostu fibroblastow 23 (FGF23),
PTH oraz kalcytriol. FGF23 indukuje internalizacj¢ i1 lizosomalng degradacje bialek
transportowych, za§ PTH obniza ich ekspresje — razem zwigkszaja wydalanie fosforanow.
Udziat kalcytriolu polega na stymulacji ekspresji FGF23 w osteocytach oraz a-klotho
w kanalikach dystalnych, ktérych dzialanie réwniez prowadzi do zwigkszenia wydalania
fosforanéw z moczem [20,23,26]. Wapn jest gtéwnym budulcem kosci tak jak, 1 kosci sg
globwnym magazynem wapnia. Integralno$¢ koséca Scisle zalezy od dostarczanego

z osocza Ca’" i posrednio od jego wchtaniania w jelitach.
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Kosci podlegaja statej przebudowie — resorpcja kosci (z udziatem osteoklastow)
1ich formowanie (dzigki aktywnosci osteoblastow) sa w statej rownowadze [20]. Zbyt
niska podaz wapnia z pozywieniem w stosunku do jego utraty przez nerki, aktywuje
wzrostu poziomu PTH w osoczu, ktory w konsekwencji pobudza produkcje kalcytriolu.
W  odpowiedzi kalcytriol stymuluje procesy resorpcji kosci i hamuje procesy
mineralizacji. Swoja aktywno$¢ resorpcyjnag realizuje gltéwnie poprzez wpltyw na
osteoblasty — aktywacja VDR w komorkach indukuje ekspresje i sekrecje RANKL
(liganda aktywatora receptora jadrowego czynnika «B), ktory laczac sie z RANK
(receptorem RANKL) na powierzchni osteoklastow, wzmaga procesy osteoklastogenzy
[20,27]. Ponadto kalcytriol w odpowiedzi na niedobor wapnia w osoczu hamuje
mineralizacje macierzy kosci — utrzymujac wlasciwy poziom Ca?*. Kalcytriol reguluje
mineralizacje¢ kosci takze posrednio, zwigkszajac poziom pirofosforanéw 1 ekspresje
osteopontyny (OPN) — inhibitoréw mineralizacji ko$ci. Sciezka sygnatowa VDR poprzez
aktywacje ekspresji RANKL odgrywa réwniez istotng role w chondrocytach podczas
okresu wzrostu kosci, kiedy komorki te sg obficie obecne [20]. Odwrotna sytuacja -
zwigkszenie poziomu wapnia w osoczu - skutkuje zahamowaniem produkcji PTH,
obnizeniem syntezy kalcytriolu i zmniejszeniem mobilizacji wapnia z kosci. Dodatkowo
bardzo wysokie stezenie Ca’>" w osoczu stymuluje w komorkach przypecherzykowych
trzustki produkcje kalcytoniny, ktora blokuje mobilizacje wapnia z kosci, stymuluje jego
wydzielanie wraz z fosforanami z ko$ci, utrzymujac fizjologiczny poziom Ca>* w osoczu

[23].
2.1.  Plejotropowe dzialanie witaminy D3

Aktywno$¢ witaminy D3 nie ogranicza si¢ do opisanej w poprzednim rozdziale klasycznej
roli utrzymywania rownowagi wapnia i fosforu. Kalcytriol bierze udziat w regulacji
funkcjonowania komorek uktadu odpornosciowego, procesow zapalnych, zwtoknienia,
apoptozy, migracji oraz proliferacji ir6znicowania komoérek [20,28-31]. Wedhug
licznych badan witamina D3 oraz jej analogi istotnie wptywaja na wzrost guza, hamuja
proliferacje komorek nowotworowych, indukuja ich roznicowanie czy tez dziatajg
proapoptotycznie. Kalcytriol moze réwniez regulowac angiogeneze guza, adhezje
i migracj¢ komorek nowotworowych oraz wplywaé na inwazyjno$¢ nowotworow.
Wigkszos¢ komorek nowotworowych posiada ekspresje VDR, a nawet ienzymow
uczestniczacych w metabolizmie kalcytriolu — CYP27B1 oraz CYP24A1 [20]. Co wigcej,

niski poziom 25(OH)Ds, najczg$ciej badanego w osoczu metabolitu witaminy Ds,
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zwigksza ryzyko rozwinigcia wielu standw patologicznych i chorobowych takich jak
choroby autoimmunologiczne (np. cukrzyca typu 1, luszczyca, sepsa, zwldknienie
rozsiane) [32-36], choroby alergiczne (np. astma, atopowe zapalenie skory) [37,38],
choroby neuropsychiatryczne (np. schizofrenia i choroby neurodegeneracyjne) [39,40],
niewydolnos$¢ nerek czy watroby [41,42], infekcje (np. COVID-19, gruzlica, choroby
uktadu oddechowego) [43-45], nadci$nienie, choroby serca [46,47], otylo$¢ czy
zaburzenia wchianiania jelitowego (np. celiakia, mukowiscydoza, zespot jelita

drazliwego) [48—51].
3. Witamina D3 i nowotwory gruczohlu sutkowego

Obserwacje epidemiologiczne i badania kliniczne

Niski poziom 25(OH)D3; w osoczu pacjentdow zostal powigzany z ryzykiem wystgpienia
raka gruczotu sutkowego u kobiet przed menopauza [52] 1 po menopauzie [53].
Zaskakujaco wedlug Ordoriez-Mena i wsp. ryzyko wystapienia raka gruczotlu sutkowego
u starszych pacjentek wrasta wraz ze st¢zeniem 25(OH)Ds [54]. Ponadto Kanstrup i wsp.
zaobserwowali, ze wysokie stezenie 25(OH)D3 w osoczu, ponad 110nmol/l, moze
skutkowaé krotszym czasem przezycia pacjentek z rakiem gruczolu sutkowego [55].
Pacjentki z rozpoznaniem raka gruczotu sutkowego zwykle maja nizszy poziom
25(OH)Ds3 niz ich zdrowe réwiesniczki, a pacjentki z zaawansowanym (wysoki stopien
zaawansowania nowotworu, typ inny niz luminalny, typ ER-negatywny) rakiem gruczotu
sutkowego maja poziom 25(OH)Ds jeszcze nizszy niz w poczatkowych stadiach choroby
[56-58]. Jednakze suplementacja witaminy D3 nie wigze si¢ z obnizeniem ryzyka
wystgpienia raka gruczotu sutkowego [59].

Badania wskazuja, ze ekspresja VDR w tkance guza jest odwrotnie skorelowana
z agresywnoscig nowotworu [60]. W lagodnych, poczatkowych zmianach rakowych,
VDR ulega wyzszej ekspresji niz w nowotworach inwazyjnych lub in situ [61] tak, jak
1 ekspresja VDR jest wyzsza w rakach typu luminalnego A niz w najbardziej agresywnym
podtypie TNBC [62,63]. Wraz z rozwojem nowotworu gruczolu sutkowego ekspresja
VDR maleje a wraz z nig maleje wrazliwo$¢ guza na kalcytriol [61,62]. Co wigce],
wedtug Al-Azhri i wsp. ekspresja VDR w komorkach raka gruczotu sutkowego koreluje
z korzystnymi cechami takimi jak mata wielko§¢ guza, niski stopien zaawansowania,

obecnos$¢ receptorow: ER 1 PR lub niska ekspresja Ki67 [60].
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Wplyw witaminy D3 na wzrost rakow gruczotu sutkowego

Opublikowane do tej pory badania zgl¢biajace temat wpltywu witaminy D; lub jej
aktywnego biologicznie metabolitu, kalcytriolu, na wzrost rakow gruczotu sutkowego nie
przedstawiajg jednoznacznych wynikow. Wedlug Rossdeutscher i wsp. dieta uboga
w witamine D3 (25IU/kg) przy$piesza spontaniczny wzrost raka gruczotu sutkowego
u myszy modelu MMTV-PyMT. Za$ podania kalcytriolu lub 25(OH)D3 spowalniaja jego
rozwoj [64]. Co wigcej, taki sam efekt kalcytriolu lub 25(OH)Dj3 zostal zaobserwowany
in vitro na pierwotnych komorkach raka gruczotu sutkowego MMTV-PyMT.
Zahamowaniu proliferacji komorek in vitro towarzyszylo obnizenie ekspresji markerow
proliferacji - Ki67, ErbB2 oraz biatka progres;ji cyklu komérkowego - cykliny D1 [64].
Williams i wsp. rowniez zaobserwowali, ze niedobor cholekalcyferolu w diecie myszy
(251U/kg) promuje wzrost guza w modelu MMTV-Wntl [65]. Wedtug badan in vitro na
mysich (WT145, KO240) [66] i ludzkich (MCF-7, MDA-MB-231, HCC1937) [67,68]
komorkach raka gruczotu sutkowego kalcytriol hamuje proliferacj¢ komorek
nowotworowych poprzez zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie GO/G1. Co wigcej,
aktywacja sygnalizacji VDR prowadzi do zwigkszonej ekspresji inhibitorow kinaz
zaleznych od cyklin (CDKN), tj. CDKN2D (p19), CDKNIA (p21) i CDKNIB (p27) tak,
jak 1 obnizonej ekspresji kinaz zaleznych od cyklin (CDK) i samych cyklin — CDK2/4,
cyklina D1/3, cyklina Al czy cyklina E1 [66-71]. W przypadku ksenoprzeszczepienia
komorek linit MCF-7 (typ luminalny raka gruczotu sutkowego) dootrzewnowe iniekcje
kalcytriolu rowniez zmniejszyly tempo wzrostu guza [72]. Zahamowaniu wzrostu guza
towarzyszyto obnizenie ekspresji mRNA dla ERa, aromataz uczestniczacych w syntezie
1 przekazywaniu sygnatu estrogendw oraz cyklooksygenazy 2 (COX-2) o aktywnos$ci
przeciwzapalnej. Zaskakujaco podawanie kalcytriolu prowadzilo réwniez do
zwiekszonej ekspresji mRNA dla uczestniczgcych w proliferacji p21 1 biatka wigzacego
insulinopodobny czynnik wzrostu 3 (IGFBP-3) [72]. Codzienne doustne podania
cholekalcyferolu (rozpoczg¢te 7 dni po inokulacji guza) myszom zaszczepionym
ortotopowo komorkami linii E0771 (ER", PR*, ErbB2" podtyp raka gruczotu sutkowego)
poskutkowaty zmniejszeniem wielkosci guza [73]. Aczkolwiek w modelu
ksenograficznym, gdzie wykorzystano komoérki ludzkich guzéw gruczolu sutkowego,
doguzowe dostarczanie kalcytriolu nie byto w stanie zredukowac proliferacji komorek
guza, nie zaobserwowano réwniez zmian w poziomie Ki67, CDKN1A, CDKN1B, BCL2
(jedno z biatek antyapoptotycznych) [74]. Wedtug wynikéw badan Anisiewicz i wsp.
kalcytriol lub jego analog (PRI-2191) podawane trzy razy w tygodniu podskoérnie nie
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wplynely na tempo wzrostu guza modelu 4T1 u myszy zar6wno w modelu przed- [75],
jak 1 po-menopauzalnym [76]. Jedynie podania analogu kalcytriolu PRI-2205 skutkowaty
zmniejszeniem objetosci guza u myszy modelu po-menopauzalnego [76]. Podobnie
w badaniach bedacych czgscig niniejszej rozprawy doktorskiej ani dieta ze zr6znicowang
zwartos$cig witaminy D3 (normalny, niski lub wysoki poziom), ani podania kalcytriolu
(rozpoczgte po inokulacji komorek rakow gruczotu sutkowego 4T1 1 E0771) nie wptynety
na wzrost guzow [77]. Jedynie u myszy obarczonych komérkami 67NR zaobserwowano
zahamowanie wzrostu guza u myszy otrzymujacych podania kalcytriolu [77]. Zas
Cao i wsp., stosujac codzienne, doustne podania kalcytriolu poczawszy od 17 dnia
po inokulacji komoérek mysiego raka gruczolu sutkowego 4T1, zaobserwowali
stymulacj¢ wzrostu guza oraz mniejsze przezycie w grupie myszy otrzymujacych
kalcytriol [78]. Dodatkowo Trivedi i wsp., pracujac in vitro na komorkach linit MCF-7,
zaobserwowali, ze wyciszenie genu dla VDR skutkuje obnizeniem proliferacji oraz
zwigkszeniem apoptozy, sugerujac aktywnos¢ pronowotworowa VDR niezalezng od
liganda — kalcytriolu [79].

Wplyw witaminy D3 na apoptoze komorek raka gruczotu sutkowego

Kalcytriol reguluje proces apoptozy poprzez obnizenie ekspresji  biatek
antyapoptotycznych Bcl-2 1 Bcel-xl oraz zwigkszenie odpowiadajacych im
proapoptotycznych Bax 1 Bak [80]. Ponadto kalcytriol obniza aktywnos$¢ szlaku
MAPK/ERK w komorkach raka gruczolu sutkowego ER" (MCF-7) i ER-
(MDA-MB-231) [20]. Weitsman i wsp. zaobserwowali, ze kalcytriol uwrazliwia komorki
MCF-7 na dzialanie reaktywnych form tlenu, ktore poprzez zmiany w potencjale blony
mitochondrium promujg uwolnienie cytochromu C, prowadzac do apoptozy [81].
Co wiecej, wedlug pracy Klopotowska i wsp. kalcytriol lub jego analog takalcytol
(PRI-2191) zmniejszaja ekspresje miR-125b, co prowadzi do zwigkszenia ekspresji
BAKI [82].

Wplyw witaminy D3 na procesy przejscia nablonkowo-mezenchymalnego, migracji,
inwazji i przerzutowania w rakach gruczotu sutkowego

Williams i wsp. zaobserwowali, ze ekspresja VDR w tkance guza chroni przed
powstawaniem przerzutdw raka gruczotu sutkowego do watroby [65]. Wedtug Li i wsp.
dieta uboga w cholekalcyferol (251U/kg) przyspiesza przerzutowanie komorek raka
gruczotu sutkowego do ptuc w modelu myszy transgenicznych MMTV-PyMT, za$
w ptucach obserwuje si¢ zwigkszony poziom liganda chemokiny 12 motywu C-X-C

(CXCL12, znanego réwniez jako czynnik pochodzenia zrgbowego, SDF-1) oraz
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kolokalizacje CXCL12 i receptora chemokin CXC 4 (CXCR4) [83]. Deficyt witaminy D3
wigze si¢ ze zwigkszong ekspresja promotordw przejs$cia nablonkowo-mezenchymalnego
(EMT) w tkance guza: STAT3 (biatka - przekaznika sygnatu 1 aktywatora transkrypcji 3)
1 supresora E-kadheryny — Zeb1 (homeobox 1 wigzacy E-box z palcem cynkowym) [83].
Badania przeprowadzone w naszym laboratorium przedstawiaja zréznicowane wyniki
wplywu  kalcytriolu na powstawanie przerzutbw w modelu przed- [75]
1 pomenopauzalnym [76] myszy obarczonych komoérkami mysiego raka gruczotu
sutkowego 4T1. Anisiewicz i wsp. (2018) zaobserwowali promocj¢ przerzutowania
u myszy mtodych (model przedmenopauzalny) otrzymujacych kalcytriol i jego analogi
(PRI-2191 i PRI-2205) [75]. Pro-przerzutujacy wplyw kalcytriolu wigzat si¢ ze wzrostem
poziomu OPN w tkance guza 4T1. Co wigcej, traktowanie myszy obarczonych
komoérkami 4T1 za pomocg analogow kalcytriolu PRI-2191 1 PRI-2205 skutkowato
zwigkszeniem poziomu SNAIL-1 (markera fenotypu mezenchymalnego) [75]. W modelu
pomenopauzalnym Anisiewicz i wsp. (2019) zaobserwowali, Ze zastosowane analogow
kalcytriolu zredukowalo przerzutowanie do pluc. Ekspresja OPN ulegta zmniejszeniu
[76]. Zhang i wsp., pracujac na tym samym modelu przed-menopauzalnego raka gruczotu
sutkowego 4T1, zaobserwowali zmniejszenie przerzutowania po codziennych
dootrzewnowych dawkach kalcytriolu rozpoczetych od dnia poprzedzajacego
wszczepienie komoérek guza [84]. Za$ badanie poprzedzajace eksperymenty ujete
w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazato, ze zar6wno dieta bogata w witaming D3,
jak 1podania kalcytriolu myszom otrzymujacym diet¢ zniedoborem witaminy Dj
(100IU/kg) 1 ze standardowaq iloscig witaminy D3 (10001U/kg) zwigkszaja powstawanie
przerzutbw w plucach myszy obarczonych nowotworem 4T1. Nie zaobserwowano
natomiast wptywu na przerzutowanie u myszy obarczonych guzami 67NR 1 E0771 [77].
Co wigcej, badania in vitro wskazuja na ochronny charakter kalcytriolu w procesach
istotnych dla przerzutowania — migracji, inwazji i EMT. Horas i wsp. dowiedli, ze
wyciszenie genu VDR zwigksza migracje i inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych,
zwicksza ich potencjat przerzutowania do ko$ci oraz obniza poziom markerow
nabtonkowych, tj. B-kateniny, E-kadheryny i1 F-aktyny, a zwi¢ksza poziom wimentyny
[85]. Wedhug badan wykorzystujacych rézne linie raka gruczotu sutkowego stymulacja
kalcytriolem skutkuje obnizeniem potencjatu do przerzutowania oraz zwigzang z tym
redukcjg poziomu N-kadheryny, P-kadheryny, a-aktyny mie$ni gladkich (aSMA),
integryn oy 1 Bs oraz wzrostem ekspresji E-kadheryny [86—88]. Gonzdlez-Sancho i wsp.

wskazali, ze kalcytriol moze zmniejsza¢ wzrost, inwazj¢, jak i angiogeneze guza poprzez
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redukcje ekspresji promujacej te procesy tenascyny C (TNC) [89]. Kalcytriol obniza
ekspresje inhibitora biatka wigzacego DNA 1 (ID-1) i promuje roznicowanie komoérek
[65]. Kalcytriol ma rowniez wptyw na ekspresje szeregu innych czynnikow promujacych
migracje¢, inwazj¢ czy zdolnosci do przerzutowania — hamuje te procesy poprzez
obnizenie poziomu lub aktywnosci sktadowych macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM)
tj. wspomnianych TNC czy periostyny (POSTN), metaloproteinaz (MMPs) - MMP1
1 MMP?9 1 proteaz serynowych [66,87,89-92].

Wplyw witaminy D3 na charakter macierzysty komorek rakow gruczotu sutkowego
Kaskady sygnalowe takie jak Notch, Wnt/Frizzled/pB-kateina, Hippo, Hedgehog
s3 zaangazowane w generowanie macierzystych komorek nowotworowych (CSCs), ktore
to inicjujg powstawanie guza, jego progresj¢ 1 nawroty [59,93,94]. CSCs charakteryzuja
si¢ wysoka ekspresjg antygenu roznicowania komoérkowego 44 (CD44) 1 niskg CD24
(CD44%/CD24"°%) oraz markeréw takich jak: dehydrogenaza aldehydowa (ALDH-1),
CD326, CD133 oraz CXCR4 [95-98]. W swojej pracy Shan i wsp. zaobserwowali,
ze kalcytriol oraz jego analog Gemini (BXL0124) hamujg zdolnos¢ CSCs do tworzenia
mammosfer 1 obnizajg ekspresje biatek zaangazowanych w utrzymanie macierzystego
fenotypu, tj. CD44, OCT4, Notch1/2/3, JAG1/2 (ligand Notch) czy jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB) [99]. Wahler i wsp. poza redukcja ekspresji CD44
zaobserwowali, ze kalcytriol zmienia organizacje 1 symetri¢ mammosfer, zblizajac ich
ksztalt do tych formowanych przez zdrowe komorki nabtonka [100].
So i wsp. zaobserwowali, ze analog witaminy D3 BXL1024 zwigksza ekspresje
HESI - inhibitora sygnalizacji Notchl [94]. Za§ Zheng i wsp. dowiedli, ze kalcytriol
obniza fenotyp macierzysty komorek raka gruczotu sutkowego poprzez zahamowanie
kaskady sygnatow Wnt/B-katenina [93]. Wedtug badan Jeong i wsp. kalcytriol zmniejsza
zdolnos¢ CSCs do tworzenia drugorzedowych sfer a wigc zaburza zdolnos¢ CSCs do
samoodnowy [101].

Wplyw witaminy D3 na metabolizm komdorek raka gruczotu sutkowego

Witamina D3 moze modyfikowa¢ metabolizm komoérek nowotworowych poprzez wplyw
na glikolize, produkcje mleczandéw, cykl kwasow trikarboksylowych (TCA) czy stres
oksydacyjny. Wedlug Zheng i wsp. stymulacja kalcytriolem komérek MCF10A-ras
(model wczesnego stadium raka gruczotu sutkowego) negatywnie wplywa na poziom
enzymoOw zaangazowanych w te procesy oraz przeptyw metabolitow przez btone
komorkowa [102]. Badanie Wilmanski i wsp. potwierdza te obserwacje wskazujac, ze

kalcytriol modyfikuje ekspresj¢ karboksylazy pirogronianowej (jednego z enzymow
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cyklu TCA) i zwigksza stres oksydacyjny w komorkach raka gruczotu sutkowego [103].
Abu El Maaty i wsp. zaobserwowali, ze w komodrkach raka gruczotu sutkowego MCF-7
kalcytriol zwigkszyt wewnatrzkomorkowe stezenie ROS 1 seryny oraz obnizyt ekspresje
TXNIP (regulatora homeostazy redoks i wchtaniania glukozy). W komoérkach MCF-7
1 MDA-MB-231 stymulacja kalcytriolem aktywowata sygnalizacje¢ AMPK (kinazy
aktywowanej 5’AMP, ktéra moze hamowa¢ wysokoenergetyczng produkcje kwasow
thuszczowych lub indukowa¢ wchianianie glukozy) 1 zwigkszyta aktywnos¢ cyklu
pentozofosforanowego (PPP) 1 dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu (katalizujacej
pierwszy etap PPP) [104]. Wedlug badan Santos i wsp. kalcytriol zaktoca aktywnosé
pompy protonowej ATP. Zahamowanie pompy prowadzi do wzrostu pH w komoérkach
nowotworowych, prowadzac do ich $§mierci [105,106].

Wplyw witaminy D3 na procesy zapalne w srodowisku nowotworowym

Cytotoksyczne limfocyty T (T, CD8" lub CTLs) charakteryzuje aktywno$¢
przeciwnowotworowa, a ich duza infiltracja w tkance guza wigze si¢ z lepszg prognoza
dla pacjentow cierpigcych na raka gruczotu sutkowego TNBC, HER" ale nie ER" [107—
110]. Badania in vivo, gdzie myszy traktowano codzienng dawka cholekalcyferolu od 7
dnia po inokulacji komoérek EQ771, wykazaty zwigkszong infiltracje limfocytow T CD8"
w guzach pochodzacych od myszy otrzymujacych cholekalcyferol. Jednakze efekt
suplementacji byt $ci§le zalezny od zawartosci thuszczy w diecie myszy — u myszy
karmionych pasza wysokotluszczowg zaobserwowano obnizenie infiltracji CTLs
1 stymulacje wzrostu guzow w grupie myszy suplementowanych cholekalcyferolem [73].
Natomiast Cao i wsp., prowadzac badania na myszach obarczonych guzami 4T1,
zaobserwowali negatywny wplyw podan witaminy D3 na odpowiedz komorkowa
limfocytow T CD4", jak i T CD8". Suplementacja myszy cholekalcyferolem prowadzita
rowniez do wzrostu ilo$ci mieloidalnych komorek supresorowych (MDSCs)
o wlasciwos$ciach immunosupresyjnych. Zmiany te mogly by¢ konsekwencja
zwigkszonego poziomu TGF (transformujacy czynnik wzrostu ) [78]. Co wigcej,
wedtug Pawlik i wsp. podawanie kalcytriolu lub jego analogéw (PRI-2191 PRI-2205)
myszom obarczonym 4T1 prowadzito do obnizenia odsetka limfocytow T CD4",
CD4"CD25", CD8" oraz komorek NK CD335" (ang. natural killer) i jednocze$nie do
zwigkszenia odsetka monocytow we krwi myszy [111]. Ponadto w $ledzionie
i regionalnych weztach chlonnych zaobserwowano przewage odpowiedzi typu Th
1 zwigkszong aktywnos$¢ limfocytow Treg [111]. Anisiewicz i wsp. zanotowali wzrost

stosunku prozapalnych monocytéw (Ly6ChighCXCR1°YCCR2") do monocytow
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przeciwzapalnych (Ly6C°"CXCR1M¢") w §ledzionie myszy w tym samym modelu
eksperymentalnym [112]. Oprocz tego Anisiewicz i wsp. opisali, ze kalcytriol moze
wzmacnia¢ polaryzacj¢ makrofagow M2 stymulowang medium zebranym znad komorek
4T1 [113].

Wplyw witaminy D3 na angiogeneze rakow gruczotu sutkowego

Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF) i1 trombospondyna 1 (Tsp-1)
sg kluczowymi czynnikami zaangazowanymi w przeciwne procesy: promocje¢ (VEGF)
1 hamowanie (Tsp-1) angiogenezy. Garcia-Quiroz i wsp. zaobserwowali, ze kalcytriol
promuje angiogeneze in vitro w 7 na 8 badanych komorkach linii raka gruczotu
sutkowego (zwigksza ekspresje¢ VEGF i zmniejsza Tsp-1) [114]. Co wigcej, podawanie
kalcytriolu myszom obarczonym nowotworem gruczotu sutkowego istotnie zwigksza
poziom VEGF w surowicy, jednakze unaczynienie guza u myszy traktowanych
i nietraktowanych kalcytriolem pozostaje zblizone [114]. Wedlug Anisiewicz i wsp.
podania kalcytriolu oraz jego analogéw PRI-2191 i PRI-2205 in vivo zwigkszaja
przeplyw krwi w guzach myszy mtodych [75] 1 nie wywieraja zadnego efektu na
unaczynienie guza u myszy startych (model pomenopauzalny) [76]. Jednakze w pracy
Ben-Shoshan i wsp. [115] wykazali, ze kalcytriol obniza poziom VEGF i HIF-a
w réznych liniach nowotworowych, w tym MCF-7 a wedlug Mantell i wsp. [116]
kalcytriol moze redukowac unaczynienie guzow in vivo.

Podsumowanie mechanizmow aktywnosci kalcytriolu w komoérkach raka gruczotu

sutkowego przedstawia rycina 2.
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Rycina 2. Mechanizmy aktywnosci kalcytriolu w komorkach raka gruczolu sutkowego. Opracowanie wlasne przy pomocy
BioRender.
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4. Mikrosrodowisko nowotworowe

Procesy wzrostu i progresji guza nie wynikaja wylacznie z charakterystyki samych
komorek nowotworowych, sa one rowniez determinowane przez pozostale komorki
obecne w mikrosrodowisku nowotworowym (TME). TME, inaczej zwane stromg
nowotworu, ztozone jest z macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) i osadzonych w niej
komoérek o pochodzeniu nablonkowym, $réodbtonkowym, mezenchymalnym
1 hematopoetycznym. Wszystkie elementy TME sg ze sobg $cisle powigzane 1 stale na

siebie oddziatujg [117-119]. Sktad mikrosrodowiska prezentuje rycina 3.
4.1. Fibroblasty towarzyszace nowotworom

Fibroblasty towarzyszace nowotworom, w skrocie CAFs, zostaly zaobserwowane
w prawie wszystkich litych guzach (nowotwory gtowy 1 szyi, gruczotu sutkowego, ptuc,
skory, przewodu pokarmowego, zotciowego 1 nowotwory uktadu ptciowo-moczowego).
W nowotworach gruczotu sutkowego, prostaty czy trzustki stanowig one najliczniejsza
populacje TME. Zdecydowana wickszos¢ CAFs wykazuje aktywno$¢ pronowotworowa,
uczestniczac w procesach inicjacji, progresji nowotworu i1 przerzutowaniu — wszystkich

etapach rozwoju guza [117,118,120-122].

Fibroblasty towarzyszace
nowotworom
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Rycina 3. Sktad mikrosrodowiska nowotworowego. Opracowanie wlasne przy pomocy BioRender.
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4.1.1. Fibroblasty zdrowych tkanek

Normalne fibroblasty (takim mianem okre§la si¢ komodrki o pochodzeniu
poza-nowotworowym, NFs) to osadzone w ECM komorki o wrzecionowatym ksztalcie.
Najczesciej NFs definiuje si¢ w oparciu o ich ksztatt, lokalizacje tkankowa i brak
markeréow dla komorek linii nabtonkowej (tj. cytokeratyna, E-kadheryna lub
CD326/czasteczka  adhezyjna  komodrek  nabtonkowych  (CD326/EpCAM)),
srodbtonkowej (CD31) oraz leukocytarnej (CD45) [117,119]. Fibroblasty sa
najliczniejszg grupa komorek tkanki lacznej i1 gtownym twoérca ECM. Macierz
zewnatrzkomorkowa zlozona jest z wiokien kolagenu, fibronektyny, kwasu
hialuronowego i proteoglikanéw. ECM jest rezerwuarem czynnikOw wzrostu, stanowi
rusztowanie dla migracji komorek, uczestniczy w homeostazie i naprawie tkanek. Zwykle
rezydualne fibroblasty tkanek charakteryzujg si¢ bardzo niskg aktywnos$cig metaboliczng
1 transkrypcyjng. Gdy dochodzi do uszkodzenia tkanki, w odpowiedzi na cytokiny
i czynniki wzrostu, takie jak TGFp, interleukina 6 (IL-6) i PDGF (ptytkopochodny
czynnik wzrostu), NFs ulegaja aktywacji do miofibroblastéw. W procesie aktywacji
nabywaja zdolnosci transkrypcyjne, wydzielaja duze ilosci komponentow ECM,
zaczynaja produkowaé aSMA, widkna kurczliwe oraz fibronektyng. Zwigksza si¢ ich
zdolno$¢ do syntezy komponentow ECM i jej remodelingu dzigki produkowanym
proteazom, w wyniku czego powstaje zmieniona, reaktywna stroma. Zwickszajaca si¢
ekspresja aSMA skutkuje zmiang organizacji cytoszkieletu i konsekwentnie fibroblasty
kurcza si¢, dzigki czemu zblizaja do siebie granice rany. Wydzielane biatka ECM
zapewniaja dalszg naprawg tkanki. Po zakonczonym procesie gojenia rany fibroblasty
ulegaja dezaktywacji poprzez apoptoze, zaprogramowang S$mier¢ komorki
[117,119,120,123]. W odpowiedzi na uszkodzenie tkanki i rozwijajacy si¢ stan zapalny
moze doj$¢ do niekontrolowanej, nadmiernej produkcji komponentow ECM, prowadzac
do nieodwracalnego usztywnienia tkanki (zwtoknienia), ktore moze skutkowac
nieprawidlowym dziataniem wielu narzadow takich jak pluca, watroba, nerki czy serce
[124—-126]. Procesy witoknienia majg swoj wkiad rowniez w patologie nowotworéw
1 chorob autoimmunologicznych, takich jak sklerodermia, reumatoidalne zapalenie
stawow, choroba Crohn’a, wrzodziejace zapalenie jelita grubego, mielofibroza czy toczen

rumieniowaty uktadowy [126].
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4.1.2. Fibroblasty towarzyszace nowotworom, ich definicja i markery

CAFs, podobnie jak NFs, definiuje si¢ w oparciu o ich wrzecionowaty ksztalt
1 wykluczenie pochodzenia $rdédblonkowego, nabtonkowego czy immunologicznego.
Wazng cechg, odrdzniajacg CAFs od komoérek nowotworowych, jest stabilny kariotyp
1 brak zmian genetycznych. CAFs, w przeciwienstwie do NFs, oddziatuja z komorkami
nowotworowymi, wspomagajac progresje nowotworu przez seri¢ réznych mechanizmow
[117,118]. Miofibroblasty w procesie gojenia si¢ ran ulegajg przejsciowej aktywacji, zas
CAFs raz aktywowane, zgodnie z hipotezg Dvorak i wsp.: ,,guz to rana, ktéra nigdy si¢
nie goi” [127], pozostaja permanentnie aktywne. Okreslenie morfologii, lokalizacji
tkankowej 1 wykluczenie markeréw dla pochodzenia nabtonkowego, $rédbtonkowego
czy immunologicznego czesto uzupetniane jest przez okreslenie ekspresji markerow dla
linii mezenchymalnej, np. wimentyny, aSMA, biatka aktywacji fibroblastoéw (FAP) czy
receptora ptytkopochodnego czynnika wzrostu alfa (PDGFRa). W praktyce wszystkie
komorki spetniajace przedstawione cechy okresla si¢ jako CAFs [117,118,120,128]. Do
tej pory nie udato si¢ zidentyfikowa¢ unikalnego dla CAFs markera. Najczesciej
wykorzystywanym w tym celu biatkiem jest wspomniana aSMA. Typowa takze dla
miofibroblastow, moze wystgpowaé rowniez w zdrowych fibroblastach czgsto na
poréwnywalnym poziomie ekspresji. Ponadto komorki takie jak pericyty, kardiomiocyty
czy komorki miesni gladkich takze charakteryzujg si¢ ekspresja aSMA. Kolejnym,
powszechnie stosowanym markerem do identyfikacji CAFs w rakach gruczotu
sutkowego, ptuc, jajnika czy trzustki jest FAPa, specyficzny takze dla rezydualnych
komorek mezodermalnych wielu tkanek. Dobrze zbadanym markerem CAFs jest biatko
specyficzne dla fibroblastow (FSP1), znane roéwniez jako S100A4 (biatko wigzace wapn
A4), aczkolwiek wystepuje ono takze na powierzchni NFs, komoérkach szpiku takich jak
makrofagi czy komorkach nowotworowych podczas procesu EMT. Jako unikalne
markery CAFs proponowano takze antygen nerwowy/glejowy 2 (NG2), PDGFRp oraz
hydroksylaze 4-prolinowa. NG2 jest biatkiem typowym dla uktadu nerwowego, za$
PDGFRp wystepuje w komodrkach migsni gladkich naczyn, mig$ni szkieletowych oraz
komorkach raka trzustki. [118,120]. Wedtug aktualnego pi$miennictwa do markeroéw
CAFs rowniez naleza: PDGFRo, wimentyna, podoplanina (PDPN), CD29, CD90,
POSTN, tenascyna C (TNC), desmina, DDR2 (receptor 2 zawierajacy diskoidyn¢)
i MFAS5 (drugorzedowa podjednostka fimbrialna MFAS). Zaden z przedstawionych
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markerow nie jest unikalny dla CAFs ani zaden z nich nie wystepuje we wszystkich

typach CAFs [118-120,128].
4.1.3. Pochodzenie fibroblastéw towarzyszacych nowotworom

Fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu sutkowego sa heterogenng populacjg
komorek. Moga powstawa¢ w wyniku przeksztatcenia komorek réznego pochodzenia,
przedstawionych na rycinie 4. Powszechnie uwaza si¢, ze CAFs powstaja w wyniku
aktywacji rezydualnych fibroblastow tkanek w odpowiedzi na sygnaty pochodzace
z komorek nowotworowych, takie jak TGFB, PDGF, czynnik wzrostu fibroblastow 2
(FGF2/bFGF), czynnik wzrostu naskérka (EGF), IL-1 1 IL-6 [120,129,130]. Aktywacja
receptora TGF typu 2 (TGFBR2) prowadzi do indukcji szlaku sygnatowego Smad2/3
1 ekspresji aSMA, produkcji i remodelingu ECM [120,129]. OPN, poprzez wigzanie si¢
z wystepujacymi na powierzchni fibroblastow czasteczkami CD44 1 integryng o33, moze
niezaleznie od innych czynnikow indukowac transformacje fibroblastoéw do CAFs [131].
Komorki immunologiczne, dzigki wydzielaniu m.in. IL-1, IL-6 i czynnika hamujacego
biataczke (LIF), pobudzaja w fibroblastach szlaki sygnatowe NF-xf3 i STAT prowadzac
do aktywacji CAFs 1 produkcji przez nie czynnikOw pronowotworowych oraz
prozapalnych [132-134]. Rozciaganie fibroblastéw, bedace wynikiem nadmiernej
proliferacji komoérek nowotworowych, moze indukowa¢ w komorkach transkrypcje
czynnikbw SRF (czynnik odpowiedzi surowicy) 1 YAPI-TEAD (regulator
transkrypcyjny zwigzany z Yesl), ktore stymulujg CAFs do produkcji czynnika wzrostu
tkanki tacznej (CTGF) i1 angiogennego induktora bogatego w cysteing 61 (CYRG61).
Zkolei CTGF 1 CYR61 zwigkszaja sztywnos¢ ECM, co zamyka CAFs
w samo-napedzajacej si¢ petli [135,136]. CAFs moga by¢ generowane rowniez w wyniku
przeksztatcenia komoérek gwiazdzistych trzustki lub watroby. Komorki gwiazdziste sg
zaangazowane w regeneracj¢ narzadu oraz w patologiczne zwtoknienie tkanek, bedace
stanem poprzedzajagcym wystgpienie zmian nowotworowych [119,120]. CAFs moga
powstawac takze w wyniku przeksztalcenia komorek nabtonkowych na drodze procesu
EMT. Komorki nablonkowe przeksztatcaja si¢ w CAFs w wyniku utraty ekspresji
E-kadheryny i aktywacji $ciezki sygnalizacyjnej Ras i TGFB [118,119]. Natomiast
komorki $rodbtonka moga ulegaé transformacji do CAFs w procesie tzw. przejscia
srédblonkowo-mezenchymalnego (EndMT) w odpowiedzi na TGFf [137]. Kolejnym
lokalnym zrédtem CAFs moga by¢ pericyty, macierzyste komodrki mezenchymalne

obecne w $cianach naczyn krwionos$nych, ktére ulegaja przeksztalceniu w wyniku
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stymulacji przez PDGF [138]. Adipocyty moga nabywaé fenotyp CAFs w wyniku
aktywacji szlaku Wnt/B-katenina w odpowiedzi na wydzielane przez komorki raka
gruczotu sutkowego biatko 3a rodziny Wnt (Wnt3a) [139]. Fibrocyty, czyli pochodzace
od monocytow krazace komorki mezenchymalne, zwykle sg rekrutowane do miejsc
przewlektego zapalenia, one rowniez moga ulega¢ przeksztatceniu w CAFs [119,120].
Rekrutowane ze szpiku kostnego mezenchymalne komorki macierzyste moga nabywac

cechy CAFs w odpowiedzi na stymulacje OPN lub TGFB1 [140,141].
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Rycina 4. Pochodzenie fibroblastow towarzyszgcych nowotworom. Opracowanie wlasne za pomocq Bioender, na podstawie [119].

4.1.4. Funkcje fibroblastow towarzyszacych nowotworom w rakach gruczohlu

sutkowego

Fibroblasty towarzyszace nowotworom, bedace najliczniejszg populacjg komorek stromy
raka gruczotu sutkowego, petnia wszechstronng role w progresji nowotworu [142].
Poprzez przebudowg ECM, promowanie tworzenia naczyn krwiono$nych, indukowanie
charakteru macierzystego komorek nowotworowych, ich proliferacji, migracji 1 inwazji
uczestniczg w opornosci na terapi¢ i wspierajg powstawanie przerzutow [143,144]. CAFs
mogg roéwniez modulowaé metabolizm w komorkach nowotworowych oraz
modyfikowaé przeciwnowotworowa odpowiedZz odpornosciowa poprzez interakcje
z otaczajagcymi komoérkami [145,146]. Dzialania te realizujg przy pomocy wydzielanych
zewnatrzkomorkowych czynnikow wzrostu, cytokin 1 egzosomow. Funkcje CAFs
w rakach gruczotu sutkowego podsumowano na Rycinie 5. Cecha charakterystyczng
CAFs, podobnie jak zdrowych fibroblastow, jest synteza i przebudowa ECM. W wyniku
aktywnos$ci oksydazy lizozylowej (LOX) 1 postepujacego sieciowania kolagenu,

skutkujgcego zwidknieniem tkanki, ECM ulega usztywnieniu [147]. Stymulowane przez
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komorki nowotworowe CAFs produkuja TNC [148], ktora blokuje wigzanie komorek
nowotworowych do fibronektyny poprzez syndekan-4, co skutkuje ostabieniem adhezji
komorek raka gruczolu sutkowego [148]. Wydzielany przez CAFs czynnik FGF2
aktywuje w komorkach raka gruczotu sutkowego ekspresje cykliny D, waznej dla
progresji cyklu komorkowego [149]. Zwloknienie tkanki, utrata adhezji, progresja cyklu
komorkowego promuja wzrost 1 przezycie komorek raka gruczotu sutkowego [147-149].

Funkeje fibroblastow towarzyszacych nowotworom

Promocja wzrostu || Synteza i remodeling Promocja fenotypu macierzystego
guza ECM komorek nowotworowych
Reprogramowanie Promocja Promowanie
metabolizmu TME angiogenezy opornosci na leczenie

Promocja inwazji i Modulacja przeciwnowotworowej
przerzutowania odpowiedzi immunologicznej

Rycina 5. Funkcje CAFs. Opracowanie wlasne.

CAFs moga promowaé wzrost raka gruczolu sutkowego réwniez dzigki wydzielaniu
szeregu innych czynnikoéw wzrostu, cytokin czy chemokin [142,150]. Stymulowane
aktywnos$cig LOX sieciowanie kolagenu moze prowadzi¢ do zwiekszonej kolonizacji
komorek raka gruczotu sutkowego w miejscach przerzutowania [147]. Uczestniczace
w degradacji ECM metaloproteinazy (MMPs) tworza rusztowanie dla migracji komorek
nowotworowych [151,152]. CXCL12, wydzielany w duzych ilosciach przez CAFs,
wzmaga w komorkach raka gruczotu sutkowego ekspresje markeréw fenotypu
mezenchymalnego — wimentyny lub N-kadheryny oraz zmniejsza ekspresje biatka
charakterystycznego dla fenotypu nabtonkowego — E-kadheryny [153,154]. Wedlug
Dvorak i wsp. CXCL12 prowadzi réwniez do rozpadu cytoszkieletu F-aktynowego,
skutkujgc zwigkszong mobilnoscig komorek raka gruczotu sutkowego [155]. Poza
proteoliza ECM MMPs moga uwalnia¢ aktywng form¢ TGF z ECM oraz inaktywowac
E-kadheryng [156]. Ponadto CAFs wydzielaja egzosmozy zawierajace microRNA (miR).
miR-21, miR-378e i miR-14 moga by¢ przeniesione z CAFs do komorek raka gruczotu
sutkowego, promujac w tych komoérkach fenotyp EMT [157]. Wspomniane procesy
promuja w komodrkach raka gruczotu sutkowego migracje, inwazj¢, wynaczynienie czy
proces EMT, lezace u podstaw przerzutowania [153,154]. Co wigcej, edukowane przez
CAFs makrofagi wydzielaja TGFf, dzigki ktoremu promuja migracje, inwazj¢ i EMT

w komorkach raka gruczotu sutkowego [158,159]. CAFs pelig réwniez istotng role
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w formowaniu niszy przedmetastatycznej w miejscu przerzutowania [160]. Poza
produkcja strukturalnych komponentéw ECM, takich jak kolegen czy fibronektyna,
CAFs produkujg biatka niestrukturalne, m.in. TNC 1 POSTN [161]. We wczesnym etapie
przerzutowania w raku gruczotlu sutkowego ER", POSTN rekrutuje MDSCs do miejsc
przerzutowania w ptucach, gdzie MDSCs kreujg immunosupresyjne mikro$rodowisko,
korzystne dla rozwoju przerzutow [162]. Bialka produkowane przez FAP™ CAFs
w miejscach przerzutowania - VEGF 1 TNC - zapewniajag komorkom nowotworowym
przezycie 1 sprzyjajace progresji powstawanie nowych naczyn krwionos$nych [163].
Co wigcej, dzigki wydzielanemu SDF-1 (CXCL12), CAFs rekrutuja progenitorowe
komorki $rodbtonka [164]. CAFs moga rowniez zwigksza¢ potencjal do angiogenezy
komorek s$rodbtonka [165]. Za§ edukowane przez CAFs makrofagi towarzyszace
nowotworom (TAMs) produkuja VEGF, dzigki ktoremu stymulujg angiogeneze
[158,159]. Ponadto POSTN aktywuje w naciekajacych komorkach nowotworowych
szlak Wnt, wazny dla utrzymania fenotypu macierzystego [166]. Wang i wsp.
zaobserwowali, ze medium zebrane znad hodowli CAFs stymuluje tworzenie
mammosfer w hodowlach linii raka gruczolu sutkowego MCF-7 [167]. Ponadto CAFs
zwigkszaja w komorkach nowotworowych ekspresj¢ ALDH i CD44 — markerow
charakteryzujacych CSCs [167]. Efekt ten wynika prawdopodobnie z wydzielanego przez
CAFs liganda chemokiny motywu C-C 2 (CCL2) i1 aktywowanego przez niego
w komorkach nowotworowych szlaku NOTCH1 [168]. Wydzielane przez CAFs
egzosomy zawierajace miR-21, miR-378¢ 1 miR-14 réwniez promuja macierzysty
charakter komorek raka gruczotu sutkowego [157]. Wedlug Su i wsp. populacja CAFs
CDI10'GPR77" poprzez utrzymywanie charakteru macierzystego komorek
nowotworowych moze promowa¢ chemiooporno$¢ raka gruczotu sutkowego [169].
Wedlug innych badan wydzielany przez CAFs FGF5 prowadzi do nabycia przez komorki
raka gruczotu sutkowego fenotypu CSCs i w konsekwencji opornosci na chemioterapig
[170]. Poprzez wigzanie si¢ ze swoim receptorem FGF5 moze aktywowaé HER?2,
prowadzac do opornosci na terapie skierowane przeciwko HER2 [171]. Ponadto ECM
moze stanowi¢ fizyczng bariere dla komorek odpornosciowych oraz dla transportu lekow
[172]. Oporno$¢ naterapi¢ moze by¢ rowniez rezultatem zmian zachodzacych
w metabolizmie CAFs i komoérek raka gruczotu sutkowego. Komorki raka gruczotu
sutkowego promujg w CAFs hipoksje, ktora prowadzi do degradacji kaweoliny 1 (CAV1)
[173]. Obnizenie poziomu CD36 1 CAV1 w CAFs stabilizuje czynnik indukowany

hipoksja 1 (HIF-la), prowadzac do przelaczenia metabolizmu z mitochondrialnej
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fosforylacji oksydacyjnej na tlenowg glikolize. CAFs zaczynaja korzystac z tzw. ,,efektu
Warburga” [174]. Co wiecej, wedtug Becker i wsp. zmiany metaboliczne wigzace si¢ ze
zwickszong aktywnoscig glikolityczng wynikaja ze zmian epigenetycznych
w kluczowym dla tego procesu HIF-la [175]. W wyniku ,,efektu Warburga” CAFs
wydzielaja duze ilosci mleczanoéw, cial ketonowych czy glutaminy. Produkty CAFs
dziataja jako parakrynne onko-metabolity 1 zasilaja tlenowy metabolizm
w mitochondriach komorek nowotworowych, co z kolei nazywane jest ,,odwrotnym
efektem Warburga” [120,176,177]. Wzajemne odzialywanie komorek nowotworowych
1 CAFs umozliwia biosyntez¢ nukleotydow, przyspieszajac proliferacje komorek
nowotworowych [118,178]. W odpowiedzi na duze ilo$ci produkowanych przez CAFs
cial ketonowych, pirogranianu 1 mleczanéw zwicksza si¢ aktywnos$¢ metaboliczna
w komorkach raka gruczolu sutkowego co moze przyczynia¢ si¢ do powstawania
opornosci na tamoksifen lub terapie celowane w receptor HER-2 [173,179].

Niektore populacje CAFs moga regulowaé przeciwnowotworowa odpowiedz
immunologiczng [158]. FAP" CAFs, dzieki wydzielaniu CXCL12, rekrutujg limfocyty T
CD4" CD25" a nastepnie indukujg ich roznicowanie w kierunku komorek regulatorowych
CD25'FOXP3", w rezultacie hamujgc funkcje efektorowe limfocytow T [172].
Wydzielane przez CAFs CCL2, CXCL12, CXCL16, IL-6 i TGFpB promuja rekrutacje
monocytow/makrofagow do TME oraz ich polaryzacj¢ do MDSCs i makrofagdéw typu
M2 [159,180-184]. Makrofagi, w TME okreslane czgsto jako TAMs, wykazuja ekspresje
PD-1 o aktywnosci immunosupresyjnej [159]. Za$, kierowane IL-6 i TGF generowanie
MDSCs, makrofagébw M2 i rekrutowanie limfocytow T regulatorowych odbywa si¢
kosztem réznicowania komoérek dendrytycznych [182,185].

Poza oméwionymi w tym rozdziale pronowotworowymi funkcjami CAFs nalezy
wspomnie¢ o pojawiajacych sie doniesieniach naukowych dotyczacych ich aktywnosci
przeciwnowotworowej. Ozdemir i wsp. wykazali, ze usuniccie komorek
aSMA-dodatnich ze §rodowiska mysiego raka trzustki przyspiesza progresje nowotworu
oraz zwigksza odsetek komorek CD4'Foxp3'Tre, indukujgc immunosupresje [186].
Ponadto Rhim i wsp. zaobserwowali, ze wyciszenie ekspresji bialka homologa sonic
hedgehog (Shh), istotnego dla generacji reaktywnej stromy bogatej w CAFs, zwigksza
agresywnos$¢ raka trzustki [187]. Inne obserwacje wskazuja, ze charakter
przeciwnowotworowy CAFs we wczesnych zmianach nowotworowych ulega zmianie
podczas progresji nowotworu i zwigkszajacego si¢ dostepu do czynnikéw wydzielanych

przez ztosliwe komorki guza [117,176,177].
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5. Wplyw witaminy D3 na fibroblasty

Fibroblasty, obok m.in. adipocytow i makrofagéw, stanowig najliczniejsza populacje
komorek tkanki tacznej 1 ich rolg jest wydzielanie sktadowych ECM — produkuja one
wszystkie jej komponenty — biatka strukturalne, adhezyjne i wypetniajaca przestrzen tzw.
istot¢ miedzykomorkowg zlozong z proteoglikandw i1 glikozaminoglikanéw. Podczas
postepujacego uszkodzenia tkanki fibroblasty ulegaja aktywacji, w wyniku ktorej
zaczynaja proliferowac, nabywaja zdolnosci kurczliwe 1 wydzielajg jeszcze wigksze
ilosci ECM. Nadmierna akumulacja macierzy zewnatrzkomoérkowej moze prowadzi¢ do
statego bliznowacenia i usztywnienia tkanki — nieodwracalnego zwtoknienia, ktore
prowadzi do dysfunkcji narzadu a nawet jego petnej niewydolnosci [124—126]. Witamina
D3 moze skutecznie przeciwdziata¢ wspomnianej reakcji. Wedlug pismiennictwa
kalcytriol hamuje aktywno$¢ miofibroblastow i szlaki sygnalowe zwigzane z TGFp1
[188—-190]. TGFpI jest gldéwnym aktywatorem proceséw fibroproliferacyjnych tak, jak
1 induktorem procesow EMT i EndEMT, dzi¢ki ktorym poza fibroblastami rezydualnymi,
waznym zrodlem miofibroblastow sg réwniez komorki nabtonka i srodbtonka [189,191].
Slominski i wsp., pracujac na ludzkich pierwotnych fibroblastach pochodzacych od
pacjentéw chorujacych na twardzing uktadowa, zaobserwowatl, ze kalcytriol hamuje
indukowang TGFP1 syntez¢ kolagenu i kwasu hialuronowego [192]. Zas wedlug
Tao i wsp. kalcytriol moze obniza¢ ekspresje aSMA 1 produkcje kolagenu indukowang
TGFB1 w miofibroblastach choroby zapalnej jelit [188]. Polipy nosa, poza nadmierng
proliferacja fibroblastéw i nadprodukcja sktadowych ECM, charakteryzuje reakcja
zapalna wynikajaca z akumulacji komorek zapalnych. Witamina D3 dziata na fibroblasty
polipéw nosa poprzez zahamowanie w nich produkcji cytokin prozapalnych, tj. IL-6
1 IL-8 [193]. Kalcytriol moze regulowac przebudowe $cian uktadu oddechowego poprzez
obnizenie poziomu kluczowej dla rozwoju astmy limfopoetyny zr¢gbu grasicy
w fibroblastach ptuc, biatka posredniczacego w aktywacji ekspresji kolagenu typu 1 oraz
MMP1 zaleznej od sygnatu Erk1/2 i STAT3 [194]. Za$ stymulacja analogiem kalcytriolu
- oksykalcytolem mysich fibroblastoéw skory moze zapobiec indukowanej IL-4, IL-13 lub
TGFp ekspresji kolagenu lal lub POSTN [195]. Ponadto réznicowanie fibroblastow
i komodrek s$rodbtonka (poprzez EndMT) do miofibroblastéw moze by¢é blokowane
poprzez zalezne od kalcytriolu zahamowanie szlaku SMAD?2 [196]. Wedtug Tsai i wsp.
kalcytriol moze ostabia¢ rozwdj widknienia mig$nia sercowego in vivo oraz obnizaé

ekspresje sktadowych ECM [196]. Zas wedtug Terao i wsp. oksakalcytol zapobiega
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rozwojowi widknienia w mysim modelu twardziny uktadowej [197]. Kalcytriol, poprzez
redukowanie odktadania si¢ ECM, tagodzi rozwdj zwldknienia watroby w modelach
szczurzych [198], jak 1 mysich in vivo [199]. Co wigcej, zastosowanie podan kalcytriolu
przed indukcjg wtoknienia moze niemalze catkowicie zapobiec rozwojowi tej patologii
[199]. Komorki gwiazdziste pelnig istotng role we widknieniu narzadow i stanowia zrodto
aktywowanych fibroblastow. Potter i wsp. zaobserwowali, ze stymulacja kalcytriolem
hamuje ekspresj¢ 1 produkcje kolagenu przez ludzkie komorki gwiazdziste aktywowane
TGFB1 [200]. Abramovitch i wsp. opisat zalezne od kalcytriolu zahamowanie proliferacji
pierwotnych komorek gwiazdzistych watroby stymulowanych PDGF, jak i zmniejszenie
ekspresji cykliny D1 istotnej dla progresji cyklu komoérkowego [198]. Za§ wedlug
Ding i wsp. aktywacja VDR przeciwstawia si¢ indukcji szlaku TGFB/SMAD, hamujac
ekspresje wielu genéw, m.in. MMPs, tkankowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMPs),
integryn oraz oksydazy lizylowej [199]. Witamina D3 i jej analogi majg réwniez
udokumentowane dziatanie w rozwoju §rédmigzszowego widknienia nerek [201-203].
Wedlug Tan i wsp. [201] oraz Arfian i wsp. [202] podania witaminy D3 lub jej
analogu - parykalcytolu chronig przed rozwojem widknienia nerek in vivo, co
zaobserwowano poprzez zmniejszenie objetosci $rodmigzszowej nerek, ograniczenie
odkladania si¢ kolagenu oraz zmniejszenie ekspresji fibronektyny i kolagenu typu 11 3
[201,202]. Podawanie myszom parykalcytolu skutkowalo réwniez zachowaniem
ekspresji E-kadheryny i obnizeniem poziomu aSMA, TGFB1, TGFR1 w kanalikach
nerek oraz ekspresji SNAIL1 w nerkach. Wedlug Tao i wsp. wlasciwa suplementacja
witaminy D3 moze zapobiega¢ réwniez rozwojowi choroby zapalnej jelit poprzez
ostabienie — zwigzanej z patogenezg tej choroby - produkcji ECM 1 kolagenu w jelitach
oraz poprzez obnizenie aktywacji miofibroblastow (obnizenie ekspresji TGFB1, cztonka
3 rodziny SMAD (SMAD3), ufosforylowanego SMAD3 (p-SMAD3), kolagenu typu 1)
[188].

Whioskujac na podstawie przedstawionych publikacji, witamina Ds i jej analogi hamuja
aktywacje miofibroblastow (poprzez wplyw na réznicowanie fibroblastow, komorek
nabtonka 1 $rodbtonka) [188,196], ograniczaja gromadzenie si¢ ECM (kolagenu,
fibronektyny, POSTN) [188,192,193,195,197,200], jej przebudowe (MMPs, TIMPs)
[194,199] oraz blokuja wydzielanie czynnikow prozapalnych (IL-6, IL-8) [193]
prawdopodobnie poprzez zaktocenie $ciezek sygnatowych, takich jak TGFB/SMAD,
Erk1/2 i STAT3 [188,194,199].
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6. Wplyw witaminy D3 na fibroblasty towarzyszace nowotworom

Fibroblasty towarzyszace nowotworom wedtug licznych doniesien naukowych pelnig
istotng role w kazdym etapie rozwoju i1 progresji nowotworu. Mimo to wplyw
witaminy D3 czy tez jej aktywnej biologicznie formy, kalcytriolu, na CAFs zostat
zbadany przez niewielu autoréw. Dotychczas publikacje opisaly dzialanie kalcytriolu lub
jego analogéw na CAFs raka trzustki [204-207], okreznicy [121,208] czy gruczotu
sutkowego [209-211].

Juz w 1995 1 1999 roku Lefebrve i wsp. [210] oraz Gache i wsp. [211] podjeli proby
zbadania wpltywu kalcytriolu na aktywno$¢ CAFs promujacg proliferacj¢ komorek
ludzkiego raka gruczolu sutkowego. Lefebrve i wsp. zaobserwowali, ze ko-hodowla
CAFs izolowanych z biopsji guza gruczotu sutkowego z komoérkami raka gruczolu
sutkowego (BT-20 lub MCF-7) stymuluje wzrost komorek nowotworowych, zas dodanie
kalcytriolu obniza proliferacj¢ komoérek nowotworowych nawet ponizej kontroli
komorek niestymulowanych kalcytriolem [210]. Gache i wsp. potwierdzili
zaobserwowane wczesniej zaleznosci [211]. Zaréwno kalcytriol, jak i jego analog EB
1089 zmniejszyty proliferacje komodrek raka gruczotu sutkowego MCF-7 stymulowang
medium kondycjonowanym (CM; zar6wno znad CAFs, jak 1 NFs), nawet ponizej kontroli
komorek niestymulowanych CM. Campos i wsp. podjeli si¢ zbadania wptywu kalcytriolu
na CAFs 1 NFs pochodzacych od tych samych pacjentek z naciekajacym rakiem
przewodowym gruczotu sutkowego [209]. Mimo ze kalcytriol reguluje obszerng grupe
genow wspdlnych dla tych obu populacji komorek, charakteryzuje je rézny profil
transkrypcyjny po stymulacji kalcytriolem. W przypadku CAFs kalcytriol reguluje az 123
geny o dzialaniu antyproliferacyjnym i1 przeciwzapalnym, mig¢dzy innymi zmniejsza
ekspresje¢ neureguliny 1 (NRG1), ptytkopochodnego czynnika wzrostu C (PDGFC), jak
1 biatka 5a z rodziny Wnt (WNT5A4) stymulujacych proliferacje komorek oraz zwigksza
ekspresj¢  fosfatazy aktywujacej kinaze biatkowa aktywowang mitogenami
(MAPKs) - DUSPI oraz inhibitora NF-kB — NFxBIA [209]. Wyniki przedstawione
w pracy Campos i wsp. dotycza wplywu niefizjologicznego st¢zenia Kkalcytriolu
(100nM); stosujac 0,5nM kalcytriol autorzy nie znalezli podobnych zaleznosci. Badaniu
temu rowniez brakowalo testow funkcjonalnych potwierdzajacych réznice
zaobserwowane podczas analizy ekspresji mRNA [209].

Ferrer-Mayorga i wsp. zaobserwowali pozytywng korelacje wysokiej ekspresji VDR

w komorkach CAFs ze wspotczynnikiem przezycia catkowitego u pacjentow z rakiem
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okreznicy [121]. Ponadto globalna analiza transkryptomu losowo wybranych par hodowli
pierwotnych CAFs i NFs stymulowanych 100nM kalcytriolem pozwolita na odkrycie
gendw regulowanych odmiennie przez kalcytriol. Autorzy wykazali, ze 21% genow
o zmienionej ekspresji jest wspdlna dla tych obu populacji: 53% wystepuje tylko u CAFs,
za$ 26% tylko u NFs — sugerujac, ze kalcytriol wykazuje dzialanie ogolne skierowane
zarbwno na NFs i CAFs, jak i specyficzne dla danego typu komoérek. Do gendow
regulowanych kalcytriolem nalezg gtownie geny kodujace sktadniki ECM oraz cytokiny
biorace udzial w procesach adhezji, r6znicowania i migracji komoérek, przebudowie
tkanek, odpowiedzi zapalnej oraz rozwoju naczyn krwionos$nych (indukcja ekspresji
CHRDLI (biatka podobnego do chordyny), NID2 (nidogen 2), SEMA3B (semaforyny
3B), TIMP3 (tkankowego inhibitora metaloproteinaz 3), CDS82, redukcja ekspresji
CCLI11 (liganda 11 chemokiny motywu C-C), CCLI13 (liganda 13 chemokiny motywu
C-C), S10044, CYTLI (bialka podobnego do cytokiny 1), CCL2). Dodatkowo
Ferrer-Mayorga i wsp. wykazali, ze kalcytriol hamuje zdolno$¢ fibroblastoéw (CAFs
1 NFs) do kontrakcji zelu kolagenowego (a zatem ich aktywacji) oraz parakrynnej
promocji migracji komorek nowotworowych. Przedstawione przez
Ferrer-Mayorga i wsp. dane wyraznie wskazuja na supresyjne dziatanie kalcytriolu na
fenotyp 1 aktywnos$¢ fibroblastow pochodzacych z tkanek zdrowych i guzéw [121].
W swoim kolejnych badaniach Ferrer-Mayorga i wsp. potwierdzili tg obserwacje
w przypadku miofibroblastow jelita grubego linii CDD-18Co oraz ludzkich pierwotnych
CAFs [208]. Kalcytriol hamowal proliferacj¢ imigracj¢ komodrek linii CDD-18Co
(miofibroblastow jelita grubego) oraz ich zdolno$¢ do kontrakcji zelu kolagenowego.
Stymulacja CDD-18Co za pomocg 100nM kalcytriolu pozwolita réwniez na okreslenie
szeregu gendw regulowanych przez kalcytriol, miedzy innymi 7/IMP3, OSRI (biatko
powigzane z nieparzystym pomijaniem 1), OSR2 (biatko powigzane z nieparzystym
pomijaniem 1), CPLX2 (kompleksyna 2), NKD1 (naga kutykula 1), NKD2 (naga kutykula
2), WNT16 (biatko 16 z rodziny Wnt), PDG (dehydrogenaza fosfoglukanianu), SLCO2B1
(cztonek rodziny transporterow anionéw organicznych 2B1 rozpuszczonego nosnika)
(stymulacja) 1 AMIGOZ2 (biatko indukowane amfoteryng), ANXAI (aneksyna 1)
(represja), uczestniczacych w procesach progresji nowotworu, inwazji, proliferacji,
migracji, apoptozy komorek nowotworowych czy przebudowywaniu tkanek.
Zaobserwowany wplyw kalcytriolu na migracj¢ fibroblastow 1 ekspresje wybranych
genow zostat potwierdzony na pierwotnych CAFs i NFs pochodzacych od pacjentow

chorujacych na raka okreznicy oraz na liniach komoérkowych fibroblastow réznego
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pochodzenia — BJ-hTERT (ludzkie fibroblasty napletka) i IMR-90 (ludzkie fibroblasty
ptuc) [208].

Pracujac na komorkach raka trzustki PANC-1 1 SW1990, Kong i wsp. zaobserwowali, ze
stymulacja kalcytriolem obniza w CAFs sekrecje egzosomow zawierajacych miR-10a-5p
o dziataniu promujacym migracje i inwazje [205]. Gorchs i wsp. zaobserwowali, ze
analog kalcytriolu, kalcypotriol, nie hamuje aktywacji CAFs raka trzustki, ale moze
ostabia¢ ich pronowotworowa aktywnosc¢ i regulowac¢ wptyw CAFs na limfocyty T [207].
Stymulacja kalcypotriolem wywierata inny wplyw na ekspresje markeréw aktywacji
(tj. aSMA 1 PDPN) w przypadku modelu 2D (obnizenie ekspresji mRNA oa-aktyny 2
(ACTA2) kodujacej aSMA, wzrost aSMA 1 PDPN na poziomie biatka) i 3D (brak wplywu
na ekspresj¢) oraz nie zmienita zdolnosci CAFs do kontrakcji zelu kolagenowego.
Kalcypotriol zredukowat proliferacje, migracj¢ CAFs oraz sekrecje pronowotworowych
czynnikow tj. IL-6, POSTN, prostoglandyny E2 i LIF. Ponadto analog witaminy Ds
zwigkszyt ekspresj¢ liganda receptora programowanej $mierci 1 (PD-L1) w CAFs, a jego
immunosupresyjne dziatanie na komorki CD4" i CD8 zostato poglebione w obecnosci
CAFs [207]. Przedstawione przez Gorchs i wsp. wyniki dotyczace wptywu witaminy D3
na aktywacj¢ CAFs sa przeciwstawne do wynikow Mukaiiwsp. [206] oraz
Sherman i wsp. [204], pracujacych na komorkach gwiazdzistych trzustki (PSCs)
- znanych prekursorow CAFs w nowotworach trzustki. Mukai i wsp. powigzat
zastosowanie przedoperacyjnej chemioradioterapii oraz niski poziom 25(OH)D3
w osoczu pacjenta z wysoka ekspresja aSMA, ktora z kolei korelowata z krétkim czasem
wolnym od przerzutow [206]. W PSCs wyprowadzonych od pacjentow z niskim
poziomem 25(OH)Ds i przedoperacyjng chemioradioterapig zaobserwowano znacznie
wyzszg ekspresje aSMA niz w PSCs pochodzacych od grupy pacjentow, ktorzy nie
przeszli leczenia lub mieli wysoki poziom witaminy D3. Stymulacja kalcytriolem in vitro
ostabita ekspresj¢ aSMA w aktywowanych napromieniowaniem PSCs oraz przywrocila
im zdolno$¢ wytwarzania kropli thuszczu, charakterystyczng cechg spoczynkowych
komorek gwiazdzistych [206]. Sherman i wsp. zaobserwowali, ze suplementacja myszy
kalcyportiolem wigze si¢ ze zmniejszong aktywacja stromy oraz zmniejszonym procesem
wloknienia, stanem poprzedzajagcym rozwoj raka trzustki [204]. Podania kalcypotriolu
wywolaly zmiane w ekspresji genéw bioragcych udziat w aktywacji PSCs (tj. bialtka
wigzacego kwasy tluszczowe 4 — Fabp4, markera stanu spoczynkowego tych komorek)
oraz poprawilty wewnatrzguzowe stezenie gemcytabiny 1 unaczynienie guza, zwigkszajac

skuteczno$¢ terapii. Stymulacja in vitro aktywowanych PSCs kalcypotriolem (100nM)
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skutkowatla obnizeniem proliferacji i aktywacji PSCs oraz zmianami w profilu ekspresji
gendw — zmniejszeniu ulegta ekspresja mRNA inhibitora angiogenezy - trombospondyny
1 (Thbsl) a zwickszeniu ekspresja jej induktora (Mmp9). Co wigcej, stymulacja
kalcypotriolem CAFs wyizolowanych z ludzkich guzow skutkowala obnizeniem
ekspresji aSMA w 24 na 27 wyizolowanych hodowli oraz przywrdceniem fenotypu
spoczynkowego (zdolno$ci do tworzenia kropli lipidow) w 19 hodowlach [204].
Sherman i wsp. pokazali, ze kalcypotriol indukuje wigzanie VDR do rejondow
promotorowych gendow zwigzanych z widkienkiem tkanek kosztem przytaczenia SMAD3
[204]. Co wigcej, medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem znaczaco zmienito
profil ekspresji genow komorek ludzkiego raka trzustki MIAPaCa-2 — obnizeniu ulegta
ekspresja genéw odpowiedzianych za proliferacje, przezycie, EMT i1 chemioopornos¢
[204].

Podsumowujac, witamina D3 (a wlasciwie kalcytriol lub jego analogi) moze wplywac¢ na
CAFs poprzez: (1) ostabienie aktywacji CAFs/PSCs (obserwowanej jako obnizenie
ekspresji aSMA, zdolnosci do kontrakcji zelu kolagenowego albo przywrocenie
spoczynkowego fenotypu PSCs) [121,204,206,208], (2) redukcje¢ ich potencjatu do
proliferacji 1 migracji [204,207,208], (3) hamowanie ich wtasciwos$ci promigracyjnych
i proinwazyjnych w komorkach nowotworowych [121,205,210,211], (4) obnizenie
chemioopornosci [204,206], (5) modyfikacje aktywacji 1 funkcji efektorowych
limfocytow T [207,209] czy tez (6) regulacje ekspresji genow odpowiadajacych za
procesy takie jak: adhezja, apoptoza, proliferacja, migracja, przebudowa ECM,

odpowiedz zapalna czy rozwoj naczyn krwiono$nych [121,204,208,209].
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Witamina D3 odgrywa istotng rol¢ w modulacji funkcji komorek nowotworowych
w procesach wzrostu, progresji i1 przerzutowania raka gruczotu sutkowego. Ma ona
réwniez duze znaczenie w modulacji aktywnosci fibroblastow towarzyszacych procesom
wioknienia. Mimo to rola witaminy D3 w modulacji funkcji fibroblastow towarzyszacych
nowotworom gruczotu sutkowego nie zostata do tej pory doktadnie wyjasniona, dlatego
tez celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto scharakteryzowanie wptywu witaminy D3
na fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu sutkowego. Aby zrealizowac ten cel,
wykorzystano: 1) myszy zdrowe oraz obarczone dobrze scharakteryzowanymi
komoérkami rakéw gruczotu sutkowego, karmione dieta o zrdznicowanej zawartosci
witaminy D3 i otrzymujace doustnie kalcytriol oraz 2) tkanki guzoéw pobrane od pacjentek

0 zr6znicowanym poziomie metabolitu witaminy D3 w osoczu.

BADANIA 7Z WYKORZSTANIEM MYSICH MODELI RAKA GRUCZOLU
SUTKOWEGO

Celem pierwszego etapu badan byta ocena wptywu deficytu lub suplementacji witaminy

D; wdiecie, a takze doustnego podawania aktywnego metabolitu witaminy D;
(kalcytriolu) na fibroblasty towarzyszace rakom gruczotu sutkowego. Posrednie cele

obejmowaly:

1. Izolacje 1 charakterystyke fibroblastow z guzow i1 pluc myszy obarczonych
komoérkami raka gruczotu sutkowego: 4T1, 67NR i E077 oraz z pluc myszy
zdrowych.

2. Ocene wplywu witaminy D3 na proces aktywacji ex vivo fibroblastow pochodzacych
z pluc myszy zdrowych szczepu BALB/c 1 C57BL/6.

BADANIA NA LUDZKICH TKANKACH RAKA GRUCZOLU SUTKOWEGO

Celem drugiego etapu byto okreslenie wptywu witaminy D3 na fibroblasty towarzyszace

rakom gruczotu sutkowego w zalezno$ci od poziomu witaminy D3, statusu

menopauzalnego pacjentek i obecno$ci przerzutow. Posrednie cele obejmowaty:

1. Izolacjg fibroblastéw z guzéw pacjentek i oceng poziomu biatek charakterystycznych
dla CAFs w $wiezo wyizolowanych komoérkach.

2.  Wyprowadzenie hodowli pierwotnych CAFs.
Ocene wptywu stymulacji kalcytriolem ex vivo na CAFs pacjentek o réznym statusie
menopauzalnym, poziomie witaminy D3 i obecno$ci przerzutow.

4. Ocen¢ wptywu CAFs stymulowanych kalcytriolem na wiasciwosci ludzkich
komorek raka gruczotu sutkowego z wykorzystaniem komorek linii MCF7
1 MDA-MB-231 in vitro.
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7. Odczynniki

Tabela 1. Odczynniki zastosowane w badaniach oraz ich pochodzenie.

Odczynniki

Pochodzenie

Przeciwciata do cytometrii (anty aSMA PE), przeciwciata do mikroskopii
fluorescencyjnej (anty FAP, drugorzedowe kozie anty-krolicze Alexa Fluor 488),
przeciwciata do Western-Blot (anty-CYP27B1, anty-CYP24A1)

Abcam, Cambridge, UK

TagMan™ Array Cards

Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, USA

Calf Bovine Serum (CBS)

ATCC, Manassas, USA

Etanol, H202, 10 mM TRIS, kwas octowy, methanol, paraformaldehyd

Avantor Performance Materials
Poland (dawniej POCH), Gliwice,
Polska

Izofluran

Baxter, Deerfield, Niemcy

Przeciwciato anty CD45 PerCp/CyS5.5,

BD Bioscinces, San Jose, USA

Anty-ludzkie przeciwciata do cytometrii (anty: CD31 BV-421, CD45 FITC,
EpCAM PE/Cy7, FSP1 PerCP/Cy5.5, PDGFRp APC, Podoplanina PE/Dazzle™
594), anty-mysie przeciwciata do cytometrii (anty: CD31 BV-421, CD90.2
PerCP/Cy5.5, EpCAM FITC, PDGFRB APC, Podoplanin PE-Cy7), bFGF,
Fixation Buffer, Human TruStain FcX, Intracellular Staining Perm Wash Buffer,
TGFp1, Mouse TruStain FcX,

BioLegend, San Diego, USA

4x Laemmli sample buffer, Quick Start Bio-Rad Protein Assay, BSA, iScript™
cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad, Hercules, USA

Zestawy ELISA:CXCL12, HGF

Biorbyt, Cambridge, UK

TEMED BioShop, Burlington, Kanada
Przeciwciato anty VDR Bioss Antibodies, Woburn, USA
Kalcytriol Cayman Chemical, Michigan, USA
DAPI, DyLight™ 554 Phalloidin Cell-Signaling, Danvers, USA
Ham’s F12 Corning, New York, USA

DMEM, HS (Horse Serum)

Gibco, New York, USA

eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780, SimplyBlue™ SafeStain,
SuperScript™ IV VILO Master Mix, Zestawy ELISA do oceny stezenia biatek w

lizatach: CCL-2, OPN, SDF-1, TGFB1, VEGF, Zestawy ELISA do oceny st¢zenia

biatek w supernatantach: CCL2, MMP9, TGFB1, TNC, Zymogram Developing
Buffer, Zymogram Renaturing Buffer

Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, USA

Primocin

InvivoGem, San Diego, USA

Membrany PVDF, NP-40

Merck, Darmstadt, Niemcy

Anti-Fibroblast MicroBeads

Miltenyi Biotec, Auburn, USA

Przeciwciato anty Tenascin C Alexa Fluor 700, przeciwciato anty vimentin

Novus Biologicals, Centennial,
USA

IM roztwor TRIS-HCI o pH=8,8, PBS, PBS Ca*" Mg?*, RPMI+HEPES, TBS,

TRIS-HCI o pH=8,8, TRIS-HCI 0 pH=6,8 Trypsyno-wersen o pH=8, woda MiliQ

PChO IITD, Wroctaw, Polska

Penicylina

Polfa Tarchomin S.A., Warszawa,
Polska

1 rzedowe przeciwciala poliklonalne przeciwko: OPN, IDO1, TIMP1 i TGFf1

Proteintech, Rosemont, USA

DNAse I

Roche, Basel, Szwajcaria

1I rzgdowe przeciwciatlo monoklonalne IgG-HRP, monoklonalne przeciwciato
anty B-actin (C4) HRP

Santa Cruz Biotechnology., Dallas,
USA

Accutase solution, akrylamid/bis-akrylamid , Aminokwasy, APS, BSA,
Collagenase from Clostridium histolyticum, DMSO, EDTA, EGFh, Fetal Bovine

Serum (FBS), glukoza, hydrokortyzon, inhibitory fosfataz 2 i 3, inhibitory proteaz

kwas p-kumarynowy, insulina, , kwas trichlorooctowy, L-glutamina, luminol,
MMP2, MMP9, pirogronian sodu, Red Blood Cell Lysing Buffer Hybri-Max™,

RIPA, streptomycyna, Sulforodamina B, toksyna cholery, TRI Reagent, Triton X-

100, trypan Blue, Tween 20, woda DEPC,

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Fetal Bovine Serum (FBS) HyClone, RPMI Medium 1640—GlutaMAX, standard

mas (Page Ruler)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Pasza AIN67

ZooLab, Sedziszow, Polska

Direct-zol™ RNA Miniprep

ZYMO RESEARCH, Tustin, CA,
USA
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8. Linie komorkowe

Do badan in vivo zostaly wykorzystane mysie komorki linii nowotworowych — 4T1,
67NR, E0771, do badan in vitro, poza wspomnianymi liniami, wykorzystano rowniez
komorki linii ludzkiego raka gruczotu sutkowego MCF-7 1 MDA-MB-231 (zebrane
w tabeli 2). Wszystkie te linie stanowig cz¢$¢ kolekcji linii komérkowych Instytutu

Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Tabela 2. Charakterystyka komorek raka gruczolu sutkowego zastosowanych w eksperymentach.

Nazwa linii ~ Charakterystyka Pochodzenie linii

Linia komorkowa mysiego raka gruczotu sutkowego
wyprowadzona z myszy szczepu BALB/c; model
nowotworu przerzutujacego, zwierzgcy model IV
stopnia zaawansowania ludzkiego raka gruczolu
sutkowego typu podstawnego, potrdjnie ujemnego
(negatywne barwienie na ERa, PR, ErbB2/neu)

Linia komérkowa mysiego raka gruczolu sutkowego,
wyprowadzone z tego samego nowotworu co linia 4T1,
model nowotworu  nieprzerzutujagcego,  model
ludzkiego raka gruczotu sutkowego o charakterze
luminalnym B (ERa-dodatni, PR-ujemny,
ErbB2/neu-ujemny) [212]

4T1 ATCC, Rockville, USA

Barbara Ann Karmanos
Cancer Institute, Detroit,
USA

67NR

Podarunek od Dr. Andreas
Moaller (School of Medicine,

E0771

Linia komoérkowa mysiego raka gruczolu sutkowego
wyprowadzona z myszy szczepu C57BL/6, model
nowotworu stabo przerzutujacego, zwierzecy model
ludzkiego raka gruczotu sutkowego luminalnego B
(ERa-ujemny, PR-dodatni, ErbB2-dodatni) [213]

University of Queensland;
Tumour Microenvironment
Laboratory, QIMR
Berghofer Medical Research
Institute,
Herston,Queensland,
Australia)

MCF-7

Linia komoérkowa ludzkiego raka gruczotu sutkowego,
wyprowadzona w 1970 roku od 69-letniej pacjentki
rasy kaukaskiej. Model raka gruczotu sutkowego typu
luminalnego A (ERoa- dodatni, PR-dodatni, HER2-
ujemny)

ECACC, Salisbury, UK

MDA-MB-
231

Linia komdrkowa ludzkiego raka gruczotu sutkowego,
wyprowadzona od S51-letniej pacjentki rasy bialej.
Model potrojnie ujemnego raka gruczotu sutkowego
[214]

ATCC, Rockville, USA

Komorki linii nowotworowych hodowano w mediach hodowlanych wtasciwych dla dane;j
linii (zebrane w tabeli 3) na plastikowych szalkach o $rednicy 10 cm (Sarstedt,
Niimbrecht, Niemcy) w inkubatorze zapewniajacym odpowiednie warunki - 37°C,
wilgotna atmosfera 1 5% CO,. Pasaze wykonywano przy pomocy roztworu Trypsyno-

wersenu o pH=8 (PChO IITD, Wroctaw, Polska), gdy hodowle osiagaty 80-90%
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konfluencji powierzchni naczynia hodowlanego. Zywotno$é komorek okreslano przy

uzyciu kamery Biirkera i roztworu Trypan Blue (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).

Tabela 3. Sktad medium hodowlanych dla poszczegdlnych hodowli komorkowych.

Nazwa linii lub

hodowli
pierwotnej

Sklad medium hodowlanego

4T1

RPMI 1640 - GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
10% FBS HyClone (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
3.5g/L glukozy (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

ImM pirogronianu sodu (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100pg/mL streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska)

67NR

DMEM (Gibco, Grand Island, New York, USA)

10% CBS (ATCC, Manassas, USA)

2,0mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

1% aminokwasow (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100pg/mL streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska)

E0771

DMEM (Gibco, Grand Island, New York, USA)

10% FBS HyClone (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
2,0mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100pg/mL streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska)

NFs

DMEM (Gibco, Grand Island, New York, USA)

10% FBS HyClone (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
4,0mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

1% aminokwasow (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100pg/mL streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100 U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska)

CAFs

Ham's F12 (Corning, New York, USA)

5% FBS (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

5% HS (Gibco, Grand Island, New York, USA)

10pg/ml insuliny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

0,5pg/ml hydrokortyzonu (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
0,05ug/ml toksyny cholery (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
20ng/ml EGFh (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

100pg/mL streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska)
Ing/ml bFGF (BioLegend, San Diego, USA)

10ul/5Sml medium Primocin (InvivoGen, San Diego, USA)

MCF-7

Ptyn Eagle’a (PChO IITD, Wroctaw, Polska)

10% FBS (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

2,0mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

1% aminokwasow (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

8ug/ml insuliny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

100pg/mL streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska)

MDA-MB-231

RPMI+HEPES (PChO IITD, Wroctaw, Polska)

10% FBS (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)

2,0mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100pg/mL streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
100U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska)
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9. Zwierzeta doswiadczalne

Badania in vivo zostaly przeprowadzone na 6-8 tygodniowych samicach myszy szczepow
wsobnych BALB/c oraz C57BL/6, wazacych 20-25g. Myszy, zakupione od Charles River
Laboratories (Sulzfeld, Niemcy), byly utrzymywane w warunkach 12-godzinnego cyklu
dobowego dzien/noc ze stalym dostgpem do paszy i wody w Zwierze¢tarni
Doswiadczalnej IITD PAN we Wroctawiu. Wszelkie procedury i czynno$ci
pielegnacyjne wykonywano w warunkach aseptycznych. Wszystkie eksperymenty na
zwierzetach zostaty przeprowadzone za zgoda I Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierz¢tach we Wroctawiu (nr uchwaly 66/2018) oraz zgodnie
z Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady nr 2010/63/EU na temat ochrony zwierzat
laboratoryjnych wykorzystywanych do celéw naukowych.
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10. METODY
10.1. BADANIA NA MATERIALE POCHODZACYM OD MYSZY
10.1.1. Badania in vivo

Badania in vivo zostaty szczegdétowo opisane w opublikowanym w 2020 roku artykule
Anisiewicz i wsp. [77]. Podczas trwania catego eksperymentu in vivo myszy BALB/c oraz
C57BL/6 karmiono pasza AIN67 (ZooLab, Sedziszoéw, Polska) o okreslonej zawartosci
witaminy Ds: kontrolna ilo$¢ witaminy Ds; (1000I1U/kg paszy), nadmiar (5000IU/kg
paszy) lub niedobdér witaminy D3 (100IU/kg paszy). Po 6 tygodniach diety (dzien
0 eksperymentu) oraz potwierdzonej réznicy w poziomie metabolitow witaminy D3
w osoczu myszy migdzy grupami [77], cze$¢ myszy zostato zaszczepione ortotopowo
komérkami nowotworowymi: 4T1 (10* komérek/mysz) i 67NR (2x10° komorek/mysz)
w przypadku myszy szczepu BALB/c, E0771 (5x10* komérek/mysz) w przypadku myszy
C57BL/6. Siedem dni po zaszczepieniu (dzien 7 eksperymentu) cze¢$§¢ myszy
otrzymujacych pasz¢ z zawarto$cig kontrolng (1000IU) 1 z niedoborem witaminy D3
(100IU) zostata poddana dodatkowemu traktowaniu kalcytriolem (1pg/kg masy ciata,
bezposrednia administracja za pomocg sondy do zotadka; Cayman Chemical, Michigan,
USA), podawanie kalcytriolu kontynuowano 3 razy w tygodniu. Dnia 23 (myszy
C57BL/6) lub 28 (myszy BALB/c) zakonczono eksperyment in vivo - myszy znieczulono
buprenorfing (0,1 mg/kg masy myszy) 1 uspiono za pomocg izofluranu (Baxter, Deerfield,
Niemcy), w gltebokim uspieniu pobrano krew i usmiercono przez dyslokacje kregow
szyjnych. Celem dalszych analiz pobrano i zabezpieczono tkanki guza, watroby, nerek

1 pluc. Schemat eksperymentu in vivo przedstawia Rycina 6.

Inokulacja komorek raka
gruczotu sutkowego

67NR -
Eutanazja

2 Rozpoczecie 23/28 dni po
BALB/c  * 4T1 E0771L Eoldah' : transplantacji
Ly = alcytriolu )
4 ) . Izolacja
2-3 tygodnie

Stygadnt Fiont 4 = 4 fibroblastow z
C57BL/6 diety 10001U, 50001U lub 1001U kontynuacji diety kontynuacji diety guzéw i puc
— Wyisciowe grupy:
4 LS. + 10001U « 100U
« 1000lU+cal =+ 100lU+cal
Zdrowe myszy « 50001V

Rycina 6. Schemat eksperymentu in vivo. Opracowanie wilasne przy pomocy BioRender.
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10.1.1.1. Analiza poziomu wybranych bialek w lizatach z guzow za pomoca

testOw immunoenzymatycznych ELISA
10.1.1.1.1. Przygotowanie lizatow z guzow

Zebrane podczas sekcji tkanki guza przeznaczono do izolacji fibroblastow (opis
w kolejnych rozdziatach) i do analiz ekspresji bialka za pomoca testow ELISA. Kawatek
tkanki mrozono w cieklym azocie i1 przechowywano w temp. -80°C. Celem
przygotowania lizatow, tkanki rozmrazano na lodzie, wazono oraz przenoszono do
probowek z kulkg do homogenizacji, do ktérej dodawano bufor lizujacy RIPA
z koktajlem inhibitoréw fosfataz 2 i 3 oraz inhibitorow proteaz (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA). Probki dwukrotnie homogenizowano mechanicznie za pomocg
homogenizatora FastPrep®-24 Instrument (MP Bio-medicals, Santa Ana, USA) wedtug
programu: 5Sm/s, 30 s. Probki inkubowano na lodzie przez 30 minut, nast¢pnie wirowano
w temp. 4°C przez 10 minut (10 000 % g). Supernatanty zebrano do nowych probdéwek
typu eppendorf. Tak przygotowane lizaty przechowywano w temp. -80°C. Do oznaczenia
stezenia biatka w lizatach komdrkowych wykorzystano zestaw Quick Start™ Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, USA), ktory opiera si¢ na metodzie kolorymetryczne;j
Lowry’ego. Do wyznaczenia stezenia postluzono si¢ krzywa wzorcowa albuminy
surowicy wolowej (BSA) (Bio-Rad, Hercules, USA). Krzywa zostala przygotowana
poprzez szereg 2-krotnych rozcienczen biatka o st¢zeniu 2mg/ml (6 punktow krzywej
w zakresie stezen 0-2 mg/ml). Do pomiaru lizaty rozcieficzano 50-krotnie w roztworze
RIPA. Standard biatkowy oraz probki naniesiono w Sul w dwdch powtorzeniach
technicznych na plytke 96-dotkows. Do kazdego dotka dodano 25ul odczynnika A’
(przygotowanego wedtug reguly — na kazdy 1ml odczynnika A odpowiada 20ul
odczynnika S), nastepnie 200ul odczynnika B. Ptytke inkubowano 15 minut w ciemnosci,
a nast¢gpnie dokonano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 650nm za pomoca czytnika

plytek BioTek™ Synergy™ H4 Hybrid i oprogramowania Gen5.
10.1.1.1.2.  Testy ELISA

Testy ELISA wykonano zgodnie z instrukcja producentow, naktadajac réwne ilosci
bialka dla kazdej proby. W tabeli 4 przedstawiono zastosowane testy ELISA, ich numery

katalogowe i producentow.
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Tabela 4. Lista zestawow ELISA wykorzystanych do analizy poziomu bialtek w lizatach 7 mysich guzow.

Analizowane bialko Nr katalogowy Producent
CCL2 88-7391-88 Invitrogen, Carlsbad, USA
OPN EMSPP1 Invitrogen, Carlsbad, USA
SDF-1 EMCXCL12 Invitrogen, Carlsbad, USA
TGFp1 BMS608 Invitrogen, Carlsbad, USA
VEGF EMVEGFACL Invitrogen, Carlsbad, USA

CCL2 — ligand chemokiny 2, OPN — osteopontyna, SDF-1 — czynnik-1 pochodzenia zr¢gbowego, TGFp1 - transformujqcy czynnik
wzrostu 1, VEGF — czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego

Wartosci stezen bialek w lizatach obliczono z zastosowaniem rdwnania krzywej

wyznaczonej w programie CurveExpert 1.4.
10.1.1.2. Izolacja fibroblastow z tkanek

Pobrane w dniu sekcji tkanki guza i pluc przetransportowano w medium dla NFs ze
Zwierzetarni  do  Laboratorium Doswiadczalnej Terapii  Przeciwnowotworowe;.
Wszystkie dziatania na tkankach zostaty wykonane w warunkach sterylnych komory
laminarnej. Tkanka zostata przeniesiona na 6-centymetrowg plastikowa szalke (Sarstedt,
Niimbrecht, Niemcy) irozdrobniona mechanicznie przy uzyciu skalpela i1 pesety
chirurgicznej na fragmenty wielkosci okoto 1mm. Tak przygotowana tkanka zostata
zawieszona w roztworze PBS z jonami wapnia i magnezu (PBS Ca?" Mg?*; PChO IITD,
Wroctaw, Polska) oraz enzymami: Kolagenaza IV (1mg/ml; Collagenase from
Clostridium histolyticum; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) i DNaza I (1mg/ml; Roche,
Basel, Szwajcaria), a nastgpnie umieszczona w piecu hybrydyzacyjnym w temperaturze

37°C z lekkim wytrzasaniem na okres 1 godziny.
10.1.1.2.1.  CAFs

Strawione fragmenty guza zostaly przepuszczone przez sitko filtracyjne o wielko$ci
poréw 70um (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuenster, Austria) oraz przeptukane PBS
z surowicg (2% FBS; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA). Zawiesina komoérek zostata
zwirowana w temp. 4'C, 350 x g przez 10 minut. Po odwirowaniu supernatant odrzucono
a osad komorek zostal zawieszony w 1ml buforu do lizy erytrocytow (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA), proboéwke z zawiesing wytrzasano przez 1 minute, ponownie
zawieszono w PBS z surowicg 1 odwirowano. Supernatant odrzucono, osad komérkowy
zawieszono w Sml §wiezego PBS z surowicg. Zawiesiny komorek z trzech myszy z tej
samej grupy potaczono i okreslono zywotno$¢ komorek przy uzyciu kamery Biirkera
i roztworu Trypan Blue (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), nastgpnie wykorzystano do
separacji CAFs.
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10.1.1.2.1.1.  Separacja magnetyczna

CAFs zostaly wyseparowane za pomoca separacji magnetycznej z wykorzystaniem
przeciwcial Anti-Fibroblast MicroBeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), zgodnie
z instrukcja producenta. Osad komoérek po odwirowaniu (10 minut, 300 x g, 4°C)
zawieszono w odpowiedniej ilosci buforu do separacji (70ul na kazde 107 komorek) —
PBS pH 7.2, 0.5% bovine serum albumin (BSA; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), 2
mM EDTA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) — i przeciwciata blokujacego anty
CD16/CD32 (1pl na kazde 10° komorek; TruStain FcX, BioLegend, San Diego, CA,
USA). Inkubowano 10 min w temp. 4°C w celu zablokowania fragmentow Fc
przeciwcial. Nastepnie do zawiesiny dodano kulki magnetyczne optaszczone
przeciwcialami (Anti-Fibroblasts Microbeads, 20ul na kazde 107 komorek) i tak
przygotowane probki pozostawiono na 30 minut w ciemno$ci, w temperaturze pokojowe;j.
Po inkubacji do komérek dodano Iml buforu do separacji, odwirowano (warunki jak
wyzej), zlano supernatant zawierajacy nadmiar przeciwcial i zawieszono w 1ml §wiezego
buforu do separacji. Kolumny LS (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) umieszczono na
statywie separatora MACS (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) i aktywowano
przeptukujac je 1ml buforu do separacji, nastepnie na kolumne natozono przygotowane
zawiesiny komorek z przeciwciatami. Po przej$ciu catosci zawiesiny przez kolumne,
kolumng przeptukano naktadajac kolejng porcj¢ buforu do separacji (3ml). Czynnos¢
powtorzono jeszcze dwukrotnie. Nastgpnie kolumny umieszczono w sterylnej probowce
10ml, uzupetiono Sml buforu do separacji 1 zawarto$¢ kolumny (komoérki przytaczone
za pomocg sity magnetycznej) wycisnigto do probowki. Wyseparowane komorki
odwirowano (10 minut, 300 x g, 4°C), osad komorek zawieszono w Iml buforu do
separacji. CAFs zostaty policzone przy uzyciu kamery Biirkera i roztworu Trypan Blue
1 przeznaczone do dalszych analiz takich jak analiza fenotypu i czystosci za pomocg

cytometrii przeplywowej.
10.1.1.2.2.  Fibroblasty pluc

Strawione zawiesiny komorek ptuc kilkukrotnie przepipetowano celem rozdzielnia
agregatow komorek, odwirowano (7 minut, 4°C, 540 x g) i zawieszono w medium dla
mysich fibroblastow pluc (w dalszej cze$ci pracy okreslane jako NFs, skiad
przedstawiony w tabeli 3). Proces powtdrzono dwukrotnie celem pozbycia si¢ resztek

enzymow wykorzystanych do trawienia tkanki. Po ostatnim wirowaniu komorki
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zawieszono w surowicy (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) z 10% DMSO
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) i zamrozono dla dalszych eksperymentow.

10.1.1.3. Analiza fenotypu CAFs i NFs myszy obarczonych nowotworami za

pomoca cytometrii przeplywowe;j.

CAFs zostaly poddane analizie cytometrycznej bezposrednio po separacji. NFs myszy
obarczonych nowotworami zostaly rozmrozone i policzone celem analizy fenotypu NFs.
Komérki w liczbie 3x10*-5x10* zawieszono w 100ul PBS z przeciwciatem eBioscience™
Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (0,1ul na probke; Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, USA) i inkubowano w temp. 4°C przez 30 minut celem odrzucenia
z analizy martwych komorek. Po inkubacji komérki odwirowano (7 minut, 4°C, 350 x g)
w buforze do cytometrii (PBS z 2% FBS) i1 zawieszono w objetosci 100ul tego buforu
z odpowiednimi  przeciwciatami, przedstawionymi w tabeli 5. Barwienie
zewnatrzkomorkowe przeprowadzono w temp. 4°C przez 30 minut. Celem barwienia
wewnatrzkomorkowego komoérki utrwalono za pomoca Fixation Buffer (500ul na
probke; BioLegend, San Diego, USA) przez 20 minut w ciemnosci i temperaturze
pokojowej. Po inkubacji 1 odwirowaniu buforu zastosowano 1x Intracellular Staining
Perm Wash Buffer (BioLegend, San Diego, USA) w trzykrotnym wirowaniu (500ul na
probke, 7 minut, temperatura pokojowa, 350xg). Barwienie markerow
wewnatrzkomorkowych przeprowadzono w 1 x Intracellular Staining Perm Wash Buffer.
Probki inkubowano z przeciwcialami anty o-SMA przez 30 minut w ciemnos$ci
1 temperaturze pokojowej. Odwirowane komodrki zawieszono w 200ul buforu do
cytometrii, odczytano za pomocg cytometru BD LSR Fortessa i oprogramowania Diva
V8.0.1 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Dla mysich CAFs wykonano cztery
powtorzenia - zawiesiny komorek z trzech myszy z tej samej grupy potaczono jeszcze
przed separacja. Dla mysich NFs wykonano 6 powtérzen — dla NFs pochodzacych od 6
myszy. Dla kazdego z analizowanych biatek odczytano median¢ fluorescencji. Mediang

fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli izotypowe;.
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Tabela 5. Zastosowane markery do analizy fenotypu fibroblastow mysich. Wykorzystane przeciwciata, pochodzenie i producent.

Przeciwciala zastosowane do barwienia mysich CAFs

. Skoniugowany Lokalizacja Pochodzenie Producent
Biatko . . R .
barwnik komorkowa przeciwciala przeciwciala
aSMA PE Wewnatrzkomorkowa krolicze abcam
CD31 BV-421 Zewnatrzkomodrkowa szczurze BioLegend
CD90.2 PErCP/Cy5.5 Zewnatrzkomorkowa Szczurze BioLegend
EpCAM FITC Zewnatrzkomorkowa szczurze BioLegend
PDGFRp APC Zewnatrzkomoérkowa szczurze BioLegend
PDPN PE-Cy7 Zewnatrzkomoérkowa Cho‘?“k. BioLegend
syryjski
TNC Alexa Fluor 700 Zewnatrzkomorkowa mysie NovusBio
Przeciwciala zastosowane do barwienia mysich NFs
. Skoniugowany Lokalizacja Pochodzenie Producent
Biatko . . . .
barwnik komorkowa przeciwciala przeciwciala
aSMA PE Wewnatrzkomorkowa krolicze abcam
CD31 BV-421 Zewnatrzkomoérkowa szczurze BioLegend
CD45 PErCP/Cy5.5 Zewnatrzkomodrkowa szczurze BD Biosciences
EpCAM FITC Zewnatrzkomorkowa szczurze BioLegend
PDGFRp APC Zewnatrzkomoérkowa szczurze BioLegend
PDPN PE-Cy7 Zewnatrzkomoérkowa chomlk BioLegend
syryjski
TNC Alexa Fluor 700 Zewnatrzkomorkowa mysie .NOV}]S
Biologicals

aSMA — a-aktyna miesni gladkich, CD31 - antygen roznicowania komorkowego 31, CD90.2 - antygen réznicowania komorkowego
90.2, EpCAM - czgsteczka adhezji komorek nabtonka, PDGFRp - — receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu alfa/beta, PDPN —

podoplanina, TNC — tenascyna C
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10.1.2. Badania ex vivo

NFs wyizolowane z ptuc myszy zdrowych (traktowanych wedle schematu na Rycinie 6)
poddano po drugim pasazu stymulacji ex vivo przy pomocy TGFB1 lub medidéw
kondycjonowanych (CM) znad komorek rakow gruczotu sutkowego 4T1, 67NR 1 EO771.
Schemat eksperymentu ex vivo przedstawia Rycina 7.

P | ntionovs G

[ +50% 471 cM | [ + 50% 67NR CM /

NFs myszy
szczepu BALB/c

24hw
S medium bez
P % Kontrola 77
| | / \ / \ / n
— | ( [ \
NFs myszy \ ‘ A )
szczepu C57BL/6 \\ / $ : [+ 50% E0771 OM

L )
T

1 72h stymulacji

Zebranie materiatu do dalszych analiz:

« Analizy wybranych biatek typowych dla CAFs
+ Analizy ekspresji VDR i FAP

« Analizy ekspresji wybranych genow

Rycina 7. Schemat eksperymentu ex vivo. Opracowanie wiasne przy pomocy BioRender.

10.1.2.1. Stymulacja NFs za pomocg TGFB1 i mediéw kondycjonowanych

zebranych znad hodowli komodrek nowotworowych
10.1.2.1.1.  Przygotowanie mediow kondycjonowanych

Komoérki nowotworowe (4T1, 67NR, E0771) hodowano w odpowiednich dla nich
mediach hodowlanych (sktad opisany w tabeli 3). Po osiggni¢eciu konfluencji komorki
delikatnie przeptukano roztworem PBS i medium wlasciwe zastapiono potowa objetosci
medium bez surowicy (media odpowiednie dla danej linii pozbawione surowicy). Po 24
godzinach medium kondycjonowane (CM) zostato zebrane, odwirowane (7 minut, 4°C,
400 x g) 1 nalozone na hodowle NFs (pasaz 2) w stosunku 1:1 z medium dla NFs celem

72-godzinnej stymulacji.
10.1.2.1.2.  Hodowla i stymulacja NFs

Fibroblasty ptuc myszy zdrowych z kazdej grupy rozmrozono i wysiano w 10ml medium
dla NFs na szalki o $rednicy 10 cm. Hodowle utrzymywano w inkubatorze
zapewniajagcym odpowiednie warunki - 37°C, wilgotna atmosfera 1 5% CO..
Po osiaggnigciu konfluencji rownej lub wiekszej niz 60% NFs przeniesiono na szalki
o §rednicy 15cm — medium zdjgto, szalke z komoérkami przeplukano delikatnie
roztworem PBS i zalano 1ml roztworu trypsyno-wersenu o pH=8 (PChO IITD, Wroctaw,

Polska). Pozostawiono w temp. 37°C na czas okolo 15-20 minut, nastgpnie zdj¢to
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komorki przy uzyciu medium dla NFs. Okreslono Zzywotno$¢ komorek i wysiano catos¢
na nowe szalki w 15ml medium (pasaz 1). W drugim pasazu komorki wysiano w liczbie
3x10° komorek na dotek plytki 6-dotkowej do hodowli komérkowych i po 2,5x10°
na dotek ptytki 96-dotkowej do immunofluorescencji (Falcon® 96-well Black/Clear Flat
Bottom TC treated Imaging Microplate; Corning, New York, USA). Po 24 godzinach,
kiedy komorki przykleity si¢ do podtoza, medium znad komorek zostalo zmienione na
media do stymulacji: (1) Medium kontrolne - medium dla NFs z 2 % FBS zamiast 10%
FBS, (2) medium kontrolne z 10ng/ml TGFB1 (763102, BioLegend, San Diego, CA,
USA), (3) CM znad 4T1, (4) CM znad 67NR, (5) CM znad E0771. Dla stymulacji NFs
pochodzacych od myszy BALB/c zastosowano media (1), (2), (3) i (4), dla NFs
pochodzacych od myszy C57BL/6 - (1), (2), (5). Po 72-godzinnej stymulacji zbierano
komorki do nastgpujacych analiz: badanie ekspresji bialek FAP i VDR za pomoca
immunofluorescencji, bialek specyficznych dla CAFs za pomoca cytometrii

przeplywowej oraz badanie ekspresji wybranych gendéw przy pomocy real-time PCR.
10.1.2.1.3. Analiza fenotypu NFs za pomocg cytometrii przeplywowe]

Barwienie oraz analiza wynikow zostala przeprowadzona tak jak opisano w rozdziale

10.1.1.3.
10.1.2.1.4.  Analiza poziomu biatek VDR 1 FAP metoda immunofluorescencji

Celem oceny poziomu VDR i1 FAP za pomocg intensywnos$ci fluorescencji bialek,
komorki hodowano na plytkach 96-dotkowych (Falcon® 96-well Black/Clear Flat
Bottom TC treated Imaging Microplate; Corning, New York, USA). Po 72-godzinne;j
stymulacji TGFB1 i mediami kondycjonowanymi, komorki przeptukano roztworem PBS
1 utrwalono w roztworze 4% paraformaldehydu (Avantor Performance Materials Poland,
Gliwice, Polska) w PBS przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie po
trzykrotnym delikatnym przeptukaniu komorek roztworem PBS komorki, tylko te
przeznaczone do barwienia VDR, permeabilizowano za pomocg 0,25% roztworu Triton
X-100 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j.
Komoérki ponownie przeptukano (3 razy po 5 minut) roztworem PBS i natozono na
wszystkie dotki roztwor 1% BSA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) w PBST (roztwor
PBS z 0,1% Tween 20; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) celem zablokowania
niespecyficznych miejsc wigzania przeciwcial. Po blokowaniu natozono przeciwciata

pierwszorzedowe rozcienczone w roztworze blokujacym (1% BSA w PBST),
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przeciwcialo anty-VDR  (bs-2987R, Bioss Antibodies, Woburn, MA, USA)
w rozcienczeniu 1:100 i przeciwciato anty-FAP (ab28244, 1:500, abcam, Cambridge,
UK) w rozcienczeniu 1:500 — 1 inkubowano przez noc w temp. 4°C. Barwienie
drugorzedowe, uprzedzone plukaniem roztworem PBS (3 razy po 5 minut),
przeprowadzono przy uzyciu koziego anty-kroéliczego przeciwciata skoniugowanego
z Alexa Fluor 488 (ab150077, abcam, Cambridge, UK) w rozcienczeniu 1:300 przez
okres jednej godziny. Preparat ponownie przeptukano roztworem PBS (3 razy po 5 minut)
1 dzieki zastosowaniu DAPI (rozcienczenie 1:1500 w PBS; 3mM stock; Cell-Signaling,
Danvers, TX, USA) i roztworu Phalloidin (rozcienczenie 1:100 w PBS; DyLight™ 554
Phalloidin, Cell-Signaling, Danvers, MA, USA) wybarwiono jadra oraz aktyne. Po 15
minutach inkubacji z roztworem DAPI i Phalloidin komérki kilkukrotnie przeplukano
roztworem PBS i1 wizualizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym Olympus IX81
(Olympus, Warszawa, Polska) dzieki oprogramowaniu CellSense (Olympus, Warszawa,
Polska). Intensywno$¢ fluorescencji na zdjeciach zostala oceniona z zastosowaniem
oprogramowania ImageJ wedtug opublikowanego protokotu [215]. Dzigki pomiarom
fluorescencji interesujacych obiektow oraz tta obliczono intensywno$¢ fluorescencji
VDR i FAP wedtug nastepujacej formuty:
CTCF = Integrated Density — (Area of selected cell X Mean fluorescence of background
readings)
10.1.2.1.5.  Analiza ekspresji mRNA za pomocg real-time PCR

Celem oceny ekspresji wybranych gendéw (tabela 6), komorki hodowano na ptytkach
6-dotkowych zgodnie z opisem w rozdziale 10.1.2.1.2. Po 72-godzinnej stymulacji
TGFBI i mediami kondycjonowanymi, powierzchni¢ komoérek przeplukano roztworem
PBS i komorki zebrano w 1ml odczynnika TRI Reagent (Sigma Aldrich, Saint-Louis,
USA). Materiat zebrano niezaleznie od 4 myszy z kazdej grupy. Probki przechowywano

w temp. -80°C.
10.1.2.1.5.1. Izolacja RNA

Izolacja RNA zostata wykonana z wykorzystaniem zestawu Direct-zol™ RNA Miniprep
(ZYMO RESEARCH, Tustin, USA) zgodnie z instrukcjg producenta. Lizaty komorkowe
w TRI Reagent uzupetniono taka samg objetoscig 99,8% etanolu (Avantor Performance
Materials Poland, Gliwice, Polska). Nastepnie na kolumny umieszczone w proboéwkach
naniesiono 700ul zawiesiny, zwirowano (14 000 x g, 30 s) a objetos¢, ktora przeptyneta

wyrzucono. Ponownie naniesiono zawiesing komorek 1 odwirowano, proces powtorzono
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do momentu zwigzania calo$ci materialu na kolumnie. Nastgpnie na kolumny,
przeniesione do nowych probdéwek, naniesiono 400ul RNA Wash Buffer i zwirowano
(14 000 x g, 30 s). Przygotowano roztwor DNase I (na kazdg kolumne Sul DNase I
(6U/ul) 1 75ul DNA Digestion Buffer), naniesiono na kolumne i inkubowano przez
15 minut w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji naniesiono na kolumny
po 400ul Direct-zol RNA PreWash iodwirowano (14 000 x g, 30 s). Czynnos$¢
powtorzono jeszcze raz. Nastepnie naniesiono na kolumny po 700ul RNA Wash Buffer,
zwirowano przez 1 minut¢ (14 000 x g). Celem elucji RNA, kolumny przeniesiono do
probéwek typu eppendorf, uzupetniono 25ul DNase/RNase-Free Water i zwirowano
(2 minuty, 14 000 x g). Probéwki z RNA przeniesiono na 16d. Przechowywano w temp.

-80°C.
10.1.2.1.5.2.  Synteza cDNA

Stezenie RNA w probkach mierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Synteze¢ ¢cDNA wykonano za pomoca
1Script™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, USA). Polagczono: matryce cDNA (do
Ing), wode (do 15ul), 1ul iScript Reverse Transcriptase 1 4ul 5x iScript Reaction Mix,
krotko zwirowano. Odwrotng transkrypcje przeprowadzono w termocyklerze Veritii
9902 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) za pomoca programu: 5 minut w 25°C,
20 minut w 46°C 1 1 minut w 95°C. Zsyntetyzowane cDNA przechowywano

w temp. -20°C do dalszych analiz.
10.1.2.1.5.3. Real-time PCR

Mieszaning reakcyjng przygotowano z cDNA (50ng/reakcje), 2x TagMan™ Gene
Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), wody DEPC
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) oraz starteréw dla odpowiednich genéw zebranych
w tabeli 6. Kazda probke naktadano w dwoch powtorzeniach technicznych na ptytke
96-dotkowa typu fast. Reakcje przeprowadzono w aparacie ViiA™ 7 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wedlug programu: 40 cykli, w temp.
95°C przez 15s, w temp. 60°C przez 60s. Otrzymane wyniki opracowywano
w oprogramowaniach QuantStudio™ Real-Time PCR Software oraz ExpressionSuite
Software (oba Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) za pomoca metody
poréwnawczej AACt. Ekspresje gendw oceniano wzgledem kontroli niestymulowane;j

z grupy 1000IU.
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Tabela 6. Zastosowane sondy do analizy ekspresji genéw w komdrkach fibroblastow ptuc myszy zdrowych stymulowanych TGFf1
oraz mediami kondycjonowanymi znad komdrek nowotworowych.

NAZWA GENU NAZWA SONDY

Gapdh Mm99999915 gl
KONTROLE EDOGENNE Rps27a MmO1180369 gl
Sppl Mm00436767 ml
Mmp9 Mm00442991 ml
GENY BADANE Acta? MmO01546133 ml
Vdr Mm00437297 ml

Gapdh - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, RPS27a - podjednostka 40S rybosomalnego biatka S27a, Spp1 — wydzielana
fosfoproteina, Mmp9 — metaloproteinaza 9, Acta? — a-aktyna 2, Vdr — receptor witaminy D
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10.1.3. Badania in vitro

10.1.3.1. Badanie wplywu NFs stymulowanych TGFB1 na proliferacje¢

komorek nowotworowych i ich potencjal do tworzenia kolonii
10.1.3.1.1. Przygotowanie medium kondycjonowanego (CM) znad fibroblastow

Hodowle i stymulacjg¢ fibroblastow pluc myszy zdrowych prowadzono zgodnie z opisem
przedstawionym w rozdziale 10.1.2.1.2. Celem przygotowania CM, fibroblasty kazdej
grupy niestymulowane i stymulowane TGFB1 glodzono przez 24 godziny w medium bez
surowicy. Po 72 godzinach stymulacji powierzchni¢ komorek delikatnie przeptukano
roztworem PBS i zalano 1ml medium NFs bez surowicy (na dotek ptytki 6-dotkowej). Po
24 godzinach medium zebrano do probowek, odwirowano i w mniejszych porcjach

przechowano w temp. -80°C.

10.1.3.1.2.  Ocena wptywu medium kondycjonowanego znad NFs na proliferacje

komorek nowotworowych metoda SRB

Komorki nowotworowe linii 4T1, 67NR 1 EO771 wysiano na ptytki 96-dotkowe (Sarstedt,
Niimbrecht, Niemcy) w obje¢tosci 100ul/dotek oraz liczbie 750 komorek/dotek
(7,5x10%/ml, 4T1), 1500 komorek/ dotek (1,5x10%ml, 67NR) oraz 1000 komorek/dotek
(10%/ml, E0771). Po 24 godzinach, kiedy komorki sie przykleity, natozono po 100ul CM
(znad fibroblastow wszystkich grup stymulowanych i1 niestymulowanych TGFB1): znad
fibroblastow myszy szczepu BALB/c na 4T1 i 67NR i szczepu C57BL/6 na E0771. Tak
przygotowane hodowle utrzymywano w standardowych warunkach hodowli
w inkubatorze. Po 72 godzinach wykonano test SRB celem okre§lenia zywotnos$ci
komorek. Test wykonano w minimum trzech niezaleznych powtorzeniach. Test SRB
opiera si¢ na zdolnosci Sulforodaminy B (SRB) do wigzania biatek komorkowych.
Po zakonczonym czasie inkubacji na komoérki naniesiono po 50ul na dotek zimnego 50%
roztworu kwasu trichlorooctowego (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA) celem wytracenia
si¢ biatek komoérkowych. Po 1 godzinie inkubacji w temp. 2-8°C, dotki przeptukano
5-krotnie wodg i1 natozono po 50ul roztworu 0,1% roztworu sulforodaminy B (Sigma
Aldrich, Saint-Louis, USA) rozpuszczonej w 1% kwasie octowym (POCH, Gliwice,
Polska). Po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej nadmiar barwnika
odptukano 5-krotnie 1% kwasem octowym. Plytki osuszono, dotki uzupetniono 150ul
10mM roztworu TRIS (POCH, Gliwice, Polska) i pozostawiono na 30 minut celem

catkowitego rozpuszczenia barwnika. Absorbancje¢ roztworéw w dotkach odczytano przy
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dlugosci fali 540nM za pomoca czytnika ptytek BioTek™ Synergy™ H4 Hybrid
i oprogramowania Gen5 (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, USA). Zywotnos¢

komorek obliczono za pomoca nastepujacego wzoru:

_ . ) Ab — Am
zywotnos$ci komorek (%) = [(m) * 100]

Gdzie:
Ab — warto$¢ absorbancji dla komorek inkubowanych z etanolem lub kalcytriolem,
Ak — warto$¢ absorbancji dla komorek nietraktowanych

Am — warto$¢ absorbancji dla tta (medium hodowlanego).

10.1.3.1.3. Ocena wplywu medium kondycjonowanego znad NFs na potencjat do

tworzenia kolonii przez komorki nowotworowe

W celu przeprowadzenia testu klonogennego komorki nowotworowe stymulowano
medium znad fibroblastow stymulowanych i niestymulowanych TGFB1 przez 72
godziny. Nastepnie komorki raka gruczotu sutkowego 4T1, 67NR 1 EO771 wysiano celem
obserwacji tworzenia przez nie kolonii. Komorki nowotworowe wysiano na phytki
6-dotkowe w liczbach: 1,5x10* (4T1), 5x10* (67NR) i 7x10* (E0771) komorek na dotek
w objetosci 1ml medium wiasciwego dla linii komérkowej. Po 24 godzinach natozono na
dotki po 1ml CM. Przygotowano roéwniez kontrol¢ nietraktowang — komorki danej linii
nowotworowej niestymulowane zadnym CM. W taki sposob przygotowane hodowle
stymulowano 72 godziny. Po tym czasie stymulowane komoérki nowotworowe zdjgto
z powierzchni naczynia dzieki zastosowaniu roztworu trypysno-wersenu, policzono
1 wysiano po 50 (4T1 1 E0771) lub 100 komoérek (67NR) na phytki 6-dotkowe w 4ml
medium wilasciwego dla danej linii komoérkowej. Dotki ptytki 6-dotkowej przed
nalozeniem komorek przeptukiwano wtasciwym dla danej linii medium. Po uplynigciu
10 dni wykonano barwienie. Powierzchni¢ komorek przeptukano roztworem PBS,
nastepnie zalano 0,5% fioletem krystalicznym (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) po
500ul na dotek. Po godzinie barwienia fiolet zebrano z dotkéw. Dotki ptukano woda
wielokrotnie, do catkowitego wyptlukania barwnika. Ptytki pozostawiono do
wyschnigcia. Klony liczono recznie. Zdjgcia ptytek wykonano prywatnym aparatem
fotograficznym. Testy wykonano za kazdym razem w dwoch powtorzeniach
technicznych w 3 niezaleznych eksperymentach. Liczbe klonéw normalizowano
wzgledem kontroli nietraktowanej — kazdg warto$¢ dzielono przez $rednig liczbe klonow

w kontroli nietraktowane;j.
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10.2. BADANIA NA MATERIALE POCHODZACYM OD PACJENTEK

Badania na materiale ludzkim zostaly przeprowadzone dzigki wspodtpracy z Centrum
Choréb Piersi Dolnoslgskiego Centrum Onkologii, Pulmonologii 1 Hematologii
(DCOPiH). Eksperymenty na pozyskanych tkankach zostaty przeprowadzane za zgoda
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu (nr uchwaty
603/2018 oraz 855/2019). Pacjenci przed przystapieniem do badania zostali zapoznani
z jego zatozeniami i przebiegiem oraz podpisali formularz §wiadomej zgody pacjenta.
W badaniu wzi¢li udziat pacjenci z rozpoznaniem raka gruczotu sutkowego, ktérzy nie
byli poddani systemowej terapii przedoperacyjnej. Zebrano nast¢gpujace dane kliniczne:
wiek/rok urodzenia, status menopauzalny, cigze (ilo$¢, data ostatniej cigzy), waga
1 wzrost (do oceny BMI), suplementacja witaminy D3 (lub jej brak), antykoncepcja
hormonalna (lub jej brak), choroby towarzyszace (cukrzyca, choroby tarczycy),
przyjmowane leki, stosowane uzywki (alkohol, papierosy), obecne mutacje genow
zwigkszajace ryzyko zachorowania na raka gruczotu sutkowego. Tkanki nowotworowe
zostaly pobrane podczas zabiegu operacyjnego przez chirurga 1 patologa po
zabezpieczeniu materiatu do rutynowego badania histopatologicznego preparatu
pooperacyjnego. Krew od zakwalifikowanych do badania pacjentek pobierano do
probowek S-Monovette EDTA (Sigmed, Cisek, Polska) w przeddzien operacji. Pacjentki
zostaly rozdzielone na grupy w oparciu o ich cechy kliniczne, tj. status menopauzalny,
poziom metabolitu witaminy D3 (25(OH)Ds3) oraz obecno$¢ przerzutow. Status
menopauzalny pacjentek zostat okreslony na podstawie analizy poziomu hormonu
folikulotropowego (FSH) — poziom FSH wyzszy niz 25,8 mIU/ml pozwalat na
przyporzadkowanie pacjentki do kategorii ,,po menopauzie”. Dla utatwienia analizy
pacjentki zostaly podzielone w oparciu o stezenie 25(OH)D3; w osoczu wytacznie na dwie
grupy: poziom >30 ng/ml - optimum, <30 ng/ml - deficyt. Do oceny obecno$ci
przerzutow brano pod uwage obecno$¢ przerzutow w weztach chtonnych regionalnych
(parametr N 1, 2, 3 w skali TNM), obecno$¢ przerzutéw odlegltych (parametr M skali
TMN). Sumaryczny wynik tych parametrow kategoryzowat pacjentki na dwie grupy:

brak przerzutow i przerzuty obecne.
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10.2.1. Analiza poziomu wybranych bialek w lizatach z guzow za pomoca techniki

Western-blot
10.2.1.1. Przygotowanie lizatow z guzow

Fragmenty tkanki nowotworowej (okoto 1g tkanki) umieszczono w probowce z medium
dla CAFs (bez bFGF) i przetransportowano do Laboratorium Do$wiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej. Niewielki fragment tkanki guza zabezpieczano, mrozono
w ciektym azocie 1 przechowywano w temp. -80°C. Przygotowanie lizatow oraz

oznaczenie stezenia biatka wykonano zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale

10.1.1.1.1.
10.2.1.2. Western-blot

Rozdziat elektroforetyczny bialek przeprowadzono w warunkach denaturujacych
na samodzielnie  przygotowanych  10%  Zelach  poliakryloamidowych.  Zele
(zageszczajacy 1 rozdzielajacy) zostaly przygotowane poprzez zmieszanie odczynnikow
przedstawionych w tabeli 7. Jako ostatnie do roztworu zostaty dodane APS oraz TEMED.
Przygotowang mieszaning roztworu zelu rozdzielajacego ostroznie naniesiono mig¢dzy
szkietka umocowane w kasecie do przygotowywania zeli. Niezwlocznie na roztwor zelu

nawarstwiono wod¢ MiliQ celem wyréwnania zelu oraz odciecia dostepu powietrza.

Tabela 7. Spis odczynnikow i ich objetosci niezbednych do przygotowania 10% Zelu poliakryloamidowego.

Objetos¢
Nazwa odczynnika ] ] Producent
Zel rozdzielajacy  Zel zageszczajacy
bufor TRIS-HCI1 o pH=8,8
(45,5¢ TRIS, 1g SDS) 3,75ml - PChO IITD, Wroctaw, Polska
bufor TRIS-HCI o pH=6,8
(15,1 ¢ TRIS, 1 g SDS) - 1,25ml PChO IITD, Wroctaw, Polska
30% roztwor mieszaniny . . . .
akrylamid/bis-akrylamid 2,5ml 0.325ml Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA
(37,5:1)
Woda MiliQ 1,25ml 0,9ml PChO IITD, Wroctaw, Polska
10% APS 3750l 2501 Slgma-AldrggASamt Louis,
TEMED 7,5ul Sul BioShop, Burlington, Kanada

Gdy zel spolimeryzowal, po okoto 30 minutach, wode zlano i na zel rozdzielajacy
nawarstwiono mieszaning zelu zageszczajacego. Natychmiast w zelu umieszczono
15-dotkowy grzebyk celem utworzenia studzienek. Po spolimeryzowaniu szkietka
z zelami umieszczono w aparacie do elektroforezy, zalano 1x buforem do elektroforezy
(10x stezony bufor o sktadzie: 144g glicyny, 30g TRIS, 10g SDS na 1000ml wody MiliQ)
1 wyciagnieto grzebyki. Zawiesiny biatka (po 50ug biatka na studzienk¢) mieszano z 4x

Laemmli sample buffer (Bio-Rad, Hercules, USA) w stosunku 1:3, uzupetniano
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roztworem RIPA do réwnej objetosci i gotowano przez 5 minut w temp. 99°C.
Schtodzone probki oraz 4pl standardu mas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
nanoszono na studzienki na zelach. Elektroforezg przeprowadzono przy statym napieciu
pradu (100V przez 20 minut, 120V do konca) oraz zmiennym nat¢zeniu (ustawionym na
wartos$¢ 0,6A) do momentu siggni¢cia przez barwnik dolnego konca zelu. Elektroforeza
zostata przeprowadzona dzieki zastosowaniu aparatu do elektroforezy Mini Protean®
Tetra Cell i zasilacza PowerPac" HC High-Current Power Supply (oba Bio-Rad,
Hercules, USA). Celem przeprowadzenia transferu zele uwolniono z szybek, wycigto
1 ptukano w buforze do transferu (o sktadzie: 7,2g glicyny, 1,51g TRIS, 100ml metanolu
(Avantor, Gliwice, Polska) oraz 400ml wody MiliQ) przez 15 minut. Membrany PVDF
o wielko$ci porow 0,45um (Merck, Darmstadt, Niemcy) aktywowano poprzez ptukanie
kolejno w metanolu, wodzie MiliQ i buforze do transferu. Bibuly ptukano przynajmnie;j
15 minut w buforze do transferu. W aparacie do transferu (Trans-blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell, Bio-Rad, Hercules, USA) zlozono ,kanapke” wedlug nastepujacej
kolejnosci (zaczynajac od anody): bibuta, membrana PVDF, zel, bibula. Przylozono
katode, zapewniono chlodzenie poprzez umieszczenie lodu oraz przeprowadzono
potsuchy transfer w nastepujacych warunkach: 60 minut, 25V, stale nat¢zenie 0,3A. Po
zakonczonym transferze membrany natadowane biatkiem blokowano przez okres
godziny w 5% roztworze odttuszczonego mleka w proszku w 0,1% TBST (tzw. bufor
blokujacy, TBS + Tween 20 (PChO IITD, Wroctaw, Polska i Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA)) z lekkim kotysaniem. Nast¢pnie membrany trzy-krotnie przeptukano w roztworze
0,1% TBST przez okoto 5 minut. Na membrany naniesiono po S5ml kroliczych
anty-ludzkich/mysich przeciwcial rozcienczonych w 0,5% roztworze buforu
blokujacego. Inkubowano w temp. 4°C przez noc. Wykaz zastosowanych przeciwciat,

ich rozcienczen i producentdéw przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Spis przeciwcial zastosowanych w analizie poziomu biatka w lizatach guzow pacjentek metodq Western-blot, ich
producenci i zastosowane rozcienczenia.

Celowane bialko Rozcienczenie Producent
OPN 1:1000 Proteintech, Rosemont, USA
TGFp1 1:500 Proteintech, Rosemont, USA

OPN — osteopontyna, TGFf1 — transformujqcy czynnik wzrostu 8 1

Nastepnego dnia membrany wyjeto z lodéwki aby osiagnely temperature pokojowa,
nastepnie 3-krotnie ptukano po 5 minut w roztworze 0,1% TBST. Inkubowano przez
1 godzing z anty-kroliczym monoklonalnym przeciwciatem drugorzedowym IgG-HRP

rozcienczonym 1:10 000 w 0,5% roztworze blokera (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
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USA). Ponownie ptukano 3-krotnie. Do odczytu zastosowano metode ECL. Na kazda
membrang bezposrednio przed odczytem naktadano mieszaning sktadajaca si¢ z 2,25ml
wody MiliQ, 250ul 1M roztworu TRIS-HCI o pH=8,8 (PChO IITD, Wroctaw, Polska),
12,5ul luminolu, 5ul kwasu p-kumarynowego (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) oraz
2,5ul 30% roztworu H>O2 (Avantor, Gliwice, Polska). Odczytu chemiluminescencji
dokonywano przy pomocy aparatu ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, Hercules,
USA). Po odczycie membrany ponownie ptukano w 0,1% TBST wedlug wczesniej
opisanego schematu oraz inkubowano 1 godzin¢ z monoklonalnym przeciwciatem
przeciw B-aktynie (anty-B-actin (C4) HRP, 1:5 000, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
USA), stanowigcej kontrol¢ zatadowania. Membrany odplukiwano i odczytywano
metodg ECL. Analiz¢ densytometryczng wykonano w oprogramowaniu Imagel. Wyniki

normalizowano wzgledem poziomu B-aktyny.
10.2.2. 1zolacja CAFs z tkanki guza

Fragmenty tkanki nowotworowej (okoto 1g tkanki) umieszczono w probowce z medium
dla CAFs (bez bFGF) i przetransportowano do Laboratorium Do$wiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej. Nastepnie tkanka zostala przeniesiona na szalke 6-centymetrowg
z medium do trawienia (RPMI, 5% FBS, 5% HS, 4mM L-glutaminy, 2,5g/1 glukozy,
ImM pirogronianiu, 1% aminokwasow, 0,1mg/ml streptomycyny i 100U/ml penicyliny)
1 mechanicznie rozdrobniona przy uzyciu skalpela 1 pgsety chirurgicznej na fragmenty
wielkosci okoto 1mm. Rozdrobniong tkanke przeniesiono do probowki 10ml
1 zawieszono w 4ml medium z enzymami: kolagenaza IV (1mg/ml) i DNaza I (Img/ml),
nastgpnie proboéwke umieszczono w piecu hybrydyzacyjnym w temperaturze 37°C
z lekkim wytrzasaniem na okres kilkunastu godzin (trawienie przez noc). Strawiona
tkanka zostata przefiltrowana przez sitko filtracyjne o wielkosci porow 70uM
1 przeptukana roztworem PBS z surowicg. Zawiesing komorek zwirowano (4°C, 350 x g,
7 minut), osad komodrek zawieszono w 5Sml roztworu PBS z surowicg i obliczono liczbe

komorek w zawiesinie przy pomocy Trypan Blue.
10.2.2.1. Separacja magnetyczna

Calg zawiesing komodrek ponownie zwirowano 1 przeprowadzono separacj¢ magnetyczng
komoérek nowotworowych zgodnie z instrukcja producenta (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA). Komorki zawieszono w odpowiedniej ilosci buforu do separacji (300ul na

kazde 5x107 komorek) i przeciwciata blokujacego anty CD16/CD32 (1ul na kazde 10°
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komorek, Human TruStain FcX, BioLegend, San Diego, USA). Po 10 minutach inkubacji
w temperaturze pokojowej, do zawiesiny dodano kulki magnetyczne oplaszczone
przeciwcialami anty-CD326 (EpCAM; 100ul na kazde 5x107 komorek) i pozostawiono
na 30 minut w temperaturze 2-8°C. Zawiesing przeciwciat uzupeiniono 1ml buforu do
separacji, cato§¢ zwirowano (10 minut, 300 x g, 4°C) i osad komorek zawieszono w 1ml
swiezego buforu do separacji. Kolumny MS (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA)
umieszczono na statywie separatora MACS (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA)
1 aktywowano przeptukujac je 1ml buforu do separacji, nastepnie na kolumne natozono
przygotowane zawiesiny komorek z przeciwciatami. Po przejsciu cato$ci zawiesiny przez
kolumng, kolumne przeptukano naktadajac kolejng porcje buforu do separacji (500ul).
Czynno$¢ powtorzono jeszcze dwukrotnie. Nastepnie kolumny umieszczono w sterylne;j
probowce 10ml, uzupelniono 1ml buforu do separacji i zawartos¢ kolumny (komorki
przylaczone za pomoca sily magnetycznej) wycisnigto do probowki. Wyseparowane
komorki nowotworowe zawieszono w 500ul medium hodowlanego o sktadzie: Ham's
F12 (Corning, New York, USA), 5% HS (Gibco, Grand Island, New York, USA), 5%
FBS, 10ug/ml insuliny, 0,5ug/ml hydrokortyzonu, 0,05ug/ml toksyny cholery, 20ng/ml
EGFh, 100pg/mL streptomycyny (wszystko Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) i 100
U/mL penicyliny (Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska). Komorki wysiano na ptytke
24-dotkowa do hodowli komorkowych. Komorki te zostalty poddane dalszym analizom,
ktore nie wchodza w zakres niniejszej rozprawy doktorskiej. Z frakcji negatywnej
wyseparowano CAFs. Komorki zawieszono w odpowiedniej ilo$ci buforu do separacji
(80ul na kazde 107 komorek), dodano kulki magnetyczne optaszczone przeciwcialami
(Anti-Fibroblasts Microbeads, 20ul na kazde 107 komorek) i tak przygotowane probki
pozostawiono na 30 minut w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, do
komorek dodano 1ml buforu do separacji, odwirowano (10 minut, 300 x g, 4°C), zlano
supernatant zawierajacy nadmiar przeciwciatl i zawieszono w 1ml $wiezego buforu do
separacji. Separacje przeprowadzono zgodnie z opisem przedstawionym dla komorek
nowotworowych. Komorki policzono, 3-5x10* komorek na probke przeznaczono na
oceng czystosci separacji, reszt¢ komorek wysiano na ptytke 24-dotkowag w 500ul

medium dla CAFs (sktad przedstawiony w tabeli 3).
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10.2.2.2. Ocena czystosci separacji za pomocg cytometrii przeplywowej

Barwienie zostato przeprowadzone zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 10.1.1.3.

Zastosowane przeciwciata zebrano w tabeli 9.

Tabela 9. Zastosowane markery do analizy fenotypu ludzkich CAFs. Wykorzystane przeciwciata, pochodzenie i producent.
Przeciwciala zastosowane do barwienia ludzkich CAFs

Biatko Skoniugowany Lokalizacja Pochodzenie Producent
barwnik komorkowa przeciwciala przeciwciala

aSMA PE Wewnatrzkomoérkowa kroélicze abcam
CD31 BV-421 Zewnatrzkomorkowa mysie BioLegend
CD45 FITC Zewnatrzkomorkowa mysie BioLegend
EpCAM PE/Cy7 Zewnatrzkomorkowa mysie BioLegend
FSP1 PerCP/Cy5.5 Zewnatrzkomoérkowa mysie BioLegend
PDGFRp APC Zewnatrzkomorkowa mysie BioLegend
PDPN PE/Dazzle™ 594 Zewnatrzkomoérkowa szczurze BioLegend
TNC Alexa Fluor 700 Zewnatrzkomodrkowa mysie NovusBio

aSMA — a-aktyna migsni gladkich, CD31 - antygen roznicowania komorkowego 31, CD45 - antygen roznicowania komorkowego 435,
EpCAM - czgsteczka adhezji komorek nablonka, FSP1 — biatko specyficzne dla fibroblastow, PDGFRp - — receptor plytkopochodnego
czynnika wzrostu alfa/beta, PDPN — podoplanina, TNC — tenascyna C
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10.2.3. Badania ex vivo
10.2.3.1. Pasazowanie CAFs

Po osiggnigciu 80-90% konfluencji CAFs przeniesiono na butelk¢ hodowlang Cell+
(Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy). Pasaz wykonano przy pomocy roztworu trypsyno-
wersenu o pH=8. Powierzchni¢ komorek przeptukano roztworem PBS, nastepnie
roztworem trypsyny i inkubowano kilka minut w inkubatorze w temp. 37°C. Komorki
zdjeto w medium dla CAFs. Zywotno$¢ komorek policzono przy pomocy roztworu
Trypan Blue i kamery Biirkera. Komérki zawracano na hodowle w liczbach 0,5-1x10°
komorek oraz wysiewano do testow zgodnie z opisem przedstawionym w kolejnych
rozdziatach. Testy na komodrkach prowadzono w medium dla CAFs pozbawionym
Primocin. Ze wzgledu na pojawiajace si¢ w hodowlach CAFs komorki nowotworowe
podjeto proby oczyszczania zanieczyszczonych hodowli zgodnie z protokotem tzw.
zroznicowanej trypsynizacji zwykle stosowanej w celu odrzucenia fibroblastow
zhodowli komoérek nowotworowych [216]. Protokdt zréznicowanej trypsynizacji
wykorzystuje roznice w czasie odklejania si¢ komoérek od powierzchni naczynia
w obecnosci roztworu trypsyno-wersenu. CAFs potrzebujag w tym celu zaledwie 1-2
minut, natomiast komorki nowotworowe niekiedy ponad 10 minut inkubacji w roztworze

trypsyno-wersenu.

10.2.3.2. Ocena ekspresji wimentyny w CAFs za pomoca metody

immunofluorescencji

Celem oceny ekspresji wimentyny w cytoplazmie CAFs za pomoca pomiaru
intensywnosci fluorescencji bialek znakowanych przeciwcialami, komérki hodowano na
ptytkach 96-dotkowych (Falcon® 96-well Black/Clear Flat Bottom TC treated Imaging
Microplate; Corning, New York, USA) w liczbie 0,5-2,5x10* komorek w objetosci 200ul
na dotek. Po 72 godzinach przeprowadzono barwienia z zastosowaniem procedury
opisanej w rozdziale 10.1.2.1.4. Komoérki permeabilizowano. Do barwienia
wykorzystano krolicze przeciwcialo przeciw wimentynie w rozcienczeniu 1:500
(NBP1-31327, Novus Biologicals, Centennial, USA). Zastosowano to samo przeciwciato

drugorzedowe co w przypadku analiz NFs pochodzacych z puc myszy.
10.2.3.3. Badanie wrazliwosci CAFs na kalcytriol metoda SRB

Komorki wysiano na ptytke 96-dotkowa (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy) w objgtosci
100ul i liczbie 2x10%/dotek. Po 24 godzinach na komorki naniesiono kolejne 100ul
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medium z badanym zwigzkiem — kalcytriolem do uzyskania koncowego st¢zenia
w zakresie 1000 - 1nM. Ponadto wykonano takze kontrol¢ rozpuszczalnika — etanolu
w zakresie stezen odpowiadajacych ich zawartosci w naniesionym na komorki
kalcytriolu. Kazde rozcienczenie kalcytriolu oraz kontroli rozpuszczalnika naniesiono
w trzech powtorzeniach. Tak przygotowane hodowle utrzymywano w standardowych
warunkach hodowli w inkubatorze. Po 72 godzinach wykonano test SRB, celem
okreslenia zahamowania proliferacji, zgodnie z protokotem opisanym w rozdziale

10.1.3.1.2. Wykonano 3-4 powtorzenia dla kazdej hodowli CAFs.
10.2.3.4. Krotkoterminowe hodowle CAFs z kalcytriolem

Kroétkoterminowe hodowle z kalcytriolem (InM i 10nM) prowadzono celem zebrania
materiatu do dalszych analiz, tj. oceny ekspresji mRNA, analizy wydzielanych do
medium cytokin oraz oceny fenotypu CAFs stymulowanych kalcytriolem. CAFs zostaty
wysiane na szalki o $rednicy 10cm w liczbie 3x10° komoérek na szalke w 4ml medium.
Po 24 godzinach na szalki natozono kolejne 4ml medium: kontrolne bez kalcytriolu oraz
z kalcytriolem tak aby koncowe stezenie na szalce wynosito InM 1 10nM. Tak
przygotowane hodowle utrzymywano w standardowych warunkach - w inkubatorze. Po
72 godzinach zebrano materiat do kolejnych analiz: medium znad komoérek do oceny
wydzielanych czynnikow za pomocag testow ELISA, lizaty komérkowe w roztworze
RIPA (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA) do oceny ekspresji biatek za pomoca Western-
blot, lizaty komorkowe w odczynniku TRI-Reagent (trizolu, Sigma Aldrich, Saint-Louis,
USA) do analizy ekspresji genéw. Material do badan zebrano w trzech powtdérzeniach

z kolejnych pasazy komorek.
10.2.3.5. Analiza fenotypu CAFs stymulowanych kalcytriolem

Powierzchnie komorek stymulowanych kalcytriolem przeptukano delikatnie roztworem
PBS, nastepnie natozono 1ml roztworu akutazy (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA). Po
kilku minutach inkubacji w temp. 37°C komorki zdjeto w roztworze PBS z surowica.
Komorki policzono za pomocg odczynnika Trypan Blue. 3-5x10* komorek na probke
wykorzystano do barwienia, reszte zebrano w TRI Reagent (do analizy PCR). Barwienie
zostalo przeprowadzone zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 10.1.1.3. Zastosowane

przeciwciala zebrano w tabeli 9.
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10.2.3.6. Analiza poziomu bialek VDR i FAP w CAFs za pomoca metody

immunofluorescencji

Celem analizy intensywno$ci fluorescencji biateck VDR 1 FAP fibroblastow
towarzyszacych nowotworom komorki wysiano na ptytki 96-dotkowe (Falcon® 96-well
Black/Clear Flat Bottom TC treated Imaging Microplate) w liczbie 0,5-2,5x10° komérek
w objetosci 100ul na dotek. Po 24 godzinach natozono kalcytriol w objetosci 100ul tak
aby koncowe stezenie wynosito InM 1 10nM. Po 72 godzinach inkubacji przeprowadzono
barwienia z zastosowaniem tych samych przeciwcial 1 tej samej procedury co

w przypadku materiatu mysiego, opisanego w rozdziale 10.1.2.1.4.
10.2.3.7. Analiza ekspresji mRNA za pomoca real-time PCR

Celem zebrania materiatu do analiz ekspresji genow powierzchni¢ komorek
stymulowanych 72 godziny odpowiednim stezeniem kalcytriolu przeptukano roztworem
PBS i1 komorki zebrano w 1ml odczynnika TRI Reagent. Lizaty komdrkowe zebrane

z trzech niezaleznych pasazy przechowywano w temp. -80°C.
10.2.3.7.1. Izolacja RNA

Izolacje RNA wykonano za pomocg Direct-zol™ RNA Miniprep (ZYMO RESEARCH,
Tustin, CA, USA) zgodnie z instrukcjg producenta. Lizaty komoérkowe w trizolu
uzupetniono taka sama objetoscia 99,8% etanolu (Avantor Performance Materials
Poland, Gliwice, Polska). Nast¢gpnie na kolumny umieszczone w probowkach
odbierajacych naniesiono 700ul zawiesiny, zwirowano (10 000 x g, 30 s) a objetos¢, ktora
przeptyneta, wyrzucono. Ponownie naniesiono zawiesing komorek 1 odwirowano, proces
powtarzano do momentu zwigzania cato$ci materialu na kolumnie. Na jednej kolumnie
zwigzano materiat z trzech powtorzen dla tej samej hodowli. Nastgpnie kolumny
przeniesiono do nowych probowek, naniesiono na nie 400ul RNA Wash Buffer
1 zwirowano (10 000 x g, 30 s). Przygotowano roztwor DNase I (na kazda kolumng 5ul
DNase I (6U/ul) i 75 ul DNA Digestion Buffer) i naniesiono na kolumne. Tak
przygotowane kolumny inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej.
Po zakonczonej inkubacji naniesiono na kolumny po 400ul Direct-zol RNA PreWash
1 odwirowano (10 000 x g, 30 s), czynno$¢ powtorzono jeszcze raz. Nastgpnie naniesiono
na kolumny po 700ul RNA Wash Buffer, zwirowano przez 1 minute (10 000 x g). Celem
elucji RNA kolumny przeniesiono do probowek typu eppendorf, uzupelniono 25-50ul

DNase/RNase-Free Water i zwirowano (lmin, 10000 x g). Probowki z RNA
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przeniesiono na 16d. St¢zenie RNA w probkach mierzono za pomoca spektrofotometru

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
10.2.3.7.2. Synteza cDNA

Syntez¢ ¢cDNA wykonano na matrycy $wiezo oczyszczonego RNA za pomoca
SuperScript™ IV VILO Master Mix (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA)
zgodnie z instrukcjg producenta. Maksymalng ilo$¢ matrycy (do 2,5ug) uzupekiono do
20ul Nuclease-free Water i dodano 4pl Master Mix (wszystkie odczynniki stanowia
zestaw, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA). Odwrotng transkrypcje
przeprowadzono w termocyklerze Veritii 9902 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) za pomocg programu: 10 minut w temp. 25°C, 10 minut w temp. 50°C 1 5 minut
w temp. 85°C. Zsyntetyzowane cDNA przechowywano w temp. -20°C do dalszych

analiz.
10.2.3.7.3.  Przesiewowy real-time PCR na ptytkach mikrofluidowych

W pierwszej kolejnosci wykonano przesiewowy real-time PCR celem wyboru
najistotniejszych genoéw, na ktorych ekspresj¢ wplywa kalcytriol. W tym celu
wykorzystano ¢cDNA  pochodzagce z  krotkoterminowych  hodowli  CAFs
(niestymulowanych kalcytriolem i1 stymulowanych 10nM kalcytriolu) od 19 pacjentek
(14 pacjentek przed menopauza, 5 pacjentek po menopauzie). Zastosowana macierz,
Human CAFs TagMan™ Array Cards (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,
USA), zostala wykonana na zamowienie i zawierata zestawy starterow dla 62 genow
(w tym 4 kontrole endogenne) zebranych w tabeli 10. Reakcje przygotowano zgodnie
z instrukcja producenta (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA), na kazdy
port: 110ng matrycy uzupetniono do 55ul nuclease-free water i potaczono z 55ul Master
Mix (2x). Port uzupetniono 100ul przygotowanej mieszaniny. Plytke zwirowano
w odpowiednich warunkach (dwukrotne wirowanie po 1 minucie, 1500 X g), sprasowano
1usuni¢to przy pomocy nozyczek niepotrzebng jej cze$¢. Reakcje amplifikacji
przeprowadzono w aparacie ViiA™ 7 Real-Time PCR System zgodnie z programem —
40 cykli po 15s w temp. 95°C 1 60s w temp. 60°C. Otrzymane wyniki opracowywano
w oprogramowaniu QuantStudio™ Real-Time PCR Software oraz ExpressionSuite
Software za pomoca metody poréwnawczej AACt wzgledem kalibratora — kontroli

niestymulowanej kalcytriolem.

68



MATERIALY I METODY

Tabela 10. Spis genow i odpowiadajgcym im sond wykorzystanych do przesiewowej analizy ekspresji mRNA CAFs za pomocq
macierzy PCR.

NAZWA NAZWA
GENU NAZWA SONDY GENU NAZWA SONDY

= 2 ACTB Hs99999903 ml MMPI1 Hs00171829 ml
S % GAPDH Hs99999905 m] MMPI Hs00899658 ml
% 2 RPLPO Hs99999902_m! MMP2 Hs00234422_ml
2 Z SDHA Hs00188166_ml MMP3 Hs00968308_ml1
ACTA2 Hs05005341 ml MMP9 Hs00234579_ml

CAVI Hs00971716_ml1 NFKBI Hs00765730_ml1

CCL2 Hs00234140_ml1 PDGFA Hs00234994 ml

CDHI Hs00170423_ml PDGFB Hs00234042_ml1

CDKNIA Hs00355782_ml PDPN Hs00366766_ml

CDKN24 Hs00923894 ml PECAMI Hs00169777 ml

CSF1 Hs00174164 ml PLAU Hs00170182_ml

CTGF Hs00170014 ml PTEN Hs02621230_s1

CXCLI2 Hs00171022_ml PTGES? Hs00228159 ml

CXCLI Hs00236937 ml o PTGS2 Hs00153133_ml

CXCL2 Hs00601975 ml 4 RARA Hs00940446_ml

o CXCLS Hs00174103_ml1 - RXRA Hs01067640_ml1
4 CYP2441 Hs00167999 ml1 = 510044 Hs00243202_ml1
- CYP27B1 Hs00168017_ml1 < SHH Hs00179843 ml
= CYR61 Hs00155479_ml © SPARC Hs00277762_ml
“ DES Hs00157258 ml SPPI Hs00959010_m1
© FAP Hs00990806_m1 TGFBI Hs00998133_ml
FGF2 Hs00960934 ml TGFBR2 Hs00234253 ml

FGF7 Hs00940253 ml THBSI Hs00962914 ml

FNI Hs00415008 ml THEM4 Hs00940012_gl

HAS?2 Hs00193435 ml THYI Hs00174816_ml

HGF Hs00900066 m] TIMPI Hs00171558 ml

IDOI Hs00158032_ml TNC Hs01115664 ml

IGF2 Hs04188276 ml P53 Hs00153349 ml

ILIB Hs01555413_ml TSLP Hs00263639_ml

L6 Hs99999032_ml VDR Hs01045840 ml

LAMAI Hs01074480 ml1 VEGFA Hs00900055_m!1

LOX Hs00942483 ml

ACTB - aktyna B, GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, RPLP0O - 60S kwasne biatko rybosomalne PO, SDHA -
podjednostka A kompleksu dehydrogenazy bursztynianowej, ACTA2 - a-aktyna 2, CAV1 - kaweolina 1, CCL2 - ligand chemokiny motywu C-
C 2, CDHI - kadheryna 1, CDKN1A - inhibitor kinaz zaleznych od cyklin 14, CDKN2A - inhibitor kinaz zaleznych od cyklin 24, CSF 1 - czynnik
stymulujqcy tworzenie kolonii 1, CTGF - czynnik wzrostu tkanki fgcznej, CXCL12 - ligand chemokiny motywu C-X-C 12, CXCLI — ligand
chemokiny motywu C-X-C 1, CXCL2 - ligand chemokiny motywu C-X-C 2, CXCLS - ligand chemokiny motywu C-X-C 8, CYP24A1 - polipeptyd
1 podrodziny A rodziny 24 cytochromu P450, CYP27B1 - polipeptyd 1 podrodziny B rodziny 27 cytochromu P450, CYR61 - angiogenny
induktor bogaty w cysteine 61, DES — desmina, FAP - biatko aktywacji fibroblastow, FGF2 - czynnik wzrostu fibroblastow 2, FGF7 - czynnik
wzrostu fibroblastow 7, FNI - fibronektyna 1, HAS? - syntaza hialuronianu 2, HGF — czynnik wzrostu hepatocytow, IDOI — idolamina 1, IGF2
- insulinopodobny czynnik wzrostu 2, IL1B — interleukina 1B, IL6 — interleukina 6, LAMAI - podjednostka lamininy a-1, LOX — oksydaza
lizozylowa, MMP11 — metaloproteinaza 11, MMP1 — metaloproteinaza 1, MMP2 — metaloproteinaza 2, MMP3 - metaloproteinaza 3, MMP9
— metaloproteinaza 9, NFKBI - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B 1, PDGFA - plytkopochodny czynnik wzrostu A, PDGFB -
plytkopochodny czynnik wzrostu B, PDPN — podoplanina, PECAM1 - czgsteczka adhezji komérkowej plytek i Srodbtonka 1, PLAU - aktywator
plazminogenu typu urokinazy, PTEN - homolog fosfatazy i tensyny, PTGES?2 - syntaza 2 prostoglandyny E, PTGS2 - syntaza 2 endoperoksydazy
prostaglandyny, RARA - receptor kwasu retinoidowego a, RXRA - receptor retinoidow X o, S100A44 - biatko wigzqce wapn A4, SHH - homolog
sonic hedgehog, SPARC - kwasowe biatko wydzielnicze bogate w cysteing, SPP1 - wydzielana fosfoproteina, TGFBI - transformujqcy czynnik
wzrostu f1,TGFBR2 - receptor Il transformujgcego czynnika wzrostu beta, THBSI - trombospondyna 1, THEM4 - czlonek nadrodziny
tioesteraz 4, THYI - antigen tymocytow Thy-1, TIMP1 - tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1, TNC — tenascyna C, TP53 - biatko nowotworow
p53, TSLP - limfopoetyna zrebu grasicy, VDR — receptpr witaminy D, VEGFA - czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego A.
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10.2.3.7.4.  Real-time PCR dla wybranych genow

Na podstawie przesiewowego testu real-time PCR na ptytkach mikrofluidowych wybrano
geny do zbadania na wszystkich zebranych probkach z hodowli CAFs stymulowanych
kalcytriolem. W tym celu przygotowywano mieszaniny reakcyjne wedtug nastepujacego
przepisu: 50ng cDNA/reakcje, 2x TagMan™ Gene Expression Master Mix, woda DEPC
oraz startery dla odpowiednich gendéw, zebranych w tabeli 11. Kazdg probke naktadano
w dwoch powtorzeniach technicznych na ptytke 96-dotkowa typu fast. Reakcje
przeprowadzono w aparacie ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) wedlug programu: 40 cykli, w temp. 95°C przez 15s, w temp. 60°C przez
60s. Otrzymane wyniki opracowywano w oprogramowaniu QuantStudio™ Real-Time
PCR Software oraz ExpressionSuite Software (oba Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) za pomoca metody porownawczej AACt. Ekspresje gendéw dla kazdej hodowli

oceniano wzgledem wtasnej kontroli niestymulowanej kalcytriolem.

Tabela 11. Lista genow i odpowiadajgcych im sond zastosowanych celem analizy ekspresji mRNA w CAFs stymulowanych
kalcytriolem metodq Real-time PCR.

NAZWA GENU NAZWA SONDY

GAPDIH Hs99999905 m1
KONTROLE EDOGENNE —p ), 1) Hs99999902 m]1
CCL2 Hs00234140 ml

MMP9 Hs00234579 m1

PDPN Hs00366766 m1

GENY BADANE SPPI Hs00959010 m1
TIMPI Hs00171558 ml

INC Hs01115664 ml

VDR Hs01045840 ml

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, RPLPO0 - 60S kwasne biatko rybosomalne PO, CCL2 — ligand chomokiny
motywu C-C 2, MMP9 — metaloproteinaza 9, PDPN — podoplanina, SPP1 — wydzielana fosfoproteina 1, TIMP1 - tkankowy inhibitor
metaloproteinaz 1, TNC- tenascyna C, VDR — receptor witaminy D

10.2.3.8. Analiza poziomu produkowanych bialek w supernatantach znad

hodowli za pomoca testow ELISA

Po 72 godzinach hodowli z kalcytriolem zebrano medium znad komorek, zwirowano
ipoporcjowano do probowek typu eppendorf. Supernatanty przechowywano
w temp. -80°C. Testy ELISA wykonano zgodnie z instrukcjg producentéw. Zastosowane
testy zebrano w tabeli 12. Wartosci ste¢zen bialek w supernatantach obliczono

z zastosowaniem réwnania krzywej wyznaczonej w programie CurveExpert 1.4.
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Tabela 12. Lista zestawow ELISA wykorzystanych do analizy poziomu biatek wydzielanych przez CAFs.
Analizowane Nr katalogowy Producent

bialtko

CCL2 BMS281 Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA
CXCL12 orb397041 Biorbyt, Cambridge, UK

HGF orb774897 Biorbyt, Cambridge, UK

MMP9 BMS2016-2 Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA
OPN EHSPP1 Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA
TNC EH446RB Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA

CCL2 — ligand chemokiny motywy C-C 2, CXCLI12 — ligand chemokiny motywu C-X-C 12, HGF — czynnik wzrostu hepatocytow,
MMP9 — metaloproteinaza 9, OPN — osteopontyna, TNC — tenascyna C

10.2.3.9. Analiza poziomu wybranych bialek w lizatach komoérkowych za

pomocg techniki Western-blot
10.2.3.9.1.  Przygotowanie lizatow

Po 72-godzinnej inkubacji z kalcytriolem powierzchni¢ komorek przeptukano roztworem
PBS, ktéry doktadnie zebrano i na powierzchni¢ komoérek nakropiono 100 pl roztworu
RIPA z koktajlem inhibitoréw fosfataz 2 1 3 oraz inhibitorow proteaz (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA). Komorki zdjeto za pomocg skrobakéw (Corning, New York, USA),
inkubowano 30 minut na lodzie i przeniesiono do probowek typu eppendorf. Lizaty
mrozono w cieklym azocie, nastgpnie wirowano w temp. 4°C przez 10 minut
(10 000 x g). Supernatanty zebrano do nowych probowek typu eppendorf. Tak
przygotowane lizaty przechowywano w temp. -80°C. W zebranych prdobkach
(rozcienczonych 10-krotnie) oznaczono st¢zenie biatka zgodnie z procedura opisana

w rozdziale 10.1.1.1.1.
10.2.3.9.2. Western-blot

Rozdziat elektroforetyczny biatek przeprowadzono w warunkach denaturujacych
na samodzielnie przygotowanych 10% zelach poliakryloamidowych zgodnie z opisem
przedstawionym w rozdziale 10.2.1.2. Biatko (po 25ug biatka na studzienkg) oraz
standard mas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nanoszono na studzienki w zelu.
Elektroforeze, transfer oraz dalsze etapy analiz western-blot przeprowadzono zgodnie
z opisem w rozdziale 10.2.1.2. Analizie poddano ekspresj¢ idolaminy 1 (IDOT1), OPN,
TGFBI1, tkankowego inhibitora metaloproteinaz 1 (TIMP1), dla ktérych wykaz

zastosowanych przeciwcial, ich rozcienczen i producentow przedstawiono w tabeli 13.
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Tabela 13. Spis przeciwcial zastosowanych w analizie poziomu biatka w lizatach CAFs metodg Western-blot, ich producenci i
zastosowane rozcienczenia.

Celowane bialko Rozcienczenie Producent

IDO1 1:1000 Proteintech, Rosemont, USA
OPN 1:1000 Proteintech, Rosemont, USA
TGFp1 1:500 Proteintech, Rosemont, USA
TIMP1 1:1000 Proteintech, Rosemont, USA

IDOI —idolamina 1, OPN — osteopontyna, TGFf1 — transformujgcy czynnik wzrostu 1, TIMP1 - tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1

Analize densytometryczng wykonano w oprogramowaniu Imagel. Wyniki
normalizowano podwdjnie wzgledem ekspresji p-aktyny i kontroli niestymulowane;j

kalcytriolem.
10.2.3.10. Analiza aktywnoSci Zelatynaz metodq zymografii Zelatynowej
10.2.3.10.1.  Przygotowanie lizatow 1 zebranie supernatantow

Celem zebrania materialu do oceny aktywnosci zelatynaz, MMP2 i MMP9, w lizatach
CAFs komoérki hodowano na szalkach o $rednicy 10cm w liczbie 4x10° wedtug opisu
w rozdziale 10.2.3.4. Po 72-godzinnej inkubacji powierzchni¢ komoérek dwukrotnie
przeplukano schtodzonym przez 20 minut na lodzie roztworem PBS, ktory doktadnie
zebrano 1 na powierzchni¢ komorek nakropiono po 100ul schtodzonego na lodzie 1%
roztworu lizujacego z NP-40 (50mM Tris HCI pH 8, 150 mM NaCl; PChO IITD,
Wroctaw, Polska; Merck, Darmstadt, Niemcy). Komoérki zdjeto za pomocg skrobaczek
(Corning, New York, USA), przeniesiono do probowek typu eppendorf i inkubowano
15 minut na lodzie. Nastepnie lizaty wirowano w temp. 4°C przez 20 minut (16 000 x g).
Supernatanty lizatdow znad osadu zebrano do §wiezych probowek typu eppendorf. Tak
przygotowane lizaty przechowywano wtemp. -80°C. W zebranych probkach
(rozcienczonych 10-krotnie) oznaczono biatko zgodnie z opisem przedstawionym

w rozdziale 10.1.1.1.1.
10.2.3.11. Zymografia zelatynowa

Rozdziat  elektroforetyczny  bialek  zostat przeprowadzony w  warunkach
niedenaturujacych na samodzielnie przygotowanych 10% zelach poliakrylamidowych
z 0,1% zelatyny (1mg/ml, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Zele zostaty przygotowane
zgodnie z instrukcja przedstawiong w rozdziale 10.2.1.2 z niewielkg modyfikacja - 750ul
wody MiliQ zostato zastgpione 10mg/ml roztworem zelatyny (objetos¢ podana na 1 zel).
Zawiesiny lizatow bialkowych (po 25pug biatka na studzienke) i rozpuszczonych

w wodzie standardow MMP2 i MMP9 (po 25ng na studzienke, Sigma-Aldrich, Saint
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Louis, USA) mieszano z 4x Laemmli sample buffer (Bio-Rad, Hercules, USA)
w stosunku 1:3 i uzupeliano roztworem 1% buforu lizujacego NP-40 do réwnej
objetosci (14ul dla lizatow). Probek nie gotowano. Probki, standard mas oraz standardy
MMP2 i MMP9 nanoszono na studzienki w zelu. Elektroforeze przeprowadzono przy
statym napieciu pradu (100V przez pierwsze 20 minut, nastgpnie 120V) oraz zmiennym
nat¢zeniu (ustawionym na warto$¢ 0,6A) do momentu si¢gnigcia przez barwnik dolnego
konca zelu (okoto 90 minut). Zele uwolniono z szybek, umieszczono w pojemniczkach
pozwalajacych na zmieszczenie si¢ catego zelu, krotko ptukano wodg MiliQ. Nastegpnie
zele zalano 1x Zymogram Renaturing Buffer (Invitrogen, Waltham, Massachusetts,
USA), inkubowano przez 30 minut z lekkim kotysaniem w temperaturze pokojowe;j.
Jednokrotnie plukano wodg i1 zalano 50ml 1x Developing Buffer (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, USA) na 30 minut. Bufor zlano znad zelu, dodano 100ml 1x Developing
Buffer i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C (w inkubatorze), pojemnik
zabezpieczono parafilmem. Po nocnej inkubacji zel 3-krotnie plukano woda MiliQ po
5minut przy lekkim kotysaniu. Zel zalano barwnikiem SimplyBlue™ SafeStain
w objetosci 30ml (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) i inkubowano godzing
z lekkim kotysaniem w temperaturze pokojowej. Barwnik zlano, zel ptukano dwukrotnie
wodg MiliQ po 60 minut. Zdjecie zelu wykonano przy pomocy aparatu ChemiDoc
Imaging System. Analiz¢ densytometryczng wykonano w oprogramowaniu Imagel.

Wyniki normalizowano wzgledem kontroli niestymulowanej kalcytriolem.
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10.2.4. Badania in vitro

10.2.4.1. Badanie wplywu CAFs stymulowanych kalcytriolem na wlasciwosci

komorek raka gruczohlu sutkowego

10.2.4.1.1. Przygotowanie medium kondycjonowanego znad CAFs stymulowanych

kalcytriolem

W celu zebrania CM znad CAFs komoérki w dniu pasazu wysiewano na szalki o srednicy
10 cm w liczbie 400x10° komérek na szalke w 4ml medium dla CAFs — po 3 szalki na
kazda hodowle. Nastepnego dnia (po 24h) na komorki naktadano kolejne 4ml medium:
1) bez dodatkdéw, 2) zawierajace 2nM kalcytriolu (koncowe stgzenie 1nM) oraz 3)
zawierajagce 20nM kalcytriolu (koncowe stezenie 10nM). Po uptynigciu 72 godzin
medium znad komorek wyrzucano, powierzchni¢ komorek delikatnie ptukano roztworem
PBS i naktadano 4ml medium dla CAFs pozbawione surowicy. Po 24 godzinach medium
zebrano do proboéwek, zwirowano (7 minut, 350 x g) celem odrzucenia komorek ktore
mogly si¢ odklei¢, supernatanty znad osadéw podzielono na mniejsze porcje i zamrozono
w temp. -80°C, celem dalszych analiz. Przed zastosowaniem medium powoli rozmrazano

na lodzie i faczono 1:1 z medium wilasciwym dla danych komorek.

10.2.4.1.2. Test migracji komorek nowotworowych w obecnosci medium

kondycjonowanego znad CAFs

Test migracji wykonano za pomocg techniki zwanej scratch assay lub wound healing
assay. Komorki nowotworowe linit MCF-7 i MDA-MB-231 w dniu pasazu wysiano na
ptytki 24-dotkowe po 500 tysiecy komoérek na dotek. Po 24 godzinach za pomoca
koncowki na 1000ul wykonano rys¢ biegnaca przez srodek dotka. Dotek przeptukano
delikatnie obecnym w nim medium celem wygtadzenia krawedzi rysy i pozbycia si¢
odklejonych komérek. Nastepnie naktadano po 500ul CM (1:1 - 2% FBS medium dla
danej linii z CM znad CAFs niestymulowanych i stymulowanych 1nM oraz 10nM
kalcytriolem) lub dla kontroli niestymulowanej samo medium zawierajace 2% FBS. Dla
kazdego dotka wykonano po 3 zdjecia w czasie Oh, 3h i 6h. Celem zwigkszenia
powtarzalno$ci wykonywanych zdje¢ w rédznych odstepach czasowych, przed wysianiem
komorek na spodzie ptytki narysowano lini¢ biegnaca przez srodek dotka z kilkoma
poprzecznymi punktami. Szeroko$¢ rany mierzono w 5 punktach z kazdego zdjecia za
pomoca oprogramowania Stream Start 1.6.1. Wyniki przedstawiano jako zmiana

dystansu migracji liczonego za pomoca formuty:
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szerokos¢ rysy w godzinie 0 —szeroko$¢ rysy w 3 lub 6 godzinie
> .

Dystans =

10.2.4.1.3. Stymulacja komorek linii MDA-MB-231 1 MCF-7 medium
kondycjonowanym znad CAFs

Komoérki nowotworowe linii MCF-7 1 MDA-MB-231 w dniu pasazu wysiano na plytki
6-dotkowe w liczbie 170 tysiecy (MDA-MB-231) lub 150 tysiecy (MCF-7) komorek na
dotek. Po 24 godzinach natozono CM znad CAFs w stosunku 1:1 do obecnego w dotkach
medium lub w przypadku kontroli niestymulowanej dodano medium witasciwe dla linii.

Komoérki stymulowano przez 72 godziny.

10.2.4.1.4. Analiza poziomu ekspresji wybranych biatek technikg Western-blot

w lizatach komérkowych
10.2.4.1.4.1. Przygotowanie lizatow

Po 72-godzinnej inkubacji medium znad komoérek odrzucono, powierzchni¢ komorek
dwukrotnie przeptukano schtodzonym przez 20 minut na lodzie roztworem PBS, ktory
doktadnie zebrano i na powierzchni¢ komoérek nakropiono po 50ul schtodzonego na
lodzie 1% roztworu lizujacego z NP-40. Komorki zdjeto za pomoca skrobakéw (Corning,
New York, USA), przeniesiono do probowek typu eppendorf i inkubowano 15 minut na
lodzie. Nastepnie lizaty wirowano w temp. 4°C przez 20 minut (16 000 x g). Supernatanty
znad osadu zebrano do §wiezych probowek typu eppendorf. Tak przygotowane probki
przechowywano w temp. -80°C. W zebranych lizatach (rozcienczonych 10-krotnie)

oznaczono biatko zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 10.1.1.1.1.

10.2.4.1.4.2. Western-blot

Rozdziat elektroforetyczny biatek przeprowadzono w warunkach denaturujacych
na samodzielnie przygotowanych 10% (dla OPN i E-kadheryny) lub 7% (dla ZEB1)
zelach poliakryloamidowych zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 10.2.1.2.
Objetosci odczynnikow uzytych do przygotowania 7% zelu przedstawiono w tabeli 14.
Biatko (po 20ug biatka na studzienke¢) oraz standard mas nanoszono na studzienki na
zelach. Elektroforeze, transfer oraz dalsze etapy analiz western-blot przeprowadzono
zgodnie z opisem w rozdziale 10.2.1.2. Analizie poddano ekspresj¢ E-kadheryny, OPN
1 ZEBI, dla ktérych wykaz zastosowanych przeciwcial, ich rozcienczen i producentow

przedstawiono w tabeli 15. Analiz¢ densytometryczng wykonano w oprogramowaniu
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ImageJ. Wyniki normalizowano podwojnie wzgledem ekspresji B-aktyny i kontroli

niestymulowanej CM.

Tabela 14. Spis odczynnikow i ich objetosci niezbednych do przygotowania 7% Zelu poliakryloamidowego.

Objetosé
Nazwa odczynnika ] ] Producent
Zel rozdzielajacy  Zel zageszczajacy
bufor TRIS-HCI o pH=8,8
(45,5¢ TRIS, 1g SDS) 3,75ml - PChO IITD, Wroctaw, Polska
bufor TRIS-HCI o pH=6,8
(15.1 ¢ TRIS, 1 ¢ SDS) - 1,25ml PChO IITD, Wroctaw, Polska
30% roztwor mieszaniny . . . .
akrylamid/bis-akrylamid 1,9ml 0.325ml Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA
(37,5:1)
Woda MiliQ 1,9ml 0,9ml PChO IITD, Wroctaw, Polska
10% APS 3750l 2501 Slgma-AldrggASamt Louis,
TEMED 7,5ul Sul BioShop, Burlington, Kanada

Tabela 15. Spis przeciwciat zastosowanych w analizie poziomu biatka w lizatach MDA-MB-231 oraz MCF-7 metodg Western-blot,
ich producenci i zastosowane rozciericzenia.

Celowane bialko Rozcienczenie Producent

E-kadheryna 1:5000 Proteintech, Rosemont, USA
OPN 1:1000 Proteintech, Rosemont, USA
ZEB1 1:1000 Proteintech, Rosemont, USA

OPN — osteopontyna, ZEB1 - homeobox 1 wigzgcy E-box z palcem cynkowym

11. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wynikow przeprowadzono w programie GraphPad Prism 7.03
(GraphPad Software Inc., USA). Normalno$¢ rozktadu sprawdzono za pomoca testu
Shapiro-Wilk’a. Analizy dwoch grup speitniajace zatozenia rozkladu normalnego
analizowano za pomocg testu t-studenta, nie speiniajace zatozen rozktadu normalnego
testem U Mann-Whitney’a. Przy analizach dla wigkszej liczby grup wykorzystano
jednoparametryczny test ANOVA (dla rozktadu normalnego) lub Kruskal-Wallis’a (dla
rozktadu odstajacego od normalnego). W obu wypadkach stosowano zalecane poprawki
dla wielokrotnych poréwnan. Wyniki przedstawiano w postaci $redniej arytmetycznej +
odchylenie standardowe (SD) lub btad standardowy $redniej (SEM) zgodnie ze
wskazaniem w opisie pod wykresem. Istotno$¢ statystyczng oznaczano za pomoca

gwiazdek: * < 0,05, ** < 0,01, *** <0,001 1 **** <0,0001.

76



WYNIKI

WYNIKI

12. Wplyw witaminy D3 na mysie CAFs i NFs
12.1. Badania in vivo

Dopiero po pieciu tygodniach podawania karmy o zréznicowanej zawartosci witaminy
D3 udato si¢ zaobserwowac rdznice w poziomie metabolitow witaminy D3 (25(OH)Ds,
24,25(0OH)2D3, 3-epi-25(OH)D3) w osoczu myszy pochodzacych z r6znych grup, dlatego
w szostym tygodniu wszczepiono myszom komoérki nowotworowe. U zdrowych myszy
1 u myszy obarczonych r6znymi rakami gruczotu sutkowego wysoka podaz witaminy Dj
(50001U) skutkowata zwigkszeniem poziomu wszystkich analizowanych metabolitow
witaminy D3 w osoczu. Z kolei podania kalcytriolu (od 7 dnia po wszczepieniu
nowotworu) zaro6wno myszom karmionym dieta znormalng, jak 1z deficytows
zawartoscig witaminy D3 skutkowaly obnizeniem poziomu metabolitow witaminy Ds.
Dieta ze zr6znicowang zawartoscig witaminy D3 oraz podania kalcytriolu nie wplynety
na kinetyke wzrostu guzéw mysich rakow gruczotu sutkowego 4T1 1 E0771.
W przypadku komorek 67NR przejsciowe zahamowanie wzrostu guza zaobserwowano
23 dnia eksperymentu u myszy z grupy 1000IU+cal. Zaréwno dieta bogata w witamine
D3, jak i kalcytriol zwigkszyly liczbe przerzutdw do pluc (ocenionych makroskopowo)
umyszy obarczonych komorkami 4T1. Nie zaobserwowano istotnych zmian
w przypadku drugiego przerzutujacego raka gruczotu sutkowego - E0771. Niska
ekspresje VDR w tkance guza 4T1 zaobserwowano w grupach 5000IU i 100IU+cal.
Podobng tendencj¢ zaobserwowano rowniez w guzach myszy z deficytem witaminy Ds.
W tych grupach (50001U, 100IU, 100IU+cal) rowniez ekspresja CYP2R1 byla istotnie
nizsza niz w guzach myszy otrzymujacych diete z normalnym poziomem witaminy D3
(10001U, 1000IU+cal). W przypadku guzéw E0771 najwyzsza ekspresja CYP2R1
obecna byla w guzach myszy z deficytem witaminy D3 i traktowanych kalcytriolem.
Zarowno w guzach 67NR, jak 1 EO771 ekspresja CYP27B1 byta istotnie wyzsza w guzach
myszy z deficytem witaminy Ds; 1 traktowanych kalcytriolem (67NR: 100IU+cal vs
1000IU+cal, 5000IU; EO0771: 100IU+cal vs 1000IU). Wplyw zastosowanej diety
1 doustnego podawania kalcytriolu na kinetyke¢ wzrostu guza, powstawanie przerzutow,
poziom metabolitow witaminy D3 w osoczu myszy oraz ekspresje receptora dla
witaminy D3 1 enzymdéw uczestniczagcych w metabolizmie witaminy D3 zostaly
szczegotowo opisane w publikacji naszego zespotu [77]. Artur Anisiewicz oraz Joanna

Banach prowadzili eksperymenty na myszach ze wsparciem moim i Martyny Stachowicz-
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Suhs (podania kalcytriolu, pomiary masy ciata, wielko$ci guza, pobrania krwi z zyly
jarzmowej celem oceny poziomu metabolitow witaminy D3 w osoczu). M6j udzial
polegal na wazeniu myszy, zmianie paszy oraz podawaniu myszom podskdrnie
buprenorfiny w dniu sekcji 1 przeprowadzaniu sekcji myszy nieobarczonych rakami
gruczotu sutkowego. Analizy metabolitoéw witaminy D3 zostaly wykonane przez Konrada
Kowalskiego w Masdiag Sp. z 0.0.. Ocen¢ makroskopowa przerzutéw rakoéw gruczotu
sutkowego w ptucach wykonali Artur Anisiewicz i Joanna Banach. Poziom VDR,
CYP2R1, CYP24A1 1 CYP27B1 w tkankach guzéw metoda western-blot zostal zbadany

przeze mnie i Martyn¢ Stachowicz-Suhs.
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12.1.1. Porownanie poziomu wybranych bialek w tkankach guzéw pochodzacych od

myszy obarczonych mysimi rakami gruczolu sutkowego

Przy pomocy testow ELISA ocenie zostaly poddane nastgpujace biatka: CCL2, OPN,
SDF-1, TGFBl oraz VEGF (Rycina 8). Guzy EO0771 charakteryzuje najwickszy
poziomem CCL2 i VEGF (Rycina 8A i 8E) w poréwnaniu do pozostatych (67NR i/lub
4T1) niezaleznie od grupy, do ktorej nalezalty myszy. Komorki guzéw 4T1 wyrdznia

najwyzszy poziom SDF-1 1 OPN (Rycina 8B i 8C), za§ 67NR najnizszy TGFB1 (Rycina
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Rycina 8. Poréwnanie poziomu wybranych biatek w mysich guzach za pomocq testow ELISA. A - CCL2 (ligand chemokiny motywu
C-C 2), B - SDF-1 (czynnik pochodzenia zrebowego 1), C - OPN (osteopontyna), D — TGFpI (transformujgcy czynnik wzrostu f§ 1)
i E— VEGF (czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego). 4T1 - guzy od myszy szczepu BALB/c obarczonych komérkami 4T1, 67NR -
obarczonych komorkami 67NR, E0771 — guzy od myszy szczepu C57BL/6 obarczonych komorkami E0771. n=6-7. Stezenie biatek
obliczono w oparciu o krzywq z pomocq oprogramowania CurveExpert 1.4. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej +
odchylenie standardowe. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla
wielokrotnych poréwnan. * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.
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12.1.2. Ocena wplywu zréznicowanego poziomu witaminy D3 w diecie myszy

i doustnych podan kalcytriolu na poziom wybranych bialek w mysich guzach

U myszy obarczonych komorkami 4T1 najwyzszy poziom CCL2 zaobserwowano
w grupie 10001U+cal, jednak roznica ta nie byla istotna statystycznie (p=0,0669) oraz nie
zaobserwowano wzrostu poziomu tej cytokiny w drugiej grupie z dodatkowymi
podaniami kalcytriolu (100IU+cal) (Rycina 9A1). Model 67NR charakteryzuje
najwyzszy poziom CCL2 w grupie myszy karmionych dieta z deficytem witaminy D3,
podawanie kalcytriolu istotnie obnizyto jej poziom (Rycina 9A2). Zas w modelu E0771
najwigksze stezenie CCL2 obserwuje si¢ w guzach myszy karmionych dieta kontrolng
(1000IU) w poréwnaniu do 1000IU+cal (p=0,0607), 100IU (p=0,0863) oraz 100IU+cal
(Rycina 9A3). Zr6znicowana dieta 1 podania kalcytriolu nie wplynety na st¢zenie OPN
w tkance guza myszy obarczonych komoérkami 4T1 oraz 67NR (Rycina 9B1-2).
W przypadku E0771 obserwuje si¢ istotny spadek jej poziomu w grupie 5000IU
w poréwnaniu do kontroli (Rycina 9B3). Poziom SDF-1 (CXCL12) w tkance guza nie
roznil si¢ miedzy grupami w zadnym z badanych modeli (Rycina 9C1-3), natomiast
TGFP1 nie réznit si¢ migdzy grupami w modelach 4T1 1 EO771 (Rycina 9D1 1 D3).
W przypadku guzéw 67NR zaobserwowano znacznie wigkszy poziom TGFB1 w grupie
100IU w porownaniu do 1000IU+cal (p=0,0686), S000IU oraz 100IU+cal (Rycina 9D2).
Stezenie VEGF w tkance guza nie roznito si¢ istotnie mi¢dzy grupami z wyjatkiem
modelu 67NR, gdzie zaobserwowano rdznice w poziomie VEGF migdzy grupami myszy,
ktérym podawano kalcytriol — stezenie VEGF bylo znacznie wyzsze w guzach myszy

z grupy 100IU+cal w poréwnaniu do 1000IU+cal (Rycina 9E2).
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Rycina 9. Ocena wplywu diety o zroinicowanej zawartosci witaminy D; oraz podan kalcytriolu na stgZenie wybranych bialek
w mysich guzach za pomocq testow ELISA: Al-3 - CCL2 (ligand chemokiny motywu C-C 2), B1-3 - OPN (osteopontyna), CI-3 —
SDF-1 (czynnik pochodzenia zrebowego 1), DI1-3 — TGFf1 (transformujgcy czynnik wzrostu 1) i E1-3 — VEGF (czynnik wzrostu
Srodblonka naczyniowego). 1 — guzy od myszy szczepu BALB/c obarczonych komorkami 4T1, 2 — obarczonych komorkami 67NR, 3 —
guzy od myszy szczepu C57BL/6 obarczonych komorkami E0771. n=6-7. Stezenie bialek obliczono w oparciu o krzywg z pomocg
oprogramowania CurveExpert 1.4. Wyniki przedstawiono za pomocg wartosci Sredniej £ odchylenie standardowe. Analizy
statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan. * < 0,05,

¥ <0,01, ¥*F<0,001 1 FF¥*<0,0001.
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12.1.3. Charakterystyka CAFs i NFs pochodzacych od myszy obarczonych mysimi

rakami gruczolu sutkowego — porownanie zastosowanych modeli badawczych

Analizie poddano CAFs pochodzace z guzow oraz NFs pochodzace z pluc myszy
obarczonych rakami gruczotu sutkowego. Porownaniu poddano fibroblasty pochodzace

z guzow lub ptuc myszy z grup kontrolnych 10001U.
12.1.3.1. Charakterystyka CAFs w guzach mysich rakow gruczolu sutkowego

Populacja CAFs zostata wybrana zgodnie ze schematem zaprezentowanym na rycinie 10.
Poziom biatek typowych dla CAFs (aSMA, PDPN, TNC i PDGFRp) zostal wyznaczony
jako wzgledna mediana fluorescencji dla komorek o fenotypie CD31" EpCAM CD90.2*
(Rycina 11). Ekspresja CD90.2 jest charakterystyczna dla fibroblastow stromy.
Bramkowanie komorek CD90.2" pozwalalo na wylgcznie z analizy NFs okolicznych
tkanek [217]. CAFs z guzéw 4T1 charakteryzowat najmniejszy poziom aSMA (Rycina
12A), najwiekszy TNC (Rycina 12B) i receptora dla PDGFB (w poréwnaniu do 67NR
1E0771; Rycina 12C), za$§ najwigkszy poziom PDPN zaobserwowano na CAFs

pochodzacych od myszy szczepu BALB/c obarczonych komorkami 67NR (Rycina 12D).
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Rycina 10. Strategia bramkowania podczas analizy cytometrycznej mysich CAFs.
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Rycina 11. Przykladowe wykresy poziomu analizowanych bialek typowych dla mysich CAFs. Analizie poddano komorki o fenotypie
CD31" EpCAM CD90.2".
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Rycina 12. Poréwnanie poziomu wybranych biatek migdzy CAFs pochodzgcymi z guzow myszy obarczonych komorkami réinych
mysich rakow gruczolu sutkowego: A — aSMA (oa-aktyna miesni gladkich), B — TNC (tenascyna C), C - PDGFRp (receptor
phytkopochodnego czynnika wzrostu ), D — PDPN (podoplanina). Analizie poddano komérki EpCAM™ CD31 CD90.2". Poziom
badanych biatek zostal przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediang fluorescencji proby barwionej normalizowano
wzgledem kontroli izotypowej. 4T1 - CAFs pochodzqce z guzow myszy szczepu BALB/c obarczonych 4T1, 67NR - obarczonych 67NR,
EO0771 - myszy szczepu C57BL/6 obarczonych E0771. Porownanie dotyczy myszy z grupy kontrolnej (10001U). n=4. Wyniki
przedstawiono w postaci wartosci Sredniej £ odchylenie standardowe. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu
testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ¥* <0,01, *** <0,001 i ¥**** <0,0001.

12.1.3.2. Charakterystyka NFs w plucach myszy obarczonych rakami gruczotu

sutkowego

Populacja NFs do analizy zostala wyselekcjonowana zgodnie ze schematem
bramkowania przedstawionym na rycinie 13. Poziom biatek typowych dla CAFs (aSMA,
PDPN, TNC i PDGFR) zostal wyznaczony jako wzgledna mediana fluorescencji dla
komorek o fenotypie CD31'EpCAMCD45 (Rycina 13). Najwigkszy poziom aSMA
obserwuje si¢ w NFs ptuc myszy obarczonych E0771 (Rycina 14A). Sprzecznie do
wynikéw dla CAFs, najwickszy poziom PDPN obserwuje si¢ na NFs w modelu 4T1
(anie 67NR) (Rycina 14B). Podobnie jak w przypadku CAFs najwigkszym poziomem
TNC i PDGFRp charakteryzowaty si¢ NFs ptuc myszy obarczonych komoérkami 4T1
(Rycina 14C i 14D). Dodatkowo NFs pluc myszy obarczonych komoérkami 67NR

cechowal rowniez wyzszy poziom tych biatek w poréwnaniu do E0771.
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Rycina 13. Gérny panel: Strategia bramkowania podczas analizy cytometrycznej NFs ptuc myszy obarczonych nowotworem. Dolny
panel: przykladowe wykresy poziomu wybranych biatek dla NFs myszy obarczonych nowotworem. Analizie poddano komorki o
fenotypie CD31" EpCAM CD45".

PDPN NG D PDGFRp

6 sk
sk

A
1’ Fehdok

T
& & AN A <& AN - Q- A O & AN
I 6\6 ég\ S &5 é}\ S & @6‘ S h\% 453\

aSMA

o
o)

3
1

1504

=0,0510
dede
1004 .

@
1
.

50

wzdledna mediana fluorescencji
]
{
wzdlgdna mediana fluorescencji
i
e
wzdledna mediana fluorescencji
wzdlgdna mediana fluorescencji

=
I

Rycina 14. Poréwnanie poziomu wybranych biatek miedzy NFs ptuc myszy obarczonych rakami gruczotu sutkowego: A — oSMA
(a-aktyna miesni gladkich), B — PDPN (podoplanina), C - TNC (tenascyna C), D - PDGFRp (receptor pilytkopochodnego czynnika
wzrostu f). Poziom badanych bialek zostal przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediang fluorescencji proby
barwionej normalizowano wzgledem kontroli izotypowej. Analizie poddano komorki EpCAM CD31" CD45". 4T1 - NF's pochodzgce z
pluc myszy szczepu BALB/c obarczonych komorkami 4T1, 67NR — obarczonych komorkami 67NR, E0771 - od myszy szczepu C57BL/6
obarczonych komérkami E0771. Poréwnanie dotyczy myszy z grupy kontrolnej (10001U). n=6. Wyniki przedstawiono w postaci
wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testow dla wielokrotnych
porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** <0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.
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12.1.4. Ocena wplywu zrdéznicowanego poziomu witaminy D3 w diecie myszy i
doustnego podawania kalcytriolu na poziom bialek specyficznych dla CAFs

raka gruczolu sutkowego

Zroznicowana dieta oraz podawanie kalcytriolu nie wplyngty istotnie na poziom biatek
typowych dla CAFs pochodzacych z guzéw myszy obarczonych guzami 4T1 i 67NR
(Rycina 15A 1 15B). Poziom PDPN w modelu E0771 byt istotnie wickszy w grupach
1000+cal 1 5000IU (vs 1000IU) (Rycina 15C). Przeciwng tendencj¢ zaobserwowano
w modelu 4T1 - dodatkowe podania kalcytriolu lub dieta bogata w witaming D3
przetozyty si¢ na spadek poziomu PDPN na CAFs (1000IU vs 1000IU+cal p=0,0560,
5000IU p=0,0565) (Rycina 15A). W modelu E0771 poziom aSMA znaczaco spadt w
CAFs myszy z grup 1000IU+cal oraz 5000IU w poréwnaniu do fibroblastow myszy
karmionych dietg kontrolng (1000IU) (Rycina 15C). W modelu 67NR zaobserwowano
podobng tendencje — obnizenie poziomu aSMA u myszy w grupie z dieta z nadmiarem
witaminy D3 (5000IU vs 1000IU, p=0,0831) (Rycina 15B). Podawanie kalcytriolu
myszom z diety niedoborowej przelozyto si¢ na zwigkszony poziom TNC na CAFs
E0771 (100IU+cal vs 100IU), ponadto najwiekszy poziom tego biatka zaobserwowano
wiasnie w grupie 100IU+cal (vs 1000IU) (Rycina 15C). Podniesiony w stosunku do
grupy kontrolnej poziom TNC zaobserwowano réwniez w grupach 100IU+cal 1 50001U.
Poziom PDGFRp na CAFs E0771 byt znaczaco wigkszy w grupie 5000IU w porownaniu
do kontroli (1000IU) (Rycina 15C).
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Rycina 15. Wplyw karmienia dietq z réinqg zawartosciq witaminy D; i podawania kalcytriolu na poziom wybranych biatek w CAFs
izolowanych 7 guzow rakow gruczotu sutkowego: A — CAFs pochodzqce od myszy szczepu BALB/c obarczonych komorkami 4T1, B
— od myszy szczepu BALB/c obarczonych komorkami 67NR i C — od myszy szczepu C57BL/6 obarczonych komorkami EQ771. Poziom
badanych biatek zostat przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediane fluorescencji proby barwionej normalizowano
wzgledem kontroli izotypowej. Analizie poddano komérki EpCAM- CD31- CD90.2". aSMA (o-aktyna miesni gladkich), PDPN
(podoplanina), TNC (tenascyna C), PDGFRp (receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu p). n=4. Wyniki przedstawiono za
pomocq wartosci Srednich + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu testow dla
wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** <0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.

12.1.5. Ocena wplywu zroznicowanego poziomu witaminy D3 w diecie myszy
i doustnego podawania kalcytriolu na poziom wybranych bialek w NFs pluc

myszy obarczonych komorkami mysich rakow gruczolu sutkowego

W modelu 4T1 (Rycina 16A) doustne podawanie kalcytriolu myszom z dietg
niedoborowg przetozylo si¢ na istotny wzrost poziomu aSMA, markera aktywacji
fibroblastow, w NFs ptuc (100IU+cal vs 100IU). Ponadto poziom aSMA jest wickszy
w NFs ptuc od myszy z grupy 1000IU+cal w poréwnaniu do myszy z dieta kontrolng
(1000IU+cal vs 10001U; p=0,0548). Podawanie kalcytriolu myszom obarczonym 4T1
z grupy 100IU przyczynilo si¢ rowniez do wzrostu poziomu PDPN i TNC w NFs
(100IU+cal vs 100IU) (Rycina 16A). Ponadto zaobserwowano zmniejszony poziom TNC
w grupie 50001U (vs 10001U) (Rycina 16A). Poziom PDGFRp (w porownaniu z S0001U,
100IU p<0,05 i 100IU+cal — p=0,0572) byl najwigkszy w NFs pochodzacych z ptuc
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myszy obarczonych komadrkami 4T1 z grupy kontrolnej (1000IU) (Rycina 16A). Dieta ze
zrdznicowang zawarto$cig witaminy D3 oraz doustne podawanie kalcytriolu nie wplynely
istotnie na poziom wybranych biatek na NFs ptuc w modelach 67NR 1 E0771 (Rycina
16B 1 C).

A aSMA TNC PDGFRB

=0,0572

:
z

=0.0591

*
.
a0 p=0.0548
.y®

Il 2/a1ve

wzdledna mediana fluorescencji
wzdlgdna mediana fluorescencji
wzdledna mediana fluerescencji
wzdledna mediana fluerescencji

HNZ9 2/91ve

wzdledna mediana fluorescencji
wzdledna mediana fluorescencji
wzdledna mediana fluorescencji
wzdledna mediana fluorescencji

T/£03 9/19LSD

wzdledna mediana fluorescencji
wzdledna mediana fluorescencii
wzdledna mediana fluerescenciji
wzdledna mediana fluorescenciji

Rycina 16. Wplyw karmienia dietq 7 réing zawartoscig witaminy D3 i podawania kalcytriolu na poziom wybranych biatek w NFs
izolowanych z ptuc myszy obarczonych rakami gruczotu sutkowego. A — porownanie dla NFs pochodzgcych od myszy obarczonych
guzami 4T1, B — obarczonych guzami 67NR i C — obarczonych guzami E0771. Poziom badanych bialek zostat przedstawiony jako
wzgledna mediana fluorescencji. Mediang fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli izotypowej. Analizie
poddano komorki EpCAM™ CD31" CD45". aSMA (a-aktyna miesni gladkich), PDPN (podoplanina), TNC (tenascyna C), PDGFRp
(receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu p). n=6. Wyniki przedstawiono za pomocq wartoSci Srednich + odchylenie
standardowe. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub
Kruskal-Wallis. * <0,05, **<0,01.
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12.2. Badania ex vivo

W celu dalszego zbadania wptywu witaminy D3 na proces aktywacji fibroblastow z ptuc
myszy zdrowych, poddanych takiemu samemu traktowaniu (dieta i podania kalcytriolu)
jak myszy obarczone nowotworami, wyprowadzono hodowle pierwotne NFs pluc.
Fibroblasty w ich drugim pasazu zostaty poddane stymulacji 10ng/ml TGFB1 oraz
mediami kondycjonowanymi znad komorek nowotworowych (linie 4T1 1 67NR dla
fibroblastow z myszy BALB/c i E0771 dla fibroblastow z myszy C57BL/6). Po 72
godzinach stymulacji ocenie poddano: (1) poziom wybranych biatek typowych dla CAFs
(aSMA, PDPN, TNC, PDGFRp) za pomoca cytometrii przeptywowej, (2) poziom VDR
1 FAP metoda immunofluorescencji oraz (3) ekspresj¢ wybranych mRNA (Acta2, Mmp9,
Sppl (wydzielanej fosfoproteiny 1) oraz Vdr) za pomoca real-time PCR. TGFB1 zostat
wybrany do stymulacji, poniewaz stanowi on gléwny czynnik pobudzajacy proces
wtoknienia w tkankach — a wlasciwie aktywacje fibroblastoéw i innych komorek do
miofibroblastow [189,218]. Zostal on rowniez rozpoznany jako jeden z czynnikow

rekrutujacych i aktywujacych CAFs w TME [219-221].

12.2.1. Porownanie poziomu wybranych bialek NFs pluc miedzy szczepami

zdrowych myszy C57BL/6 i BALB/c

Populacja NFs do analizy zostala wyselekcjonowana zgodnie ze schematem
bramkowania przedstawionym na rycinie 13. Poziom wybranych biatek (aSMA, PDPN,
TNC 1 PDGFR) zostal wyznaczony jako wzgledna mediana fluorescencji dla komorek
o fenotypie CD31"'EpCAM CD45 (Rycina 17). Poréwnaniu migdzy szczepami poddano
NFs pochodzace z ptuc z grupy kontrolnej (1000IU) (Rycina 18). Nie zaobserwowano
roznic w poziomie aSMA mi¢dzy NFs ptuc réznych szczepow myszy (Rycina 18A).
W poréwnaniu do NFs pluc myszy BALB/c, NFs myszy szczepu C57BL/6
charakteryzowaty si¢ znacznie nizszym poziomem PDPN, TNC (Rycina 18B i C) oraz
istotnie wigkszym poziomem PDGFRp (Rycina 18D).
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Rycina 17. Przykiadowe wykresy obrazujgce poziom analizowanych bialek na NFs ptuc myszy zdrowych. A - Z bramki CD31
EpCAM CD45 pobierano dane dotyczqce mediany fluorescencji analizowanych markeréw. B — z bramek aSMA, PDPN, TNC i
PDGFRp pobrano dane dotyczqce odsetka komorek pozytywnych na wybrane markery z bramki rodzicielskiej (CD31 EpCam™ CD45").
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Rycina 18. Poréwnanie poziomu wybranych bialek miedzy NFs pluc myszy zdrowych szczepu BALB/c i C57BL/6. A - aSMA
(a-aktyna migsni gladkich), B - PDPN (podoplanina), C - TNC (tenascyna C), D - PDGFRJ (receptor plytkopochodnego czynnika
wzrostu f). Poziom badanych bialek zostal przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediang fluorescencji proby
barwionej normalizowano wzgledem kontroli izotypowej. Analizie poddano komorki EpCAM CD31- CD45". Poréwnanie dotyczy
myszy z grupy kontrolnej (10001U). n=6-7. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej + odchylenie standardowe. Analiza
statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testow: T-studenta i Mann-Whitney. * <0,05, **<0,01, *** <0,001 i ****<0,0001.

12.2.2. Ocena wplywu zréznicowanego poziomu witaminy D3 w diecie myszy
i doustnego podawania kalcytriolu na poziom wybranych bialek w NFs pluc

zdrowych myszy szczepow C57BL/6 i BALB/c

Zrbznicowany poziom witaminy D3 w diecie myszy i1 podania kalcytriolu skutkowaty
obnizeniem poziomu aSMA w NFs myszy szczepu BALB/c (vs 1000IU, Rycina 19A).
Nie zaobserwowano zmian w poziomie biatek w NFs ptuc myszy C57BL/6 (Rycina 19B).
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Rycina 19. Poréwnanie poziomu wybranych bialek miedzy NFs pochodzqcymi 7 ptuc myszy zdrowych karmionych dietq z réing
zawartoscig witaminy Ds i lub traktowanych kalcytriolem: A — porownanie dla NFs myszy szczepu BALB/c, B — szczepu C57BL/6.
Poziom badanych biatek zostal przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediane fluorescencji proby barwionej
normalizowana wzgledem kontroli izotypowej. Analizie poddano komorki EpCAM™ CD31" CD45". aSMA (a-aktyna migsni gladkich),
PDPN (podoplanina), TNC (tenascyna C), PDGFRp (receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu ). n=6-7. Wyniki przedstawiono
za pomocq wartosci Srednich + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu testow dla
wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** <0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.

12.2.3. Wplyw zréznicowanego poziomu witaminy D3 w diecie myszy i doustnego
podawania kalcytriolu na proces aktywacji NFs — ocena poziomu wybranych

bialek

Stymulacja TGFB1 istotnie zmniejszyta poziom aSMA w NFs pochodzacych od myszy
szczepu BALB/c z grupy 1000IU (Rycina 20A). Stymulacja TGFB1 prowadzita takze do
obnizenia poziomu PDPN w NFs pochodzacych od myszy ze wszystkich grup (Rycina
20B i Z8B w Zalaczniku). Natomiast, poziom TNC i PDGFR ulegl znaczacemu
obnizeniu po stymulacji zarowno TGFf1, jak i medium znad komorek 4T1, efekt ten
zaobserwowano wylacznie na NFs pochodzacych od myszy z grupy kontrolnej (10001U)
(Rycina 20C i D). Ponadto w grupach 5000IU, 100IU i 100IU+cal stymulacja medium
znad komorek 4T1 istotnie zwigkszyta poziom PDPN. W przypadku modelu C57BL/6
zaobserwowano wytacznie obnizenie poziomu PDPN po stymulacji TGFB1 w grupach
1000IU+cal (p=0,0699) i 5000IU (p=0,0704). Stymulacja komoérek nie wplyneta na
poziom pozostatych biatek na komoérkach (Rycina 21A-D).
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Rycina 20. Poréwnanie poziomu wybranych bialek na aktywowanych NFs pluc myszy zdrowych szczepu BALB/c karmionych
paszq o zréznicowanej zawartosci witaminy D i traktowanych doustnie kalcytriolem: A- aSMA (o-aktyna miesni gladkich), B- PDPN
(podoplanina), C - TNC (tenascyna C), D - PDGFRf (receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu p). Poziom badanych biatek zostal
przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediang fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli
izotypowej. Analizie poddano komorki EpCAM  CD31° CD45. NFs stymulowano 10ng/ml TGFpl Ilub 50% medium
kondycjonowanego znad komorek linii 4T1 lub 67NR. n=6-7. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej £ odchylenie
standardowe. Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych poréwnan: One-way ANOVA lub Kruskal-
Wallis. * < 0,05, **<0,01, ***<0,001 i **** <0,0001.
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Rycina 21. Poréwnanie poziomu wybranych bialek na aktywowanych NFs pluc myszy zdrowych szczepu C57BL/6 karmionych
paszq o zréznicowanej zawartosci witaminy D i traktowanych doustnie kalcytriolem: A- aSMA (o-aktyna miesni gladkich), B- PDPN
(podoplanina), C - TNC (tenascyna C), D - PDGFRJ (receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu ). Poziom badanych biatek zostat
przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediang fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli
izotypowej. Analizie poddano komorki EpCAM  CD31° CD45. NFs stymulowano 10ng/ml TGFpl Ilub 50% medium
kondycjonowanego znad komorek linii EQ771. n=6-7. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej + odchylenie standardowe.
Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis.
*¥<0,05, ¥*<0,01, ¥**<0,001 i ****<0,0001.

12.2.4. Ocena wplywu zroznicowanej zawartosci witaminy D3 w diecie myszy oraz
doustnego podawania kalcytriolu na poziom VDR i FAP w NFs stymulowanych

TGFp1 i mediami znad komorek nowotworowych

Wszystkie barwione NFs posiadaty ekspresje VDR 1 FAP (Rycina 22 123). W przypadku
komorek pochodzacych od myszy szczepu BALB/c, stymulacja NFs za pomoca TGFp1
i CM znad komorek nowotworowych nie wptynela istotnie na ekspresjc VDR
w komorkach pochodzacych od myszy z grupy kontrolnej (1000IU) (Rycina 22A1).
Wszystkie zastosowane warunki stymulacji NFs (TGFB1 1 CM) skutkowaty obnizeniem
poziomu VDR w grupie 1000IU+cal. W przypadku NFs pochodzacych od myszy z grup
50001U, 100IU i 100IU+cal, TGFB1 i medium znad 4T1 indukowaly ekspresj¢ VDR.
W NFs pochodzacych od myszy szczepu C57BL/6 z grup 5000IU, 100IU i 100IU+cal
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poziom VDR zwigkszyt si¢ po stymulacji TGFB1 (Rycina 22B1). Zaréwno stymulacja
NFs za pomoca TGFp1, jak i CM znad E0771 prowadzily do obnizenia poziomu VDR
w NFs pochodzacych od myszy C57BL/6 z grupy 1000IU (Rycina 22B1).

W modelu BALB/c zaobserwowano, ze podania kalcytriolu myszom z grup 1000IU
przektadaty si¢ na wzrost ekspresji VDR w NFs niestymulowanych i poddanych
stymulacji za pomocg TGFB1 oraz CM znad 67NR. Gdy NFs stymulowano CM znad
4T1, poziom VDR byl mniejszy w NFs z grupy 1000IU+cal niz w 1000IU (p=0,0817,
Rycina 22A2). Ponadto dla NFs od myszy BALB/c, niezaleznie od nich stymulacji,
zaobserwowano wigkszy poziom VDR w NFs myszy z grup 100IU+cal w porownaniu
do NFs myszy z grupy 100IU. Dla NFs niestymulowanych i poddanych stymulacji CM
znad 67NR poziom VDR obnizyt si¢ w grupach 5000IU, 100IU oraz 100IU+cal
w porownaniu do NFs z grupy 1000IU (Rycina 22A2). Za$ po stymulacji TGFB1 i CM
znad 4T1 poziom VDR byt istotnie nizszy wytacznie dla NFs od myszy z grupy 100IU
(Rycina 22A2). W przypadku zaréwno myszy BALB/c, jak i C57BL/6 poziom VDR
w NFs od myszy z grupy 100IU byt nizszy niz w NFs od myszy z grupy 50001U
niezaleznie od stymulacji NFs. W modelu C57BL/6 (Rycina 22B2), podobnie jak
w BALB/c, zaobserwowano, ze podawanie kalcytriolu myszom z grupy deficytowe;j
przektada si¢ na wzrost poziomu VDR (100IU+cal vs 100IU), aczkolwiek - przeciwnie
do modelu BALB/c - w przypadku myszy z grupy ze standardowa pasza podania
kalcytriolu prowadza do spadku poziomu VDR w NFs (1000IU+cal vs 1000IU) (Rycina
22B2). Tendencje te zostaty zachowane przy kazdym zastosowanym sposobie stymulacji
NFs. Podobnie jak w modelu BALB/c - niezaleznie od stymulacji - nizszy poziom VDR
zaobserwowano w NFs pochodzacych od myszy z grupy 100IU w poréwnaniu do NFs

od myszy z grupy kontrolnej (1000IU, Rycina 22B2).
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Rycina 22. Poréwnanie poziomu receptora witaminy D3 (VDR) metodq immunofluorescencji w aktywowanych NFs ptuc myszy
zdrowych szczepu BALB/c (A) i C57BL/6 (B) karmionych paszq o zréznicowanej zawartosci witaminy Ds i traktowanych doustnie
kalcytriolem. Al — porownanie poziomu VDR w zaleznosci od stymulacji (TGFf1, medium znad 4T1 i 67NR), A2 — poréwnanie
poziomu VDR w NFs pluc pomigdzy poszczegolnymi grupami myszy. Bl — poréwnanie poziomu VDR w zaleznosci od stymulacji
(TGFp1, medium znad E0771), B2 — porownanie poziomu VDR w NFs ptuc pomiedzy poszczegolnymi grupami myszy. A3, B3 —
przyktady zdje¢ wykonanych za pomocq mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS IX81 (Olympus, Warszawa, Polska)
i oprogramowaniu CellSense (Olympus, Warszawa, Polska). NFs stymulowano 10ng/ml TGFf1 lub 50% medium kondycjonowanego
znad komorek linii 4T1 lub 67NR. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analize statystyczng
przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** < 0,01, *** <
0,001 i **¥** <0,0001

W komoérkach pochodzacych od myszy obu szczepoéw (BALB/c i C57Bl1/6) stymulacja
komorek TGFB1 zwigkszyta poziom FAP w fibroblastach pochodzacych z grup 10001U,
100IU i 100IU+cal (Rycina23A1123B1). W modelu C57BL/6 taki kierunek zmian zostat
rowniez zaobserwowany w NFs grupy 5000IU (Rycina 23B1). Ponadto na poziom FAP
w NFs pochodzacych od myszy szczepu C57BL/6 wptyw miato rowniez CM znad E0771.
W NFs pochodzacych od myszy z grup 1000IU i 1000IU+cal zaobserwowano wzrost
poziomu FAP, zas w NFs pochodzacych od myszy z grup 50001U, 100IU oraz 100IU+cal
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- obnizenie poziomu FAP (Rycina 23Bl). Analogicznie CM znad komorek
nowotworowych wptynely na poziom FAP w NFs pochodzacych od myszy szczepu
BALB/c (Rycina 23A1) — CM znad 4T1 zwiekszylo poziom FAP w NFs od myszy
z grupy 10001U, zmniejszyto w NFs od myszy z grupy 5000IU i 100IU. Stymulacje za
pomoca CM znad 4T1 i 67NR zmniejszyty poziom FAP w NFs pochodzacych od myszy
szczepu BALB/c z grupy 100IU + cal (Rycina 23A1). CM znad 67NR zwigkszyto poziom
FAP w NFs od myszy z grupy 100IU (Rycina 23A1).W przypadku NFs
niestymulowanych pochodzacych od myszy szczepu BALB/c (Rycina 23A2) wigksza
ekspresj¢ FAP obserwowano w NFs od myszy z grup, gdzie myszom podawano
kalcytriol w poréwnaniu do myszy nieotrzymujacych kalcytriolu (1000IU+cal vs 1000TU
oraz 100IU+cal vs 100IU, Rycina 23A2). Ponadto poziom FAP byl najnizszy
w niestymulowanych NFs pochodzacych od myszy BALB/c z grupy 1000IU. W NFs
stymulowanych CM znad 67NR réwniez zanotowano wyzszy poziom FAP w NFs od
myszy z grupy 1000IU+cal w poréwnaniu do NFs od myszy z grupy 10001U, aczkolwiek
poziom FAP w NFs od myszy z grupy 100IU+cal byt mniejszy niz w NFs od myszy
z grupy 100IU (Rycina 23A2). W NFs stymulowanych TGFB1 i CM znad 4T1 od myszy
z grupy 1000IU+cal obserwowano mniejszy poziom FAP niz w NFs od myszy z grupy
1000IU. NFs stymulowane CM znad 4T1 pochodzace od myszy szczepu BALB/c z grup
100IU 1 100IU+cal miaty réwniez wyzszy poziom FAP niz NFs od myszy otrzymujacych
standardowg diete (1000IU, Rycina 23A2). Poziom FAP w NFs myszy z grupy 100IU
byl znacznie nizszy niz w NFs od myszy zgrupy 5000IU w przypadku NFs
niestymulowanych i stymulowanych CM znad 4T1. Gdy komorki stymulowano CM znad
67NR, poziom FAP byt znacznie wyzszy w NFs od myszy szczepu BALB/c z grupy
100IU w poréwnaniu do 5000IU (Rycina 23A2). W modelu C57BL/6 (Rycina 23B2) NFs
niestymulowane pochodzace od myszy z grupy 50001U wykazywaty najwigkszy poziom
FAP (vs 1000IU), zas§ NFs myszy z grupy 100IU+cal najnizszy poziom tego bialka
(vs 1000IU oraz 100IU) (Rycina 23B2). Tendencje te zostaty zachowane po stymulacji
NFs za pomocg TGFB1 1 CM znad E0771 (Rycina 23B2). Ponadto po stymulacji TGFp1
1 medium znad E0771 zaobserwowano mniejszy poziom FAP w NFs od myszy szczepu
C57BL/6, ktore otrzymywaly podania kalcytriolu w porownaniu do NFs pochodzacych
od myszy z grupy kontrolnej (1000IU+cal vs 1000IU, Rycina 23B2). Niezaleznie od
stymulacji poziom FAP w NFs od myszy C57BL/6 z grupy 100IU byt nizszy niz w NFs
od myszy z grupy 50001U (Rycina 23B2).
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Rycina 23. Poréwnanie poziomu biatka aktywacji fibroblastow (FAP) metodg immunofluorescencji w aktywowanych NFs pluc
myszy zdrowych szczepu BALB/c (A) i C57BL/6 (B) karmionych paszq o zréinicowanej zawartosci witaminy Ds i traktowanych
doustnie kalcytriolem. A1 — poréwnanie poziomu VDR w zaleznosci od stymulacji (TGFf1, medium znad 4T1 i 67NR), A2 —
porownanie poziomu FAP w NFs pluc pomigdzy poszczegolnymi grupami myszy. Bl — porownanie poziomu FAP w zaleznosci od
stymulacji (TGFp1, medium znad E0771), B2 — porownanie poziomu FAP w NF's pluc pomiedzy poszczegolnymi grupami myszy. A3,
B3 — przyklady zdje¢ wykonanych za pomocq mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS IX81 (Olympus, Warszawa, Polska)
i oprogramowaniu CellSense (Olympus, Warszawa, Polska). NFs stymulowano 10ng/ml TGFf1 lub 50% medium kondycjonowanego
znad komorek linii 4T1 lub 67NR. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej + odchylenie standardowe. Analize statystyczng
przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** < 0,01,
*¥*%<0,001 i ****<0,0001.

12.2.5. Ocena wplywu zroznicowanej zawartosci witaminy D3 w diecie myszy oraz
doustnego podawania Kkalcytriolu na ekspresje wybranych mRNA w NFs

stymulowanych TGFB1 i mediami znad komoérek nowotworowych

Do dalszych analiz — oceny ekspresji mRNA Acta? (a-aktyny 2), Mmp9
(metaloproteinazy 9), Sppl (wydzielanej fosfoproteiny 1), Vdr (receptora witaminy D3)
— wybrane zostaly fibroblasty z grup 1000IU oraz 100IU 1 100IU+cal. Stymulacja
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fibroblastow TGFB1 skutkowata wzrostem ekspresji mRNA Acta2 (kodujacego aSMA)
w NFs pochodzacych od myszy szczepu BALB/c z grup: 1000IU i 100IU+cal (Rycina
24A1) oraz NFs od myszy szczepu C57BL/6 z grup:10001U, 100IU i 100IU+cal (Rycina
24B1). Stymulowanie NFs z grupy 100IU+cal przy pomocy CM znad komorek E0771
rowniez zwickszyto ekspresje Acta? (Rycina 24B1). Stymulacja NFs TGFB1 skutkowata
zwigkszeniem ekspresji Mmp9 w NFs pochodzacych od myszy szczepu BALB/c z grupy
100IU (Rycina 24A2). CM znad komorek 4T1 wzmocnito ekspresje Mmp9 w NFs od
myszy z grupy 1001U oraz 100IU+cal (Rycina 24A2). Stymulacja NFs medium znad 4T1
prowadzita do wzrostu ekspresji Sppl (kodujacego OPN) w NFs od myszy szczepu
BALB/c z grupy 1000IU (Rycina 24A3). W przypadku NFs od myszy szczepu C57BL/6
z grupy 1000IU stymulacja komoérek TGFB1 1 CM znad E0771 zmniejszyta ekspresje
Sppl (Rycina 22B3). Ponadto NFs stymulowane przy pomocy CM znad komorek 67NR
pochodzace od myszy z szczepu BALB/c z grupy 100IU+cal miaty znacznie wigksza
ekspresje Sppl niz NFs od myszy z grupy 1000IU (Rycina 22A3). Za§ NFs pochodzace
od myszy szczepu C57BL/6 z grupy 100IU 1 100IU+cal stymulowane CM znad komorek
E0771 miaty znacznie wyzszg ekspresj¢ Sppl niz NFs pochodzace od myszy z grupy
1000IU (Rycina 24B3). NFs stymulowane TGFB1 od myszy z grupy 100IU+cal miaty
wyzsza ekspresj¢ niz NFs od myszy z grupy 1000IU (Rycina 24B3). Stymulacja NFs
pochodzacych od myszy obu szczepow z grup 1000IU, 100IU 1 100IU+cal za pomoca
TGFB1 skutkowata obnizeniem ekspresji Vdr. CM znad komoérek 4T1 zwigkszyto
ekspresje Vdr w NFs od myszy szczepu BALB/c z grupy 10001U, za§ CM znad komoérek
67NR w NFs od myszy tego samego szczepu z grupy 100IU (Rycina 24A4). CM znad
komorek E0771 obnizyto ekspresje¢ Vdr w NFs pochodzacych od myszy szczepu
C57BL/6 z grupy 1000IU (Rycina 24B4). Ekspresja Vdr byta znacznie wigksza w NFs
stymulowanych CM znad komoérek 67NR od myszy z grup 100IU oraz 100IU+cal
w poréwnaniu do NFs stymulowanych CM znad 67NR od myszy z grupy 1000IU
(Rycina 24A4). W NFs myszy szczepu C57BL/6 stymulowanych CM znad komorek
E0771 z grupy 100IU+cal zaobserwowano wiekszg ekspresje Vdr w porownaniu do NFs
(rowniez stymulowanych CM znad komorek E0771) od myszy z grupy 1000IU (Rycina
24B4).
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Rycina 24. Porownanie ekspresji mRNA wybranych genéw w aktywowanych NFs pluc myszy zdrowych karmionych paszg
0 zréznicowanej zawartosci witaminy D; i traktowanych doustnie kalcytriolem: | - Acta2 (a-aktyna 2), 2 - Mmp9 (metaloproteinaza
9), 3 - Sppl (wydzielana fosfoproteina 1), 4 - Vdr (receptor witaminy D). A — NF's pochodzgce od myszy szczepu BALB/c, B - szczepu
C57BL/6. Fibroblasty stymulowano 10ng/ml TGFBI1 lub 50% medium kondycjonowanego znad komorek linii 4T1 i 67NR (BALB/c)
lub E0771 (C57BL/6). Ekspresja mRNA badanych genéw zostata przedstawiona jako wzgledna ilos¢ mRNA — wyniki analizowano
metodq porownawczq AACt i normalizowano wzgledem kilku kalibratorow - kontroli z kazdego powtorzenia. n=4. Wyniki
przedstawiono w postaci wartosci Sredniej + blgd standardowy Sredniej. Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy testow
dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.
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12.3. Badania in vitro

W celu zbadania wplywu NFs na komoérki nowotworowe, CM znad NFs pochodzacych
z pluc myszy zdrowych niestymulowanych i stymulowanych TGFB1, wykorzystano do
przeprowadzenia testow  proliferacji 1testow klonogennych na komorkach

nowotworowych: 4T1, 67NR 1 EO771.

12.3.1. Ocena wplywu NFs stymulowanych TGFB1 na proliferacj¢ komorek

nowotworowych

CM znad NFs, zarowno niestymulowanych jak 1 stymulowanych TGFB1, pochodzacych
od myszy szczepu BALB/c nie wplyneto na proliferacj¢ komorek 4T1 (Rycina 25A1
1B1). Inkubacja komoérek linii 67NR z CM znad NFs niestymulowanych TGFpI,
niezaleznie od grupy myszy, istotnie obnizyto zywotnos¢ komoérek 67NR (Rycina 25A2),
aczkolwiek efekt ten zostal wyciszony gdy zastosowano CM znad NFs stymulowanych
TGFP1 (Rycina 25B2). CM znad NFs stymulowanych TGFB1 pochodzacych od myszy
szczepu C57BL/6 z grupy 1000IU zwigkszyto proliferacje komoérek EO0771
(w poréwnaniu do kontroli nietraktowanej). Ponadto CM znad NFs z grupy 5000IU

istotnie zmniejszyto proliferacj¢ komorek w poréwnaniu do CM znad 1000IU

(Rycina 25B3).
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Rycina 25. Poréwnanie ywotnosci komorek linii 4T1, 67NR i E0771 stymulowanych medium kondycjonowanym (CM) znad NFs
pluc myszy zdrowych karmionych dietq o zroznicowanej zawartosci witaminy Ds i traktowanych doustnie kalcytriolem. A — ocena
zywotnosci komorek inkubowanych z CM znad fibroblastow niestymulowanych. B - komorek inkubowanych z CM znad fibroblastow
stymulowanych 10ng/ml TGFp1. 1 — linii 4T1, 2 — 67NR oraz 3 — E0771. Dila komorek linii 4T1 i 67NR natozono CM pochodzgce od
fibroblastow myszy szczepu BALB/c, dla E0771 szczepu C57Bl/6. n=3-4. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sSredniej +
odchylenie standardowe. Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA
Iub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** <0,01, *** <0, 001 i **** <0,0001.
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12.3.2. Ocena wplywu NFs stymulowanych TGFB1 na tworzenie kolonii przez

komorki nowotworowe

Medium znad NFs pochodzacych od myszy szczepu BALB/c z grupy 50001U
1 stymulowanych ex vivo TGFB1 nieznacznie (p=0,0507) obnizyto zdolnos¢ komorek linii
4T1 do tworzenia kolonii (w pordwnaniu do CM znad NFs od myszy z grupy 10001U,
Rycina 26). CM znad NFs pochodzacych od myszy z pozostalych grup nie wykazaty
zadnego wptywu. W przypadku komorek linii 67NR (Rycina 27) zaobserwowano
znaczne obnizenie tworzenia kolonii, gdy komorki stymulowano CM znad NFs z grupy
100IU+cal stymulowanych TGFB1 zar6wno w porownaniu do kontroli niestymulowane;j,
jak 1 do CM znad NFs z grupy 1000IU+cal (Rycina 27). W przypadku komérek linii
E0771 (Rycina 28) CM zebrane znad NFs niestymulowanych TGFB1 pochodzacych od
myszy z prawie kazdej grupy (poza 100IU) istotnie obnizyty zdolno$¢ komoérek do
tworzenia kolonii. Taki sam efekt zaobserwowano réwniez dla medium znad NFs od
myszy z grupy 100IU ale dopiero po stymulacji TGFB1 (Rycina 28). Ponadto CM znad
NFs stymulowanych TGFB1 pochodzacych od myszy szczepu C5S7BL/6 z deficytem
witaminy D3 traktowanych kalcytriolem zwickszylo zdolno$§¢ E0771 do tworzenia

kolonii w porownaniu do CM znad NFs niestymulowanych (p=0,0593, Rycina 28).
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Rycina 26. Porownanie zdolnosci komorek 4T1 do tworzenia kolonii po stymulacji medium kondycjonowanym (CM) znad
aktywowanych TGFB1 NFs ptuc myszy zdrowych szczepu BALB/c karmionych dietq o zréinicowanej zawartosci witaminy Ds
i traktowanych kalcytriolem doustnie. Fibroblasty stymulowano 10ng/ml TGFf1. Komorki nowotworowe inkubowano przez 72h z
50% CM znad fibroblastow. Tak przygotowane komorki nowotworowe wysiano w ilosci 50 komorek na dotek plytki 6-dotkowej. Po
10 dniach wykonano barwienie. Liczbe kolonii liczono recznie. Normalizowano wzgledem poczqtkowej liczby komorek oraz kontroli
nietraktowanej. n=3. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analize statystyczng
przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** < 0,01,
*¥*% 0,001 i ¥¥**<0,0001.
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Rycina 27. Poréwnanie zdolnosci komorek 67NR do tworzenia kolonii po stymulacji medium kondycjonowanym (CM) znad
aktywowanych TGFf1 NFs ptuc myszy zdrowych szczepu BALB/c karmionych dietq o zréinicowanej zawartosci witaminy Djs i
traktowanych kalcytriolem doustnie. Fibroblasty stymulowano 10ng/ml TGFS1. Komérki nowotworowe inkubowano przez 72h z
50% CM znad fibroblastow. Tak przygotowane komorki nowotworowe wysiano w ilosci 100 komorek na dotek plytki 6-dotkowej. Po
10 dniach wykonano barwienie. Liczbe kolonii liczono recznie. Normalizowano wzgledem poczqtkowej liczby komorek oraz kontroli
nietraktowanej. n=3. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci sredniej + odchylenie standardowe. Analize statystyczng
przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** < 0,01, ¥** <

0,001 i **** <0,0001.
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Rycina 28. Poréwnanie zdolnosci komorek E0771 do tworzenia kolonii po stymulacji medium kondycjonowanym (CM) znad
aktywowanych TGFf1 NFs pluc myszy zdrowych szczepu C57BL/6 karmionych dietq o zréinicowanej zawartosci witaminy Ds
i traktowanych kalcytriolem doustnie. Fibroblasty stymulowano 10ng/ml TGFf1. Komorki nowotworowe inkubowano przez 72h
z 50% CM znad fibroblastow. Tak przygotowane komorki nowotworowe wysiano w ilosci 50 komorek na dofek plytki 6-dotkowej.
Po 10 dniach wykonano barwienie. Liczbe kolonii liczono recznie. Normalizowano wzgledem poczgtkowej liczby komorek oraz
kontroli nietraktowanej. n=3. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analize statystyczng
przeprowadzono przy pomocy testow dla wielokrotnych porownan: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis. * < 0,05, ** < 0,01,
X <0,001 1 *F**<0,0001.
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13. Wplyw witaminy D3 na ludzkie CAFs — pochodzace z guzow pacjentek

Zgode na udzial w badaniu wyrazito 127 pacjentek hospitalizowanych w Centrum
Choréb Piersi Dolnoslgskiego Centrum Onkologii, Pulmonologii 1 Hematologii
(DCOPiH). Od 102 pacjentek zostala pobrana tkanka guza celem izolacji komorek.
Sposréd tej grupy z otrzymanego materiatu udato si¢ wyizolowaé 91 razy CAFs.
Za pomocg cytometrii przeplywowej scharakteryzowano fibroblasty pochodzace od 71
pacjentek, poniewaz z materialu od pozostalych chorych nie udato si¢ pozyskac
wystarczajacej liczby komorek. Z uzyskanego materiatu udato si¢ wyprowadzi¢ 59
hodowli pierwotnych CAFs, ktére postuzyty dalszym analizom - charakterystyce
wptywu kalcytriolu na ich fenotyp, ekspresje mRNA i bialek, aktywno$¢ zelatynaz oraz
sekrecj¢  wybranych  czynnikéw. Liczbe hodowli CAFs  wykorzystanych
w poszczegdlnych analizach oraz charakterystyke kliniczng pacjentek, z ktorych guzow

pochodzity te hodowle prezentuje tabela 16.

Tabela 16. Charakterystyka kliniczna pacjentek wlgczonych do poszczegolnych eksperymentow.
Podzial pacjentek pod wzgledem wybranych parametréw klinicznych

Status menopauzalny Poziom witaminy D3 Obecno$¢ przerzutow
Przed Po . Deficyt Norma Brak Obecne
menopauza menopauzie
Wszystkie pacjentki n=127 n=38 n=89 n=89 n=38 n=96 n=31
Wiek 60,6£124  47,548,6 66,349,1*  61,8+12,5 578119  604+129  61,5t11,01
frfgz/‘;‘l‘]‘ 25(0H)Ds 256£124  27,649,6 2474134 19,0463  41,069,1" 256127  25,6+11,9
Poziom FSH 52,8+35,0 14£16 4 69,5426,6%  53,7+32,6  50,8440,5  533+37,1  51,1+27.8
[mIU/ml]
Analiza ekspresji _ _ _ — — = =
bialek w tkance guza n=80 n=28 n=52 n=57 n=23 n=53 n=27
Wiek 602+13,0  46,5+6,6 67,6+8.8% 604132  597+127  59,6£13,8  613+114
Fr?gz/lr(r)l?]l 25(OH)Ds 2444114 265894  233:122 185461  39.0473° 2424110 2474123
Poziom FSH 46,04332  12,6£123  644+£258*% 4714313 43,5838, 4594362  46,3+26,7
[mIU/ml]
Ocena fenotypu _ _ _ — = = =
CAFs n=71 n=28 n=43 n=51 n=20 n=52 n=19
Wiek 589+134 454474 67,747,9%  604+13,5  551+12,7 58,1140 61,1115
frf;‘r‘r’l?]‘ 25(0H)Ds 2554£12,9  27,849,9  24,1£14,5® 18,9462 42,4498 27,1139 21,0484
Poziom FSH 48,0£36,5  12,6£12,3  73,04253% 4734310  52,84482 5024397  45,0425,5
[mIU/ml]
Ocena zywotnoSci
CAFs w obecnosci n=36 n=15 n=21 n=24 n=12 n=23 n=13
kalcytriolu
Wiek 582+12,6 46,6470 66,548,3%  604+124  538+12,1  59,5t142  5509+89
frfgz/‘;‘l‘]‘ 25(0H)Ds 264+114  284+11,6 254113 19,6558  402+5.6"  272+127 25,1489
Poziom FSH 47,6£32,8  15,1£14,1  71,9+182% 5244310 3834357 4724347  48,4+30,5
[mIU/ml]
Ocena fenotypu w
CAFs n=51 n=18 n=33 n=34 n=17 n=35 n=16
stymulowanych
kalcytriolem
Wiek 599+13,6  452+74 67.948,5%  614+14,1  569t125  60,6£150  59.5t104
frf;‘r‘r’l?]‘ 25(0H)Ds 2714132 27.8£10,7  26,7+145 19,546,5  423£9.3% 4934345  51,2427.6
Poziom FSH 4904323 13,7133 703+19,0% 492430,  S51,3+£37,1  28,1+148 24,9487
[mIU/ml]
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Ciqg dalszy tabeli 16. Charakterystyka kliniczna pacjentek wigczonych do poszczegolnych eksperymentow.

Liczba (n) Status menopauzalny Poziom witaminy D3 Obecno$¢ przerzutow
P ac]ent?k Przed Po . Deficyt Norma Brak Obecne
W grupie menopauzg menopauzie

Ocena ekspresji VDR

i FAP w CAFs n=51 n=19 n=32 n=34 n=17 n=34 n=17

stymulowanych

kalcytriolem

Wiek 59,5+13,6 45,5+7,3 67,8+8,7* 60,8+14,1  56,9£12,5° 59,4+14,8 59,5¢11,1

frfgz/‘;’l‘l‘]l 25(OH)D; 2714132 2765104 2684148 194465  423+93° 2814149 249488

Poziom FSH [mIU/ml]  48,4432,6 13,3+13,0 70,0+£19,2*  47,0+£30,5 51,3+37,1 49,9+34,6 45,4+28,6

Ocena ekspresji

wybranych mRNA w

CAFs n=44 n=15 n=29 n=29 n=15 n=29 n=15

stymulowanych

kalcytriolem

Wiek 59,8+12,6 46,3+6,9 66,8+8,5* 62,4+12,4  54,8£11,7° 60,4+13,8 58,7+10,2

Poziom 25(OH)D3

[ng/ml]

Poziom FSH [mIU/ml]  52,9431,9 15,4+13.9 73,0+£16,8*  53,5+28,3 51,7+38,7 54,44+33.9 49,8+28,1

Ocena ekspresji

wybranych bialek w

CAFs n=35 n=12 n=23 n=21 n=14 n=21 n=14

stymulowanych

kalcytriolem

Wiek 59,7+13,1 45,4+7,3 67,2+8,4* 62,4+12.9 55,7+12.9 59,4+14,3 60,3+11,1

Poziom 25(OH)Ds

[ng/ml]

Poziom FSH [mIU/ml]  53,4432,9 14,2+15,5 74,8+14,9*  53,8+29,2 52,8+38.8 53,8+34.,6 52,6+26,7

Ocena poziomu

produkowanych

bialtek przez CAFs n=51 n=18 n=33 n=34 n=17 n=35 n=16

stymulowane

kalcytriolem

Wiek 59,9+13,6 45,2474 67,9+8,5* 61,4+14,1 59,6+12.5 60,1+15,0 59,5+10,4

Poziom 25(OH)Ds

[ng/ml]

Poziom FSH [mIU/ml]  49,9+323 13,7+13,3 70,3+19,0*%  49,2+30,1 51,3+37,1 49,3+34,5 51,2428.6

Ocena aktywnoSci

Zelatynaz w lizatach

CAFs n=16 n=10 n=6 n=9 n=7 n=10 n=6

stymulowanych

kalcytriolem

Wiek 54,8+12,7 46,6+6,9 68,3+6,6* 58,11+9,6 50,4+15,6 50,7+13,6 61,5+8,1

Poziom 25(OH)Ds

[ng/ml]

Poziom FSH [mIU/ml]  34,2+32,4 14,9+15,6 72,7+184*%  41,3+£272 26,0+38.,0 28,8+34,7 42,2429,7

Ocena wplywu CAFs

stymulowanych

kalcytriolem na

migracje oraz n=16 n=7 n= n=10 n=6 n= n=7

ekspresje wybranych

bialek w MCF-7 i

MDA-MB-231

Wiek 60,7+11,7 49,1+5,0 69,7+5,6* 59,5+10,1 62,7+14.9 59,9+14,0 63,0+8,4

Poziom 25(OH)Ds

[ng/ml]

Poziom FSH [mIU/ml]  45,4432,2 19,1£17,1 68,4+22.9*  46,5£29,9  43,8+384 40,5+36,6 52,7+25,7
Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSH: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,,po
menopauzie”, FSH<25,8 mIU/ml do ,,przed menopauzq”; w oparciu o stgzenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)Ds w osoczu:
25(OH)D; <30ng/ml - ,,deficyt”, > 30ng/ml - ,,norma”’; w oparciu o wystgpowanie przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji
TNM), do weztow chionnych (parametr N): wystgpowanie przynajmniej jednego — ,, obecno$¢ przerzutow”. Wyniki przedstawiono
w postaci wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testow: t-studenta i
Mann-Whitney: * - p<0,05, © - p<0,06, * — p<0,07 dla przed menopauzq vs po menopauzie, * - p<0,05 i ¢ - p<0,06 dla ,,norma” —
prawidlowy poziom witaminy D; vs deficyt witaminy D;.

27,6+13,6 29,3£11,0 26,7+14.9 19,3£5,9 43,6+9,1* 29,3£15,5 24,2+8,7

28,4+12,7 29,3+12,3 27,9+13,2 19,5+6,1 41,9+6,5* 30,0+14,2 25,5493

27,1£13,2 27,8+10,7 26,7+14.,5 19,5+6,5 42,3+9,3" 28,1+14,8 24,9+£8,7

29,3£12,2 31,3£12,8 26,0£11,5 20,0+6,9 41,2+3,8" 31,1£13,1 26,3£11,2

26,9+10,4 26,4+12,3 27,249,5 20,4+6,6 37,6+5,1* 26,6+11,0 27,3£10,5
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13.1. Pordownanie poziomu wybranych bialek w tkankach guzéw pochodzacych od

pacjentek z réznych grup klinicznych

W celu oceny poziomu OPN 1 TGFB1 w catych guzach udato si¢ zebra¢ fragmenty tkanki
od 80 pacjentek. Ekspresja OPN i TGFB1 (Rycina 27) zostala poréwnana mig¢dzy
pacjentkami réznigcymi si¢ obecno$cig przerzutdw, poziomem 25(OH)D; w osoczu
1 statusem menopauzalnym. Nie zaobserwowano istotnych réznic w poziomie OPN
1 TGFB1 migdzy pacjentkami przed i po menopauzie (Rycina 27A1 1 B1). Poziom TGFB1
byl wyzszy u pacjentek z prawidlowym poziomem witaminy D3 w osoczu (Rycina 27B2).
Wisrdd pacjentek, u ktorych nie wykazano zadnych przerzutéw, zaobserwowano wyzszy
poziom OPN (p=0,0653) i TGFB1 w poréwnaniu do chorych z przerzutami (Rycina 27A3
i B3).
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Rycina 29. Poréwnanie poziomu OPN i TGFf1 w guzach pacjentek o réinym statusie menopauzalnym, poziomie 25(0OH)Ds
w osoczu, obecnosci przerzutow. A — OPN (osteopontyna), B — TGFp1 (transformujqcy czynnik wzrostu f 1). Przykladowe zdjecia
prazkow: C - OPN, D — TGFp1. Analizowano prqzki na nastgpujgcej wysokosci: OPN: 40kDa, TGFp1: 35 kDa. Pacjentki zostaty
podzielone na grupy w oparciu o: (1) stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po
menopauzie”(n=27), < 25,8 mlU/ml — ,,przed menopauzq” (n=53), (2) stezenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D; w osoczu:
25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,, deficyt” (n=57), > 30ng/ml do grupy ,,optimum” (n=22) lub (3) wystepowanie
dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chlonnych (parametr N): ,, przerzuty obecne” (n=27),
,,brak przerzutow” (n=53). Wyniki normalizowano wzgledem poziomu f-aktyny. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej +
odchylenie standardowe. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu testow: T-studenta i Mann-Whitney. * < 0,05,
*¥*<0,01, ¥*¥* <0,001 i ¥***<0,0001.
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13.2. Ocena czystosci izolacji CAFs

Z otrzymanych z DCOPiH fragmentow tkanki guza, udato si¢ wyizolowac¢ fibroblasty od
91 pacjentek. Sposréd nich, komorki §wiezo wyseparowane od 71 pacjentek poddano
analizie ekspresji bialek przy pomocy cytometrii przeptywowej. Celem analizy byto
sprawdzenie, czy podczas separacji magnetycznej przez kolumny nie przedostaty si¢
komorki pochodzenia nablonkowego — nowotworowe (EpCAMY), s$rédbtonkowego
(CD31") lub immunologicznego (CD45"). Sposrdod wyizolowanych, zywych,
pojedynczych komorek (strategia bramkowania przedstawiona na rycinie 31) $rednio
14,6% komorek (od 0 do 76,5%, mediana 10,6%) wykazywato pochodzenie
immunologiczne, 4,12% pochodzenie srodbtonkowe (od 0 do 32,4%, mediana 1,85%)
za$ 19,31% pochodzenie nabtonkowe (od 0 do 59,7%, mediana 15,85%).
Zanieczyszczenie czesci hodowli komoérkami innego pochodzenia mozliwe byto réwniez
do zaobserwowania po kilku dniach hodowli przy pomocy mikroskopu optycznego —
wyraznie od fibroblastéw odrozniaty si¢ komorki nowotworowe. Te dwie populacje
komorek jako jedyne przezywaly w warunkach hodowli ex vivo. CAFs i komorki
nowotworowe rozdzielano dzigki wykorzystaniu tzw. zrdéznicowanej trypsynizacji.
Dzigki zastosowaniu tego procesu po jednym lub dwdch przeprowadzonych w ten sposob

pasazach otrzymywano jednolita hodowlg fibroblastow.
13.3. Ocena ekspresji wimentyny w CAF's

Celem potwierdzenia fenotypu mezenchymalnego CAFs w komorkach wybarwiono
metoda immunofluorescencji biatko wimentyng, bedaca jednym z najczescie)
stosowanych markerow fibroblastow. Oceny ekspresji dokonano na 24 hodowlach.
Wszystkie obrazowane komorki wykazaty ekspresje wimentyny. Rycina 30 przedstawia

przyktady zdjec.
13.4. Ocena fenotypu $wiezo wyizolowanych CAFs

Swiezo wyizolowane CAFs poddano analizie fenotypu za pomoca cytometrii
przeplywowej. Strategi¢ bramkowania przedstawia rycina 31. Poziom biatek typowych
dla CAFs (aSMA, PDPN, TNC, PDGFRp i FSP1) zostat wyznaczony jako wzgledna
mediana fluorescencji dla komorek o fenotypie EpCAM™ CD31° CD45™ (Rycina 31 1 32).
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CAFs 047 CAFs 036 CAFs 113 CAFs 063

CAFs 043

CAFs 051 CAFs 028 CAFs 088

Rycina 30. Ekspresja wimentyny w cytoplazmie CAFs (n=24). Niestymulowane kalcytriolem komorki oceniono pod kqtem ekspresji
wimentyny przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej. Zdjecia wykonano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS
1X81 (Olympus, Warszawa, Polska) i oprogramowania CellSense (Olympus, Warszawa, Polska).

Rycina 31. Strategia bramkowania wyseparowanych ludzkich CAFs podczas analiz 7 za:
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Rycina 32. Przykladowe wykresy poziomu bialek typowych dla ludzkich CAFs. Analizie poddano komorki o fenotypie CD31" EpCAM
CD45".
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CAFs podzielono na grupy w oparciu o cechy kliniczne pacjentek: (1) status
menopauzalny pacjentek, (2) poziom metabolitu 25(OH)D3 w osoczu oraz (3) obecno$¢
przerzutdw. Poziom biatek typowych dla CAFs nie roéznit si¢ miedzy CAFs
0 zrdznicowanych

pochodzacymi z cechach  klinicznych

(Rycina-33A-C).
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Rycina 33. Poréownanie poziomu wybranych bialek w swiezo wyseparowanych CAFs pochodzgcych z guzow od pacjentek. A - przed
(n=28) i po menopauzie (n=43), B - z deficytem (n=51) i prawidtowym (n=20) stezeniem witaminy D; w osoczu, C - z nowotworem
przerzutujgcym (n=19) i nieprzerzutujgcym (n=52). Poziom badanych biatek zostal przedstawiony jako wzgledna mediana
Sfluorescencji. Mediane fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli izotypowej. Analizie poddano komdrki
EpCAM CD31" CD45. aSMA - a-aktyna migsni gladkich, PDPN - podoplanina, PDGFRp - receptor plytkopochodnego czynnika
wzrostu f§, TNC - tenascyna C, FSPI — biatko specyficzne dla fibroblastow. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o
stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowat pacjentke do grupy , po menopauzie”; w oparciu o stezenie
metabolitu witaminy D3 — 25(OH)D; w osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml do grupy
,,optimum’”’; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chionnych
(parametr N): ,,przerzuty obecne” lub , brak przerzutow”. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci Sredniej + odchylenie
standardowe. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu testow: T-studenta i Mann-Whitney. * < 0,05, ** < 0,01,
*¥*%<0,001 i *¥***<0,0001.
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13.5. Badania ex vivo

CAFs stymulowano kalcytriolem przez 72 godziny, celem oceny wptywu kalcytriolu na

pronowotworowe wtasciwosci komoérek. Do analiz wykorzystano hodowle CAFs miedzy

2 a 12 pasazem.
13.5.1. Ocena wrazliwosci CAFs na kalcytriol

Hodowle fibroblastow wyizolowanych z guzéw pacjentek poddano ocenie wrazliwosci
na kalcytriol w stezeniach od 1nM do 1000nM. Testy proliferacji wykonano w 3-4
niezaleznych powtdrzeniach dla 36 hodowli CAFs. Kalcytriol hamuje proliferacje
fibroblastow w zakresie stezen 10-1000nM. Najnizsze zastosowane ste¢zenie (InM) nie
wptyneto na proliferacje komorek (Rycina 34). W przypadku CAFs pochodzacych od
pacjentek przed menopauzg iz deficytem witaminy D3 zahamowanie proliferacji

zaobserwowano dopiero dla stezenia 100nM (Rycina 35A 1 B).
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Rycina 34. Ocena aktywnosci antyproliferacyjnej kalcytriolu w hodowlach ludzkich CAFs. Zywotnosé¢ wyrazono jako procent w
poréwnaniu do komorek niestymulowanych kalcytriolem. CAFs (n=36) stymulowano 1-1000nM kalcytriolem przez 72h, test zostat

wykonany w 3-4 niezaleznych powtorzeniach Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-
Wallis test dla wielokrotnych porownan. * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.
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Rycina 35. Wplywu kalcytriolu na ywotnos¢ CAFs z hodowli pochodzgcych od pacjentek o zréznicowanych cechach klinicznych:
A - przed (n=15) i po menopauzie (n=21). B - z deficytem (n=24) i prawidlowym poziomem (n=12) witaminy D;. C — z nowotworem
przerzutujgcym (n=13) i nieprzerzutujgcym (n=23). Zywotnos¢ wyrazono jako procent w porownaniu do komorek niestymulowanych
kalcytriolem. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: A. w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 miU/ml
klasyfikowat pacjentke do grupy ,, po menopauzie”. B. w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D;— 25(OH);D w osoczu: 25(OH)D;
<30ng/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,,optimum”. C. w oparciu o wystgpowanie dowolnych
przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chionnych (parametr N): , przerzuty obecne” lub , brak
przerzutow”. CAFs stymulowano 1-1000nM kalcytriolem przez 72h, test zostat wykonany w 3-4 niezaleznych powtorzeniach. Wyniki
przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow:

One-way ANOVA dla wielokrotnych poréwnan oraz test T-studenta lub Mann-Whitney’a dla pojedynczych porownan. * < 0,05, ** <
0,01, ***<0,001 i ¥***<0,0001.
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13.5.2. Ocena wplywu kalcytriolu na poziom bialek specyficznych dla CAFs

Dla 51 wyprowadzonych hodowli CAFs oceniono wplyw kalcytriolu na poziom
wybranych biatek. CAFs stymulowane przez 72h kalcytriolem w dwoéch stezeniach, 1nM
1 10nM, poddano analizie fenotypu za pomocg cytometrii przeptywowej. Oceniono
poziom oSMA, PDPN, TNC, PDGFRp oraz FSP1 (S100A4). Poziom aSMA po
stymulacji komoérek 10nM kalcytriolem nieznacznie ulegt obnizeniu (p=0,0722, Rycina
36). Stymulacja CAFs kalcytriolem wptyneta istotnie tylko na poziom PDPN - przy
zastosowaniu 10nM kalcytriolu - poziom biatka wzrést w poroéwnaniu do kontroli
niestymulowanej kalcytriolem (mierzonej jako mediana fluorescencji) (Rycina 36).
Stymulacja 1nM kalcytriolem réwniez skutkowata wzrostem poziomu PDPN (p=0,0537,
Rycina 36). Poziom biatek zostat porownany rowniez mi¢dzy CAFs pochodzacymi od
pacjentek o zr6znicowanych cechach klinicznych, tj. CAFs z guzéw: (1) pacjentek przed
1 po menopauzie (Rycina 37), (2) pacjentek z deficytem i prawidlowym poziomem
witaminy D3 mierzonym w osoczu (Rycina Z1 w Zalaczniku) oraz (3) pacjentek
Z nowotworem przerzutujacym i nieprzerzutujagcym (Rycina Z2 w Zatgczniku). CAFs od
pacjentek po menopauzie charakteryzowaly si¢ mniejszym poziomem aSMA (Rycina
37A). Stymulacja komorek kalcytriolem wyciszyla obserwowang roznice. Poziom biatek
typowych dla CAFs nie rézni si¢ mi¢gdzy CAFs pochodzacymi od pacjentek z deficytem
1 prawidlowym poziomem witaminy D3 oraz pacjentek z rakiem przerzutujagcym

1 nieprzerzutujacym (Rycina Z1 1 Z2 w Zalaczniku).

aSMA PDPN PDGFRB

FSP1

wzgledna mediana fluorescencii

wzgledna mediana fluorescencji
wzgledna mediana fluorescencji
wzgledna mediana fluorescencji
wzgledna medi:m fluorescencji

Kontrola  1nM 10nM Kontrola  1nM 10nM Kontrola ~ 1nM 10nM Kontrola ~ 1nM 10nM Kontrola  1nM 10nM

Rycina 36. Wplyw kalcytriolu na poziom biatek typowych dla CAFs oceniony za pomocq cytometrii przeplywowej (n=51). Poziom
badanych biatek zostal przedstawiony jako wzgledna mediana fluorescencji. Mediang fluorescencji proby barwionej normalizowano
wzgledem kontroli izotypowej. Analizie poddano komorki EpCAM™ CD31" CD45. aSMA - a-aktyna miesni gladkich, PDPN -
podoplanina, PDGFRp - receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu f, TNC - tenascyna C, FSP1 — biatko specyficzne dla
fibroblastow. CAFs stymulowano kalcytriolem (InM i 10nM) przez 72h. Wyniki przedstawiono za pomocq wartoSci sredniej +
odchylenie standardowe. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z wykorzystaniem testow dla wielokrotnych porownan — One-
way ANOVA lub Kruskal-Wallis test. * < 0,05, **<0,01, *** <0,001 i **** <0,0001.
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Rycina 37. Wplyw kalcytriolu na poziom biatek typowych dla CAFs od pacjentek przed (n=18) i po menopauzie (n=33) oceniony
za pomocq cytometrii przeplywowej. Poziom badanych biatek przedstawiono jako wzgledna mediana fluorescencji. Analizie poddano
komorki EpCAM- CD31" CD45". aSMA - a-aktyna miesni gladkich, PDPN - podoplanina, PDGFRf - receptor plytkopochodnego
czynnika wzrostu 5, TNC - tenascyna C, FSP1 — biatko specyficzne dla fibroblastow. Pacjentki zostaly podzielone na dwie grupy w
oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po menopauzie”. CAFs
stymulowano kalcytriolem (InM i 10nM) przez 72h. Mediane fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli
izotypowej. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej + blqd standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane
przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan oraz test T-studenta lub Mann-Whitney 'a
dla pojedynczych porownan. * < 0,05, ** <0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.

13.5.3. Ocena wplywu kalcytriolu na poziom VDR i FAP

Analizie poziomu VDR i1 FAP za pomocg techniki immunofluorescencji poddano 53
hodowle CAFs, wszystkie z nich posiadaty ekspresj¢ VDR i FAP. Zaréwno $redni
poziom VDR (Rycina 38), jak i FAP (Rycina 39) w CAFs nie zmienil si¢ pod wptywem
stymulacji komorek kalcytriolem. Nie zaobserwowano réwniez rdéznic w poziomie tych
dwoch biatek miedzy CAFs pochodzgcmi od pacjentek o zréznicowanych cechach
klinicznych (Rycina Z3 i Z4 w Zalaczniku).
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Rycina 38. Wplyw kalcytriolu na poziom receptora witaminy Ds (VDR) w CAFs (n=53) oceniony metodq immunofluorescencji. A
— poziom VDR przedstawiono jako wzgledng intensywnosé¢ fluorescencji. B - Zdjecia wykonano przy pomocy mikroskopu
Sfluorescencyjnego OLYMPUS IX81 (Olympus, Warszawa, Polska) i oprogramowania CellSense (Olympus, Warszawa, Polska). CAFs
stymulowano kalcytriolem (InM i 10nM) przez 72h. komorki utrwalano w 4% formaldehydzie i barwiono przy pomocy przeciwciat:
pierwszorzedowego kroliczego anty-VDR i drugorzedowego anty-kréliczego skoniugowanego z fluorochromem Alexa Fluor 488.
Wzgledna intensywnosé fluorescencji obliczona na podstawie Sredniej fluorescencji (CTCF) dla hodowli stymulowanej kalcytriolem
znormalizowanej do kontroli sredniej fluorescencji kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci
Sredniej £ odchylenie standardowe. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis
test dla wielokrotnych poréwnan. * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001 i **** <0,0001.
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Rycina 39. Wplyw kalcytriolu na poziom biatka aktywacji fibroblastow (FAP) w CAFs (n=53) oceniony metodg
immunofluorescencji. A — poziom FAP przedstawiono jako wzglednq intensywnos¢ fluorescencji. B - Zdjecia wykonano przy pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS I1X81 (Olympus, Warszawa, Polska) i oprogramowania CellSense (Olympus, Warszawa,
Polska). CAFs stymulowano kalcytriolem (InM i 10nM) przez 72h. komorki utrwalano w 4% formaldehydzie i barwiono przy pomocy
przeciwcial: pierwszorzedowego kroliczego anty-FAP i drugorzedowego anty-kroliczego skoniugowanego z fluorochromem Alexa
Fluor 488. Wzgledna intensywnos¢ fluorescencji obliczona na podstawie sredniej fluorescencji (CTCF) dla hodowli stymulowanej
kalcytriolem znormalizowanej do kontroli Sredniej fluorescencji kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za
pomocg wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA
lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan. * <0,05, ** < 0,01, *** <0,001 i **** <0,0001.

13.5.4. Ocena wplywu kalcytriolu na ekspresj¢ mRNA wybranych genow
13.54.1. Macierz ekspresji mRNA

W pierwszym etapie wykonano przesiewowa macierz ekspresji mRNA dla 61 genéw i 19
hodowli CAFs — 14 od pacjentek przed menopauzg oraz 5 od pacjentek po menopauzie
(Rycina 40). Dla wigkszosci (16/19) analizowanych hodowli CAFs zaobserwowano
stymulowang kalcytriolem indukcje¢ ekspresji CYP24A1, za$ dla 14/19 CAFs obnizenie
ekspresji VDR. Wykonanie panelu ekspresji genow postuzyto okresleniu dalszych celow
badawczych. Do kolejnych etapow badan wyltoniono nastepujace geny 1 biatka: do
analizy ekspresji mRNA za pomoca RT-PCR: CCL2, MMPY, PDPN, TIMPI, TNC,
SPP1, VDR, (2) do analizy sekrecji biatek przy pomocy komercyjnie dostgpnych
zestawow ELISA: CCL2, CXCL12, HGF (czynnik wzrostu hepatocytow), MMP9, TNC,
OPN oraz do analizy ekspresji bialek przy pomocy techniki western-blot i zymografii
zelatynowej: IDO1, MMP2, MMP9, TIMP1, TGFB1 i OPN. Rycina Z5 w Zataczniku

przedstawia macierz ekspresji mRNA uzupelniong o wartos$ci liczbowe.
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Rycina 40. Macierz ekspresji 61 genow dla wybranych 19 hodowli CAFs stymulowanych 10nM kalcytriolem przez 72h: od
pacjentek przed menopauzq (n-14), od pacjentek po menopauzie (n=5). W tabeli zamieszczono wartosci RQ (krotnos¢ zmian
ekspresji, wzgledng ilos¢ mRNA) ktore policzono za pomocg metody poréwnawczej AACt wzgledem kontroli endogennych — GAPDH
i RPLPO — oraz kalibratora — CAF’s niestymulowanych kalcytriolem w oprogramowaniu QuantStudio™ Real-Time PCR Software
oraz ExpressionSuite Software. Dla CAFss, dla ktorych RQ bylo nieobliczalne ze wzgledu na brak jednej z wartosci Ct (wartosé
progowa cyklu) dla komorek niestymulowanych lub stymulowanych), przedstawiono wartosci Ct, ktore zostaly oznaczone - na rycinie
zaznaczono kolorami zottym (Ct oznaczone tylko dla CAFs niestymulowanych) lub zielonym (Ct oznaczone tylko dla CAFs
stymulowanych kalcytriolem). Czarny kolor reprezentuje probki, dla ktorych nie udato sie wyznaczy¢ zadnej wartosci Ct (ani dla
komorek niestymulowanych ani dla stymulowanych).

13.5.4.2. Ocena ekspresji mRNA wybranych genow

Wybrane geny zostaly ocenione w hodowlach CAFs pochodzacych od 44 pacjentek.
Stymulacja komorek kalcytriolem (1nM 1 10nM) istotnie zmniejszyta ekspresje CCL2,
MMPY9, TNC, VDR oraz zwigkszyta ekspresj¢ PDPN, SPPI oraz TIMPI (Rycina 41).
Podobne tendencje zaobserwowano, gdy CAFs podzielono w oparciu o cechy kliniczne
pacjentek (Rycina 42A-E i Z6A-F w Zataczniku). CAFs pochodzace od pacjentek
z prawidlowym poziomem witaminy D3 charakteryzowaty si¢ silniejszg indukcja
ekspresji CCL2 po stymulacji 10nM 1 TIMPI po stymulacji 1nM i 10nM kalcytriolem
(Rycina 42A i B). Ekspresja TNC w CAFs pochodzacych od pacjentek z nowotworem
przerzutujacym (Rycina 42C) wzrosta po stymulacji 10nM kalcytriolem, przeciwnie niz
w przypadku CAFs pochodzacych od pacjentek z pozostatych grup klinicznych, gdzie
ekspresja TNC zmalata zar6wno po stymulacji 1nM, jak i 10nM kalcytriolem (Rycina
42C 1 Rycina Z6F). CAFs pochodzace od pacjentek o réoznym statusie menopauzalnym
wykazaty zréznicowang ekspresj¢ SPP1 (Rycina 42D) 1 VDR (Rycina 42E) w odpowiedzi
na stymulacje kalcytriolem (1nM), fibroblasty pochodzace od pacjentek po menopauzie
cechowata silniejsza indukcja ekspresji SPPI oraz represja ekspresji VDR (p=0,0503).
Ponadto ekspresja VDR wzrosta po stymulacji 1nM kalcytriolem w CAFs pochodzacych
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od pacjentek z deficytem witaminy D3 oraz po stymulacji 10nM w CAFs pacjentek

z nowotworem przerzutujacym (Rycina 42E).
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Rycina 41. Wplyw kalcytriolu na ekspresje mRNA wybranych genow w lizatach CAFs (n=44). CAFs stymulowano InM lub 10nM
kalcytriolem przez 72h. Ekspresje mRNA przedstawiono jako wzgledng ilos¢ mRNA — wyniki analizowano metodg poréwnawczg AACt
i normalizowano wzgledem kontroli niestymulowanej kalcytriolem w oprogramowaniu QuantStudio™ Real-Time PCR Software oraz
ExpressionSuite Software. CCL2 — ligand chomokiny motywu C-C 2, MMP9 — metaloproteinaza 9, PDPN — podoplanina, SPP1 —
wydzielana fosfoproteina 1, TIMPI - tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1, VDR — receptor witaminy D, TNC- tenascyna C. Wyniki
przedstawiono za pomocq wartosci sredniej + blgd standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow:
One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan. * < 0,05, ** < 0,01, *** <0,001 i **** <0,0001.
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Rycina 42. Wplyw kalcytriolu na ekspresje mRNA wybranych genéw w lizatach CAFs pochodzgcych od pacjentek
o zroznicowanych cechach klinicznych: pacjentek przed (n=16) i po menopauzie (n=28), pacjentek z deficytem (n=29)
i prawidtowym pozi (n=15) witaminy D; oraz pacjentek 7 nowotworem przerzutujgcym (n=15) i nieprzerzutujgcym (n=29). A
- CCL2 (ligand chemokiny motywu C-C 2), B - TIMPI (tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1), C - TNC (tenascyna C), D - SPP1
(wydzielana fosfoproteina 1) i E - VDR (receptor witaminy D). Ekspresje mRNA przedstawiono jako wzglednq ilos¢ mRNA — wyniki
analizowano metodg porownawczg AACt i normalizowano wzgledem kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Pacjentki zostaly
podzielone na grupy: w oparciu o stgzenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po
menopauzie”, w oparciu o stgzenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D3; w osoczu: 25(0OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do
grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml do grupy , optimum”; w oparciu o wystepowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w
klasyfikacji TNM), do weziow chionnych (parametr N): , przerzuty obecne” lub , brak przerzutow”. CAFs stymulowano InM lub
10nM kalcytriolem przez 72h. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci sSredniej + blgd standardowy sredniej. Analizy statystyczne
zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan oraz test T-studenta lub
Mann-Whitney’a dla pojedynczych porownan. * <0,05, ¥* < 0,01, ¥** <0,001 i ****<0,0001.
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13.5.5. Ocena wplywu kalcytriolu na poziom wydzielanych bialek przez fibroblasty

towarzyszace nowotworom

Poziom wydzielanych biatek przez CAFs zostal oceniony w supernatantach zebranych
znad 51 hodowli CAFs stymulowanych kalcytriolem. Stymulacja CAFs kalcytriolem
w obu stezeniach zredukowata wydzielanie CCL2, CXCL12 (dla 10nM p=0,0524), TNC
oraz nie miata wplywu na produkcje HGF, MMP9 i OPN (Rycina 43). Obnizenie
produkcji CCL2 zaobserwowano w CAFs pochodzacych od wszystkich grup pacjentek
(Rycina Z7A w Zalaczniku). Obnizenie produkcji CXCL12 po stymulacji kalcytriolem
nie bylo mozliwe do zaobserwowania gdy CAFs podzielono na grupy w oparciu
o charakterystyke kliniczng pacjentek (Rycina 44A i Z7B w Zalaczniku). W przypadku
CAFs pacjentek z deficytem witaminy D3 stymulacja 10nM kalcytriolem prowadzita do
zwickszonej sekrecji CXCL12 przez CAFs (Rycina 44A). CAFs stymulowane 1nM
kalcytriolem pochodzace od pacjentek przed menopauza cechowaty si¢ nizszg zdolnoscia
do wydzielania OPN (Rycina 44B) oraz wyzszg zdolnoscig do produkcji TNC (Rycina
44C) niz te pochodzace od pacjentek po menopauzie. Mimo obnizenia produkcji TNC
w CAFs pochodzacych od pacjentek z prawie kazdej grupy klinicznej, dla CAFs
pacjentek po menopauzie rozne stezenia kalcytriolu wywotaty przeciwne efekty —
stymulacja 1nM kalcytriolem skutkowata redukcja produkcji TNC, a stymulacja 10nM
zwigkszeniem (Rycina 44C). W przypadku CAFs od pacjentek bez przerzutéw (dla 1nM
p<0,05, dla 10nM p=0,0530) oraz od pacjentek z deficytem witaminy D3 (dla 10nM)
stymulacja kalcytriolem zwigkszyta produkcj¢ MMP9 (Rycina 44A). CAFs stymulowane
InM (p=0,0672) i 10nM (p=0,0566) kalcytriolem pochodzace od pacjentek przed
menopauzg cechowaly si¢ wiekszg zdolnoscig do wydzielania MMP9 niz te pochodzace

od pacjentek po menopauzie (Rycina 44A).
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Rycina 43. Wplyw kalcytriolu na produkcje wybranych biatek przez CAFs (n=51) oceniony przy pomocy testow ELISA. CCL2 —
ligand chemokiny motywu C-C 2, CXCL12 — ligand chemokiny motywu C-X-C 12, HGF — czynnik wzrostu hepatocytow, MMP9 —
metaloproteinaza 9, OPN — osteopontyna, TNC — tenascyna C. CAFs stymulowano InM lub 10nM kalcytriolem przez 72h. Poziom
wydzielanych biatek obliczono w oparciu o krzywq za pomocg oprogramowania CutveExpert 1.4. Poziom wydzielanych biatek
normalizowano wobec kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej + blgd
standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla
wielokrotnych porownan. * < 0,05, ** < 0,01, *** <0,001 i **** <0,0001.

A B C .o

2

****

1.5
Kk
**** ****
| 'J ﬂ

deficyt optimum przed menopauzg ~ po menopauzie przed menopauzq po menopauzie

p=0,0511
1.0

Fod
o
1

Wzgledna produkcja CXCL1
Wzgledna produkcja OPN
Wzgledna produkcja TNC

o

o

o
T

o
i

o

o
i

=0,0566 2.0+ 154

p=0,0672
*
1.5+

| w)

p=0,0530
%%k

[ A

N
wn
I

0.5+

=
w
|

Wzgledna produkcja MMP9
Wzgledna produkcja MMP9
B
Wzgledna produkcja MMP9

e
o
T

0.0 ; . 0.0- : :
przed menopauza ~ po menopauzie deficyt oplimum brak przerzutow  przerzuly obecne

M Kontrola = 1nM BEH 10nM

Rycina 44. Wplyw kalcytriolu na produkcje wybranych bialek przez CAFs pochodzgce od pacjentek o zréinicowanych cechach
klinicznych oceniony przy pomocy testow ELISA: przed (n=18) i po menopauzie (n=33), z deficytem (n=33) i prawidtowym
poziomem (n=17) witaminy D3 oraz z nowotworem przerzutujgcym (n=16) i nieprzerzutujgcym (n=35). A — CXCL12 (ligand
chemokiny motywu C-X-C 12), B - OPN (osteopontyna), C - TNC (tenascyna C), D - MMP9 (metaloproteinaza 9). Pacjentki zostaty
podzielone na grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po
menopauzie”, w oparciu o stgzenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D3; w osoczu: 25(0OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do
grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml do grupy , optimum”; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w
klasyfikacji TNM), do weziow chionnych (parametr N): , przerzuty obecne” lub , brak przerzutow”. CAFs stymulowano InM lub
10nM kalcytriolem przez 72h. Poziom wydzielanych biatek obliczono w oparciu o krzywq za pomocq oprogramowania CutveExpert
1.4. Poziom wydzielanych biatek normalizowano wobec kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za pomocgq
wartosci Sredniej + blgd standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub
Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan oraz test T-studenta lub Mann-Whitney’a dla pojedynczych poréwnan. * < 0,05,
**<0,01, ¥*¥* <0,001 i ¥*¥**<0,0001.
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13.5.6. Ocena wplywu kalcytriolu na poziom wybranych bialek w CAFs

Celem oceny wplywu kalcytriolu na poziom wybranych biatek zebrano materiat z 35
hodowli CAFs. Stymulacja CAFs kalcytriolem obnizyta ekspresje IDO1 wytacznie przy
zastosowaniu st¢zenia 10nM (Rycina 45). Dodatkowo taki efekt kalcytriolu widoczny byt
tylko w analizie wszystkich hodowli, hodowli od pacjentek przed menopauzg i pacjentek
z deficytem witaminy D3 (Rycina 46A). Zas w CAFs pacjentek z nowotworem
przerzutujagcym zaobserwowano tendencj¢ do wzrostu poziomu IDO1 po stymulacji InM
kalcytriolem (p=0,0763, Rycina 46A). Stymulowane 1nM kalcytriolem CAFs
pochodzace od pacjentek z deficytem witaminy D3 charakteryzowaly si¢ nizszym
poziomem IDOI niz CAFs pochodzace od pacjentek zprawidlowym poziomem
witaminy D3 (Rycina 46A). Analizujac tacznie hodowle CAFs pochodzace od wszystkich
pacjentek nie zaobserwowano aby kalcytriol wptynal na poziom OPN i TGFB1 (Rycina
45). Jednoczesnie stymulacja 10nM kalcytriolem CAFs pochodzacych od pacjentek
z nowotworem przerzutujagcym prowadzita do obnizenia poziomu OPN (Rycina 46B).
Podobnie jak w przypadku analizy RT-PCR poziom TIMP1 wzrost w komorkach
stymulowanych kalcytriolem (Rycina 45). Obserwacja ta byla niezalezna od grupy
klinicznej pacjentek, z ktdrej pochodzity CAFs z wyjatkiem CAFs pochodzacych od
pacjentek przed menopauza, gdzie istotny statystycznie wzrost poziomu tego biatka
zaobserwowano wytacznie dla InM stezenia kalcytriolu (Rycina 46C 1 Rycina Z8C
w Zalaczniku). Stymulowane 1nM kalcytriolem CAFs pochodzace od pacjentek przed
menopauzg charakteryzowatly si¢ wyzszym poziomem TIMP1 niz CAFs pochodzace od
pacjentek po menopauzie (Rycina 46C). W przypadku CAFs pacjentek z nowotworem
przerzutujacym stymulacja 10nM kalcytriolem skutkowata obnizeniem poziomu TGFp1
(Rycina 46D). Stymulowane 10nM kalcytriolem CAFs pochodzace od pacjentek bez
przerzutdow cechowaty si¢ wyzszym poziomem TGFB1 niz CAFs pochodzace od

pacjentek z guzem przerzutujacym (Rycina 46D).
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Rycina 45. Wplywu kalcytriolu na poziom wybranych bialek w lizatach CAFs (n=35). CAFs stymulowano InM lub 10nM
kalcytriolem przez 72h. Analizowano prqzki na nastgpujgcej wysokosci: IDOI (idolamina 1): 40kDa, TIMP1 (tkankowy inhibitor
metaloproteinaz): 25kDa, OPN (osteopontyna): 40kDa, TGFp1 (transformujgcy czynnik wzrostu B 1): 35 kDa. Poziom biatek
normalizowano podwdjnie do [-aktyny i kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Przyktady zdje¢ prgzkow umieszczono nad
wykresami. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci sredniej + blgd standardowy sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane
przy uzyciu testow: One-way ANOVA Ilub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan. * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001
i ¥ <0,0001.
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Rycina 46. Wplywu kalcytriolu na poziom wybranych bialek w lizatach CAFs pochodzgcych od pacjentek o zréinicowanych
cechach klinicznych: pacjentek przed (n=12) i po menopauzie (n=23), pacjentek z deficytem (n=20) i prawidfowym poziomem (n=15)
witaminy D3 oraz pacjentek z nowotworem przerzutujgcym (n=12) i nieprzerzutujgcym (n=23). A - IDOI (idolamina 1), B - OPN
(osteopontyna), C - TIMPI (tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1), D — TGFpI (transformujqcy czynnik wzrostu f 1). Pacjentki
zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stgzenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,,po
menopauzie”’;, w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D3 — 25(OH)D; w osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowal pacjentke do
grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml do grupy , optimum”; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w
klasyfikacji TNM), do weziow chionnych (parametr N): , przerzuty obecne” lub , brak przerzutow”. CAFs stymulowano InM lub
10nM kalcytriolem przez 72h. Analizowano prqzki na nastgpujgcej wysokosci: IDO1: 40kDa, TIMPI: 25kDa, OPN: 40kDa, TGFp1:
35 kDa. Poziom biatek normalizowano podwdjnie do p-aktyny i kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za
pomocq wartosci Sredniej + blgd standardowy sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA

lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan oraz test T-studenta lub Mann-Whitney ‘a dla pojedynczych poréwnan. * < 0,05,
** 0,01, ¥ < 0,001 i ****<0,0001.
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13.5.7. Ocena wplywu kalcytriolu na aktywnos¢ zelatynaz w CAFs

Aktywnos$¢ zelatynaz MMP2 i MMPY zostata oceniona w 16 lizatach komoérkowych.
Analizie poddano prazki na wysokosciach tozsamych z nastgpujagcymi masami biatek:
MMP9 - okoto 100 kDa, MMP2 — okoto 60 kDa. Stymulacja komorek kalcytriolem
zmniejszyta aktywnos¢ MMP9 i MMP2 w lizatach CAFs (Rycina 47). W przypadku
MMP9 istotna zmiana zostala zaobserwowana dopiero przy zastosowaniu 10nM
kalcytriolu, aczkolwiek przy 1nM widoczna byta taka sama tendencja (p=0,0735) (Rycina
47). Takim samym wynikiem charakteryzowaty si¢ CAFs pacjentek po menopauzie
(Rycina 48A). W CAFs pochodzacych od pacjentek przed menopauza,
z deficytem/norma witaminy D3 czy niezaleznie od potencjalu nowotworu do tworzenie
przerzutdw nie zaobserwowano obnizenia aktywnosci MMP9 po stymulacji kalcytriolem
(Rycina Z9 w Zataczniku). Obnizenie aktywnosci MMP2 po zastosowaniu obu stezen
kalcytriolu zostalo zaobserwowane dla CAFs pacjentek po menopauzie, z deficytem
witaminy D3 lub bez przerzutéw (Rycina 48B). W przypadku CAFs pacjentek przed
menopauzg, z prawidlowym poziomem witaminy D3 oraz z obecnymi przerzutami
aktywnos¢ MMP2 zostala obnizona wylacznie po zastosowaniu 10nM kalcytriolu
(Rycina 48B).
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Rycina 47. Wplyw kalcytriolu na aktywnosé metaloproteinazy 2 (MMP2) i metaloproteinazy 9 (MMP9) w lizatach CAFs. A — CAFs
(n=16) stymulowano InM lub 10nM kalcytriolem przez 72h. B - Analizowano prqgzki na nastepujqgcej wysokosci: MMP9 — okoto 100
kDa, MMP2 — okolo 60 kDa. B -zdjecia prqzkow, negatyw. Aktywnos¢ metaloproteinaz wyrazono jako procent kontroli
niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej + blqd standardowy sredniej. Analizy statystyczne
zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan. * < 0,05, ** < 0,01,
*¥*% 0,001 i ¥¥**<0,0001.
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Rycina 48. Wplyw kalcytriolu na aktywnos¢é metaloproteinazy 2 (MMP2) i metaloproteinazy 9 (MMP9) w lizatach CAFs
pochodzgcych od pacjentek o zréinicowanych cechach klinicznych: pacjentek przed (n=10) i po menopauzie (n=6), pacjentek
z deficytem (n=9) i prawidlowym poziomem (n=8) witaminy D; oraz pacjentek z nowotworem przerzutujgcym (n=6)
i nieprzerzutujgcym (n=10). A - Ocena aktywnosci MMP9, B - MMP?2. Aktywnos¢ metaloproteinaz wyrazono jako procent kontroli
niestymulowanej kalcytriolem. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stgzenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8
mlU/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,, po menopauzie”, w oparciu o stgzenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D; w osoczu:
25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,deficyt”, > 30ng/ml do grupy , optimum”; w oparciu o wystgpowanie
dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chionnych (parametr N): ,,przerzuty obecne” lub
, brak przerzutow”. CAFs stymulowano InM lub 10nM kalcytriolem przez 72h. Analizowano prqgzki na nastgpujgcej wysokosci:
MMP9 — okoto 100 kDa, MMP2 — okoto 60 kDa. Wyniki przedstawiono za pomocg wartosci Sredniej + blgd standardowy Sredniej.
Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan oraz
test T-studenta lub Mann-Whitney’a dla pojedynczych porownan. * < 0,05, ** < 0,01, *** < (0,001 i ¥**¥** <0,0001.
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13.6. Badania in vitro

Celem przeprowadzenia analiz wptywu CAFs stymulowanych kalcytriolem na komorki
nowotworowe zebrano CM znad 16 hodowli CAFs gtodzonych 24-godziny w medium
bez surowicy. CM aplikowano na komorki nowotworowe linit MCF-7 i MDA-MB-231
celem sprawdzenia wplywu na migracj¢ (za pomocg techniki zwanej testem rysy) oraz na

ekspresje wybranych biatek.

13.6.1. Ocena wplywu CAFs stymulowanych kalcytriolem na migracje komoérek

nowotworowych

CM zebrane znad CAFs istotnie przys$pieszylo migracj¢ komoérek obu linii
nowotworowych (Rycina 49A1 i B1). CM znad CAFs pochodzacych od pacjentek
o roznych cechach klinicznych stymulowalo migracj¢ MCF-7, a efekt byt widoczny
zaréwno po 3, jak 1 po 6h od natozenia CM na komoérki nowotworowe (Rycina 49A1-2,
50A i B). W przypadku komérek MDA-MB-231 stymulacj¢ migracji obserwuje si¢ po
3 godzinach przy zastosowaniu CM znad CAFs pochodzacych od pacjentek
o zroznicowanych cechach klinicznych (Rycina 49B1 1Z10A w Zaltaczniku).
Nie zanotowano takiego samego efektu po 6h stymulacji CM znad CAFs (Rycina
49B2 1 Z10B w Zalaczniku). Procz tego zaobserwowano oslabienie migracji komorek
MCF-7 po stymulacji komoérek za pomocg CM znad CAFs stymulowanych 10nM
kalcytriolem w poréwnaniu do CM znad CAFs niestymulowanych (Rycina 49A1), efekt
ten byl widoczny tylko w 3 godzinie stymulacji. Ponadto ostabienie promigracyjnej
aktywnosci (dla MCF-7) CAFs po stymulacji kalcytriolem obserwuje si¢ wytacznie dla
CAFs pochodzacych od pacjentek po menopauzie i pacjentek bez przerzutéw (Rycina

50A).
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Rycina 49. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem na migracje ludzkich komorek nowotworowych linii MCF-7
(4) i MDA-MB-231 (B): Al i Bl — po 3h od natozenia CM, A2 i B2 — po 6h od natozenia CM, A3 — przykiad zdje¢ MCF-7 w czasie
0, 3i 6h, B3 - przyktad zdje¢ MDA-MB-231 w czasie 0, 3 i 6h. CAF's stymulowano 72h kalcytriolem (InM i 10nM), nastepnie komorki
kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24h, zebrane CM natozono na konfluentne MCF-7 i MDA-MB-231 (na plytce
24-dotkowej) po wykonaniu rysy. Zdjecia wykonano za pomocg oprogramowania Stream Start 1.6.1. Analiz¢ wykonano dla 18 CM
znad CAFs. Wyniki przedstawiono w postaci Sredniego dystansu migracji + blqd standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly

wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan. * <0,05, **<0,01, *** <0,001
i *¥*EE<0,0001.
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Rycina 50. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzgcych od pacjentek o zréinicowanych cechach
klinicznych na migracje komorek ludzkiej linii raka gruczolu sutkowego MCF-7. A- po 3h, B- po 6h od rozpoczecia stymulacji.
Zastosowano media od pacjentek przed menopauzg (n=7), po menopauzie (n=9), pacjentek z deficytem (n=10) i prawidiowym
poziomem (n=6) witaminy D; oraz pacjentek z nowotworem nieprzerzutujgcym (n=9) i przerzutujgcym (n=7). CAFs hodowano 72h z
kalcytriolem, nastgpnie komorki kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24h, zebrane CM natozono na konfluentne MCF-7
(na plytce 24-dotkowej) po wykonaniu rysy. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu:
FSH > 25,8 mlU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po menopauzie”, w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D; w
osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,, deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,,optimum”; w oparciu o wystepowanie
dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chionnych (parametr N): , przerzuty obecne” lub
,,brak przerzutow”. Zdjecia wykonano za pomocq oprogramowania Stream Start 1.6.1. Wyniki przedstawiono w postaci sredniego
dystansu migracji + blgd standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub
Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan oraz test T-studenta lub Mann-Whitney ’a dla pojedynczych poréwnan. ,,*” lub ,,a”,
,b”, ¢’ nad stupkami wskazujg na porownanie do kontroli niestymulowanej kalcytriolem, ,,a” p<0,06. ,,b” p>0,09. ,,c” p<0,1.

*<0,05.
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13.6.2. Ocena wplywu CAFs stymulowanych kalcytriolem na ekspresj¢ wybranych

bialek w komorkach nowotworowych

Komoérki nowotworowe linii MCF-7 1 MDA-MB-231 stymulowano 72 godziny CM znad
CAFs stymulowanych kalcytriolem. Ocenie poddano poziom E-kadheryny, OPN i ZEB1.
W przypadku liniit MCF-7 wykrywalne byly prazki dla calego biatka E-kadheryny, za$
w przypadku linii MDA-MB-231 dla jej zdegradowanej w wyniku aktywnosci MMP7
formy o masie 40 kDa [222]. Stymulacja komorek MCF-7 za pomocg CM znad CAFs
wptyneta na poziom E-kadheryny tylko w przypadku zastosowania CM znad CAFs
pochodzacych od pacjentek przed menopauza (Rycina 51, 52A 1 Z11A w Zalaczniku).
Zastosowanie CM znad CAFs stymulowanych 1nM kalcytriolem skutkowato obnizeniem
poziomu E-kadheryny w MCF-7 zar6wno w poréwnaniu do stymulacji MCF-7 CM znad
CAFs niestymulowanych 1 w poréwnaniu do kontroli niestymulowanej MCF-7 (Rycina
52A). Zastosowanie CM znad CAFs niestymulowanych i stymulowanych kalcytriolem
pochodzacych od pacjentek o r6znych cechach klinicznych nie miato wptywu na poziom
OPN i ZEB1 w MCF-7 (Rycina 51). CM znad CAFs stymulowanych 1nM kalcytriolem
pochodzacych od pacjentek z prawidlowym poziomem witaminy D3 zwigkszato poziom
OPN w komodrkach MCF-7 (Rycina 52B). Jednoczesnie CM znad CAFs
niestymulowanych 1 stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od pacjentek po
menopauzie powodowato wzrost poziomu OPN i ZEB1 w MCF-7 (Rycina 52B i C).
Zastosowanie CM znad CAFs pochodzacych od pacjentek przed menopauzg skutkowato
obnizeniem poziomu ZEB1 w MCF-7 (Rycina 52C). Ponadto CM znad CAFs
niestymulowanych kalcytriolem i stymulowanych 1nM kalcytriolem pochodzacych od
pacjentek po menopauzie zwigkszyto poziom OPN bardziej niz CM znad CAFs pacjentek
przed menopauza (Rycina 52B). Wykazano natomiast, ze CM znad CAFs
niestymulowanych i stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od pacjentek po
menopauzie zwigkszato poziom ZEB znacznie bardziej niz CM znad CAFs pacjentek
przed menopauza (Rycina 52C). Nie zaobserwowano wpltywu CM znad CAFs
pochodzacych od pacjentek z pozostatych grup klinicznych na poziom wybranych biatek
w MCF-7 (Rycina Z11 w Zataczniku).
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Rycina 51. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem na poziom E-kadheryny, OPN i ZEB1 w lizatach komdorek
linii MCF-7. Analizowano prqzki na nastgpujqcej wysokosci: E-kadheryna: 120 kDa, OPN (osteopontyna): 44 kDa, Zebl (homeobox
1 wigzgcy E-box z palcem cynkowym): 130 kDa. CAFs stymulowano 72h godziny kalcytriolem (InM i 10nM), nastepie komorki
kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24 godziny, zebrane media kondycjonowane (CM) natozono na komorki linii MCF-7:
CM K — CM znad CAF's niestymulowanych kalcytriolem, CM InM — stymulowanych InM kalcytriolem, CM 10nM — stymulowanych
10nM kalcytriolem. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji f-aktyny i kontroli niestymulowanej. Wyniki przedstawiono za pomocq
wartosci Sredniej + blqd standardowy Sredniej. Analize wykonano dla 18 CM. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu
testéw. One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan. * < 0,05, ** < 0,01, ***<0,001 i **** <0,0001.

@
(@]

E —
54 p=0,0728 20 ‘ *

N
o

15 .

w I

*

o

i
o

relatywny poziom OPN
relatywny poziom OPN

relatywny poziom ZEB1
O
B+
[

o
o

przed po deficyt optimum przed po przed po
menopauzg menopauzie menopauzg menopauzie menopauzg menopauzie

relatywny poziom E-kadheryny 3>

=1 Kontrola 2 CMK == CM1nM mm CM 10nM

Rycina 52. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzgcych od pacjentek o zroznicowanych cechach
klinicznych na poziom wybranych bialek w ludzkiej linii raka gruczofu sutkowego MCF-7. A — E-kadheryna, B - OPN
(osteopontyna) i C - ZEB1 (homeobox 1 wigzqcy E-box z palcem cynkowym). Zastosowano media kondycjonowane (CM) znad CAF's
od pacjentek przed menopauzq (n=7), po menopauzie (n=9) oraz pacjentek z deficytem (n=10) i prawidtlowym poziomem (n=6)
witaminy Dj. prazki na nastgpujqcej wysokosci: E-kadheryna: 120 kDa, OPN: 44 kDa, Zebl: 130 kDa. CAFs stymulowano 72h
godziny kalcytriolem (InM i 10nM), nastepie komorki kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24 godziny, zebrane CM
natozono na komorki linii MCF-7: CM K — CM znad CAFs niestymulowanych kalcytriolem, CM InM — stymulowanych 1nM
kalcytriolem, CM 10nM — stymulowanych 10nM kalcytriolem. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stgzenie hormonu
FSHw osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,,po menopauzie;, w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D;
— 25(0OH)Ds w osoczu: 25(0OH)D; <30ng/ml klasyfikowatl pacjentke do grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,, optimum”. Wyniki
normalizowano wzgledem ekspresji p-aktyny i kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci
Sredniej + blgd standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis
test dla wielokrotnych porownan oraz test T-studenta lub Mann-Whitney 'a dla pojedynczych porownan. ,,*” nad stupkami wskazujq
na porownanie do kontroli niestymulowanej. * < 0,05.

Zastosowanie CM znad CAFs niestymulowanych pochodzacych od pacjentek o réznych
cechach klinicznych skutkowato zwigkszeniem poziomu E-kadheryny w komoérkach
MDA-MB-231 (p=0,0651, Rycina 53). Taki sam efekt CM znad CAFs zaobserwowano
wylacznie przy zastosowaniu CM znad CAFs pochodzacych od pacjentek przed
menopauzg (Rycina 54A). CM znad CAFs stymulowanych InM i 10nM kalcytriolem od
pacjentek przed menopauza obnizyto ekspresje E-kadheryny w porownaniu do CM znad
CAFs niestymulowanych (Rycina 54A). Ponadto poziom E-kadheryny byl wyzszy
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w MDA-MB-231 stymulowanych CM znad CAFs niestymulowanych kalcytriolem
pochodzacych od pacjentek przed menopauza niz w MDA-MB-231 stymulowanych CM
znad CAFs pochodzacych od pacjentek po menopauzie (Rycina 54A). Poziom OPN
w komorkach MDA-MB-231 zmniejszyl si¢ po zastosowaniu CM znad CAFs
stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od pacjentek o r6znych cechach klinicznych
(Rycina 53). Taki sam efekt CM znad CAFs zaobserwowano przy zastosowaniu CM znad
CAFs pochodzacych od pacjentek z deficytem witaminy D3 lub bez przerzutow. CM znad
CAFs stymulowanych 10nM kalcytriolem pochodzacych od pacjentek przed menopauzg
réwniez obnizylo poziom OPN w komorkach MDA-MB-231 (Rycina 54B). Komorki
MDA-MB-231 stymulowane CM znad CAFs inkubowanych z kalcytriolem od pacjentek
z nowotworem przerzutujagcym mialy znacznie wiekszy poziom OPN niz MDA-MB-231
stymulowane CM znad CAFs pacjentek bez przerzutow (Rycina 54B). Stymulacja
MDA-MB-231 CM znad CAFs niestymulowanych i stymulowanych kalcytriolem
pochodzacych od pacjentek o réznych cechach klinicznych skutkowata obnizeniem
poziomu ZEB1 (Rycina 53). Obnizenie poziomu ZEB1 zaobserwowano po stymulacji
MDA-MB-231 CM znad CAFs niestymulowanych i stymulowanych kalcytriolem
pochodzacych od pacjentek przed menopauza lub bez przerzutow, CM znad CAFs
stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od pacjentek z deficytem witaminy D3 oraz
CM znad CAFs niestymulowanych kalcytriolem od pacjentek z prawidlowym poziomem
witaminy D3 rowniez obnizyto poziom ZEBI w komoérkach MCDA-MB-231
(Rycina 54C). CM znad CAFs stymulowanych 10nM kalcytriolem pochodzacych od
pacjentek z nowotworem przerzutujacym zwigkszylo poziom ZEB1 w komorkach

MDA-MB-231 (Rycina 54C).
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Rycina 53. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem na poziom E-kadheryny, OPN i ZEB1 w lizatach komdorek
linii. MDA-MB-231. Analizowano prgzki na nastgpujgcej wysokosci: E-kadheryna: 40 kDa, osteopontyna (OPN): 44 kDa,
Zeb1(homeobox 1 wigzgcy E-box z palcem cynkowym): 130 kDa. CAF's stymulowano 72h godziny kalcytriolem (InM i 10nM), nastepie
komorki kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24 godziny, zebrane medium kondycjonowane (CM) natozono na komorki
linii MDA-MB-231: CM K — CM znad CAF's niestymulowanych kalcytriolem, CM InM — stymulowanych 1nM kalcytriolem, CM 10nM
— stymulowanych 10nM kalcytriolem. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji p-aktyny i kontroli niestymulowanej. Wyniki
przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej + blgd standardowy sredniej. Analiz¢ wykonano dla 18 CM. Analizy statystyczne zostaly
wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan. * <0,05, **< 0,01, *** <0,001
i ¥ <0,0001.
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Rycina 54. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzgcych od pacjentek o zréinicowanych cechach
klinicznych na poziom wybranych biatek w ludzkiej linii raka gruczotu sutkowego MDA-MB-231. A - E-kadheryna, B - OPN
(osteopontyna) i D - ZEBI (homeobox 1 wigzgcy E-box z palcem cynkowym). Zastosowano media kondycjonowane (CM) znad CAFs
od pacjentek przed menopauzq (n=7), po menopauzie (n=9), pacjentek z deficytem (n=10) i prawidtowym poziomem (n=6) witaminy
Dj; oraz pacjentek z nowotworem nieprzerzutujgcym (n=9) i przerzutujgcym (n=7). Analizowano prqzki na nastgpujgcej wysokosci:
E-kadheryna: 40 kDa (domena wewngqtrzkomorkowa), OPN: 44 kDa, Zebl: 130 kDa. CAFs stymulowano 72h godziny kalcytriolem
(InM i 10nM), nastepie komorki kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24 godziny, zebrane CM natozono na komorki linii
MDA-MB-231: CM K — CM znad CAFs niestymulowanych kalcytriolem, CM InM — stymulowanych InM kalcytriolem, CM 10nM —
stymulowanych 10nM kalcytriolem. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSHw osoczu: FSH > 25,8
mlU/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,, po menopauzie”, w oparciu o stgzenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D; w osoczu:
25(0OH)D; <30ng/ml klasyfikowal pacjentke do grupy , deficyt”, > 30ng/ml do grupy , optimum”; w oparciu o wystegpowanie
dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chtonnych (parametr N). ,, przerzuty obecne” lub
,,brak przerzutow”. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji f-aktyny i kontroli niestymulowanej. Wyniki przedstawiono za pomocq
wartosci Sredniej + blgd standardowy Sredniej. Analize wykonano dla 18 CM. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu
testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréownan oraz test T-studenta lub Mann-Whitney’a dla
pojedynczych poréwnan. ,,*”, ,,a” lub ,b” nad stupkami wskazujg na poréownanie do kontroli niestymulowanej. ,,a” p<0,0. ,b”
p<0,08. *<0,05.
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Przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej badania in vivo dotyczace aktywnos$ci

witaminy D3 i jej aktywnej biologicznie formy - kalcytriolu na CAFs oraz NFs pluc

w modelach mysiego raka gruczotu sutkowego 4T1, 67NR i EO771 wykazaty, Ze:
1. Najwyzszy poziom CCL2 i VEGF zanotowano w guzach E0771, OPN i SDF-1

w guzach 4T1. Guzy 4T11EO0771 cechowaty si¢ znacznie wyzszym poziomem TGFp1
niz guzy 67NR.

. Deficytowi witaminy D3 w diecie myszy obarczonych komorkami 67NR towarzyszyt
zwigkszony poziom CCL2 i TGFB1 w guzach. Podawanie kalcytriolu przetozylo si¢
na zmniejszenie poziomu tych bialek. Podawanie kalcytriolu u myszy obarczonych
komoérkami 67NR karmionych dietg z normalng zawartos$cig witaminy D3 prowadzito
do rozwoju guzoéw o nizszym poziomie VEGF niz umyszy z dietg deficytowa
w witamine Ds.

Diecie bogatej w witaming D3 u myszy obarczonych komorkami EQ771 towarzyszyto
obnizenie poziomu OPN. Podawanie kalcytriolu myszom z deficytem witaminy D3
w diecie tych myszy skutkowato obnizonym stezeniem CCL2 w guzach.

CAFs roznity si¢ poziomem wybranych biatek pomiedzy modelami raka gruczotu
sutkowego. CAFs guzow 4T1 posiadaly najwigkszy poziom TNC, PDGFR},
najnizszy aSMA. W guzach 67NR, CAFs mialy najwyzszy poziom PDPN.

. NFs pochodzace od myszy obarczonych r6znymi rakami gruczotu sutkowego roéznity
si¢ poziomem wybranych biatek. NFs myszy obarczonych 4T1 posiadaly wigkszy
poziom PDPN, TNC i PDGFRp w poréwnaniu do NFs od myszy obarczonych 67NR
1 E0771. Poziom aSMA byt najwickszy w NFs pochodzacych od myszy obarczonych
E0771.

. Zroznicowana dieta i podawanie kalcytriolu skutkowaty zmiang fenotypu CAFs
wytacznie w modelu E0771. Diecie bogatej w witaming D3 towarzyszyto obnizenie
poziomu aSMA 1 wzrost poziomu PDPN, TNC i PDGFRp. Podawanie kalcytriolu
myszom karmionym dieta z deficytem witaminy D; przekladato si¢ na wzrost
poziomu TNC w CAFs, za$§ myszom karmionym dieta standardowa na obnizenie
poziomu aSMA 1 wzrost poziomu PDPN 1 TNC.

. Zréznicowana dieta 1 podawanie kalcytriolu skutkowaty zmiang fenotypu NFs
wylacznie w modelu 4T1. Diecie bogatej w witaming D3 towarzyszylo obnizenie

poziomu TNC iPDGFRB w NFs, za§ diecie deficytowej obnizenie poziomu
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wszystkich analizowanych biatek. Podania kalcytriolu u myszy z deficytem
witaminy D3 skutkowaty wzrostem (w stosunku do 100IU) poziomu aSMA, PDPN
i1 TNC w NFs.

Badania ex vivo na fibroblastach ptuc myszy zdrowych stymulowanych TGFB1 i mediami

zebranymi znad komorek linii 4T1, 67NR i E0771 wykazaty, ze:

1.

NFs pochodzace od myszy szczepu BALB/c i C57BL/6 réznity si¢ poziomem
wybranych biatek. NFs pochodzace od myszy szczepu BALB/c cechowal wigkszy
poziom PDPN i TNC oraz mniejszy poziom PDGFRp niz NFs pochodzace od myszy
szczepu C57BL/6.

. Zroznicowana dieta i podawanie kalcytriolu skutkowaly wytacznie zmiang poziomu

aSMA w NFs pochodzacych od myszy szczepu BALB/c. NFs pochodzace od myszy
zdrowych wszystkich grup eksperymentalnych posiadaty nizszy poziom aSMA niz
NFs od myszy z grupy 1000IU.

. Stymulacja NFs myszy szczepu BALB/c za pomoca TGFB1 prowadzita do obnizenia

poziomu PDPN w NFs myszy z wszystkich grup, aSMA 1 TNC w NFs myszy z grupy
10001U.
Stymulacja NFs medium znad komoérek 4T1 prowadzita do wzrostu poziomu PDPN

w NFs myszy z grup 5000IU i 1001U.

. Stymulacja NFs za pomocg TGFB1 prowadzita do obnizenia poziomu VDR w NFs

pochodzacych od myszy szczepu BALB/c z grupy 1000IU+cal i od myszy szczepu
C57BL/6 z grupy 1000IU oraz do wzrostu poziomu VDR w NFs myszy z grup
5000IU, 100IU i 100IU+cal pochodzacych od myszy obu szczepow.

Stymulacja medium znad komorek 4T1 prowadzita do wzrostu poziomu VDR w NFs
pochodzacych od myszy z grup 50001U, 100IU i 100IU+cal oraz obnizenia ekspresji
VDR w NFs od myszy z grupy 1000IU+cal.

Stymulacja NFs medium znad komorek 67NR prowadzita do obnizenia poziomu VDR
w NFs myszy szczepu BALB/c z grupy 10001U.

Stymulacja medium znad E0771 prowadzita do obnizenia poziomu VDR w NFs

myszy szczepu C5S7BL/6 z grupy 1000IU.

. Stymulacja NFs pochodzacych od myszy szczepu BALB/c za pomoca TGFpI

prowadzita do wzrostu poziomu FAP w NFs pochodzacych od myszy BALB/c z grup
10001IU, 1001IU i 100IU+cal oraz NFs myszy C57BL/6 z grup 10001U, 5000IU, 100IU
1 100IU+cal.
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Stymulacja medium znad komorek 4T1 prowadzita do obnizenia poziomu FAP w NFs
myszy szczepu BALB/c z grupy 1001U i 100IU+cal.

Stymulacja NFs medium znad komoérek 67NR prowadzita do wzrostu poziomu FAP
w NFs myszy szczepu BALB/c z grupy 1001U i obnizenia poziomu FAP w NFs myszy
szczepu BALB/c z grupy 100IU+cal.

Stymulacja medium znad komorek E0771 prowadzita do obnizenia poziomu FAP

w NFs myszy ze wszystkich grup.

. Stymulacja NFs za pomocg TGFB1 prowadzita do wzrostu ekspresji Acta2 w NFs

pochodzacych od myszy szczepu BALB/c z grup 1000IU i 100IU+cal i myszy szczepu
C57BL/6 z grup 1000IU, 100IU i 100IU+cal, wzrostu ekspresji Mmp9 w NFs myszy
szczepu BALB/c z grupy 100IU, obnizenia ekspresji Sppl w NFs myszy szczepu
C57BL/6 z grupy 1000IU, obnizenia ekspresji Vdr w NFs myszy obu szczepow z grup
1000IU, 100IU i 100IU+cal.

Stymulacja NFs medium znad komoérek 4T1 prowadzita do wzrostu ekspresji Mmp9
w NFs myszy szczepu BALB/c z grup 100IU i 100IU+cal, wzrostu ekspresji Spp!
w NFs myszy szczepu BALB/c z grupy 1000IU, wzrostu ekspresji Vdr w NFs myszy
szczepu BALB/c z grupy 10001U.

Stymulacja NFs medium znad komoérek 67NR prowadzita do wzrostu ekspresji Vdr
w NFs myszy szczepu BALB/c z grupy 100IU.

Stymulacja NFs medium znad komorek EQ771 prowadzita do wzrostu ekspresji Acta2
w NFs myszy szczepu C57BL/6 z grupy 100IU+cal oraz obnizenia ekspresji Spp!
1 Vdr w NFs myszy szczepu C57BL/6 z grupy 10001U.

Badania in vitro na komorkach 4T1, 67NR 1 E0771 stymulowanych medium znad NFs

phuc myszy zdrowych stymulowanych TGFB1 wykazaty, ze:

1.

CM znad NFs od myszy ze wszystkich grup hamowato proliferacj¢ komorek linii
67NR. NFs stymulowane TGFB1 nie mialy wptywu na proliferacje 67NR. CM znad
NFs z grupy 1000IU promuje proliferacj¢ E0771, CM znad NFs z grupy 5000IU
hamuje ten efekt.

CM znad NFs od myszy ze wszystkich grup nie zmienilty zdolnosci komoérek 4T1 do
tworzenia kolonii. CM znad NFs od myszy grupy 100IU+cal hamowalo potencjat do
tworzenia kolonii komorek linii 67NR. Stymulacja komoérek 67NR za pomoca CM
znad stymulowanych TGFB1 NFs pochodzacych od myszy z normalnym poziomem

witaminy D3 traktowanych kalcytriolem skutkowata zwiekszong iloscig kolonii

128



PODSUMOWANIE WYNIKOW

utworzonych przez 67NR w porownaniu do CM znad stymulowanych TGFf1
pochodzacych od myszy z deficytem cholekalcyferolu w diecie traktowanych
kalcytriolem. CM znad stymulowanych TGFB1 NFs pochodzacych od myszy szczepu
C57BL/6 z deficytem witaminy D3 traktowanych kalcytriolem zwigkszyto zdolnos¢
E0771 do tworzenia kolonii w poréwnaniu do CM znad NFs niestymulowanych
(p=0,0593). Wylacznie CM znad NFs niestymulowanych TGFB1 od myszy z grupy
100IU nie hamowato zdolno$ci do tworzenia kolonii linii komorek E0771 oraz tylko
CM znad NFs stymulowanych TGFB1 od tych samych myszy hamuje klonogennos¢
komorek EQ771.

Badania majace na celu poréwnanie guzéw pacjentek o rdznych cechach klinicznych

wykazaty, ze:

1.

Guzy pacjentek bez przerzutéw posiadaly wiekszy poziom OPN. Guzy od pacjentek
z prawidlowym poziomem witaminy D3 lub bez przerzutéw posiadaty wyzszy

poziom TGFpI.

Badania ex vivo, dotyczace wptywu kalcytriolu na ludzkie fibroblasty towarzyszace

rakom gruczotu sutkowego od pacjentek o réznych cechach klinicznych wykazaty, ze:

1.

CAFs byty wrazliwe na antyproliferacyjne dziatanie kalcytriolu w zakresie ste¢zen
10nM-1000nM w przypadku CAFs pochodzacych od pacjentek po menopauzie,
z prawidtowym poziomem witaminy D3 i niezaleznie od obecnosci przerzutow lub
w zakresie stezen 100nM-1000nM w przypadku CAFs od pacjentek przed
menopauzg lub z deficytem witaminy Ds.

Stymulacja kalcytriolem obnizyla poziom PDPN w CAFs, tendencja ta tyczyta si¢
CAFs pochodzacych od pacjentek po menopauzie, z deficytem witaminy D3 lub bez
przerzutow.

CAFs charakteryzowaty si¢ ekspresja VDR i1 FAP, ktora nie uleglta zmianie
po stymulacji komorek kalcytriolem.

Dla wigkszosci analizowanych hodowli CAFs zaobserwowano stymulowang
kalcytriolem indukcje ekspresji CYP24A1. Do kolejnych etapéw badan wyloniono
nastepujace geny i biatka: do analizy ekspresji mRNA za pomocg RT-PCR: CCL2,
MMP9, PDPN, TIMPI, TNC, SPPI, VDR, (2) do analizy sekrecji biatek przy
pomocy komercyjnie dostepnych zestawow ELISA: CCL2, CXCL12, HGF, MMP9,
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TNC, OPN oraz do analizy ekspresji bialek przy pomocy techniki western-blot
1 zymografii zelatynowej: IDO1, MMP2, MMP9, TIMP1, TGFf1 i OPN.

5. Stymulacja kalcytriolem CAFs pochodzacych od wszystkich pacjentek prowadzita
do obnizenia ekspresji mRNA CCL2, MMP9, TNC, VDR oraz wzrostu ekspresji
mRNA PDPN, SPP1 i TIMP1. Ekspresja CCL2 i MMP9 zmalata a ekspresja PDPN,
TIMP1 1SPPI1 wzrosta rowniez we wszystkich grupach klinicznych CAFs.
Po stymulacji InM kalcytriolem ekspresja TNC zmalata w CAFs pacjentek
z przerzutami, a po stymulacji 10nM kalcytriolem ekspresja TNC' i VDR wzrosta. Nie
zanotowano zmian w ekspresji VDR w CAFs pacjentek z prawidlowym poziomem
witaminy Ds.

6. Stymulacja kalcytriolem CAFs pochodzacych od wszystkich pacjentek prowadzita
do obnizenia sekrecji CCL2, CXCL12 i TNC. Produkcja CCL2 byta taka sama dla
CAFs od pacjentek wszystkich grup klinicznych. W poszczegdlnych grupach
klinicznych pacjentek nie zaobserwowano obnizenia produkcji CXCL12 przez
CAFs, natomiast dla CAFs pacjentek z deficytem witaminy D3 zaobserwowano
wzrost produkcji CXCL12 po stymulacji 1nM kalcytriolem. Kalcytriol obnizyt
sekrecje TNC przez CAFs poza jednym wyjatkiem — CAFs pacjentek po menopauzie
stymulowane 10nM kalcytriolem wydzielaty wigcej TNC. Produkcja MMP9 wzrosta
w CAFs pacjentek z prawidlowym poziomem witaminy D3 po stymulacji 10nM
1 w CAFs pacjentek bez przerzutow po stymulacji InM 1 10nM kalcytriolem.

7. Stymulacja kalcytriolem CAFs pochodzacych od wszystkich pacjentek prowadzita
do zwigkszonego poziomu TIMPI oraz zmniejszonego poziomu IDO1 (10nM).
Obnizenie poziomu IDO1 po stymulacji 10nM kalcytriolem byto wyrazne dla CAFs
pacjentek przed menopauzg lub z deficytem witaminy Ds. Ekspresja OPN 1 TGFB1
ulegta obnizeniu po stymulacji 10nM kalcytriolem w CAFs pacjentek z obecnymi
przerzutami.

8. Stymulacja kalcytriolem CAFs pochodzacych od pacjentek wszystkich grup
prowadzita do obnizonej aktywnosci MMP9 i MMP2. Obnizenie aktywnosci MMP9

wyrazne byto tylko w CAFs pacjentek po menopauzie.

Badania in vitro na komorkach linii MCF-7 i MDA-MB-231 stymulowanych medium

znad CAFs stymulowanych kalcytriolem wykazaly, ze:

1. CM znad CAFs stymulowaly migracj¢ komorek MCF-7 i MDA-MB-231. Dla
komoérek MDA-MB-231 efekt ten byt widoczny tylko po 3h stymulacji. Stymulowanie
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CAFs 10nM kalcytriolem przektadato si¢ na ostabienie migracji MCF-7, efekt ten byt
wyrazny dla CM znad CAFs pacjentek po menopauzie i bez przerzutow.

. Stymulacja komorek MCF-7 za pomocg CM znad CAFs stymulowanych 1nM
kalcytriolem pochodzacych od pacjentek przed menopauza prowadzita do obnizenia
poziomu E-kadheryny w komoérkach. CM znad CAFs stymulowanych 1nM
kalcytriolem pochodzacych od pacjentek z prawidlowym poziomem witaminy Ds3
zwigkszalo poziom OPN w komorkach MCF-7. Stymulacja komorek MCF-7 za
pomoca CM znad CAFs pochodzacych od pacjentek przed menopauzg
niestymulowanych i stymulowanych kalcytriolem prowadzita do obnizenia poziomu
ZEB1, za§ CM znad CAFs od pacjentek po menopauzie — zwigkszenia poziomu ZEB1.
. Stymulacja komorek MDA-MB-231 CM znad wszystkich CAFs stymulowanych
kalcytriolem obnizata poziom OPN. Inkubacja MDA-MB-231 z CM znad CAFs
stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od pacjentek przed menopauza
skutkowala zmniejszeniem poziomu E-kadheryny (InM i 10nM) i OPN (10nM)
w komorkach. Jednoczes$nie stymulacja komorek MDA-MB-231 CM znad CAFs
stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od pacjentek bez przerzutow (InM
110nM) prowadzila do obnizenia poziomu OPN. CM znad hodowli CAFs
pochodzacych od pacjentek z deficytem witaminy D3 prowadzilo do obnizenia
poziomu OPN i ZEBI w MDA-MB-231. Stymulacja za pomocg CM znad CAFs
stymulowanych 10nM kalcytriolem pochodzacych od pacjentek z nowotworem
przerzutujacym prowadzita do zwigkszenia poziomu ZEB1 w komorkach
MDA-MB-231. Jednocze$nie CM znad CAFs niestymulowanych i stymulowanych
kalcytriolem pochodzacych od pacjentek przed menopauza lub pacjentek bez
przerzutéw zmniejszato poziom ZEB1 w komoérkach MDA-MB-231.
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Kobiety z rozpoznaniem raka gruczotlu sutkowego czesto maja niski poziom witaminy D3
okreslany na podstawie stezenia 25(OH)D3; w osoczu [58]. Wérdd pacjentek biorgcych
udzial w badaniach do niniejszej rozprawy doktorskiej az 70% (90/128) pacjentek miato
poziom 25(OH)Ds nizszy niz 30ng/ml, uznany za wartos¢ progowa mig¢dzy deficytem
a prawidlowym poziomem tego metabolitu, wskazujagcym na deficyt witaminy D3
w organizmie [223]. Mimo rozpoznanej in vitro przeciwnowotworowej aktywnosci
kalcytriolu, aktywnej biologicznie formy witaminy D3 (opisanej w rozdziale 3), niektore
badania kliniczne wskazuja na zwigkszone ryzyko wystapienia raka gruczotlu sutkowego
u pacjentow z wysokim poziomem 25(OH)Ds (75-99ng/ml [53] lub >99ng/ml [55]).
Co wigcej, do tej pory tylko jedna publikacja opisata wplyw kalcytriolu na CAFs raka
gruczolu sutkowego [209]. CAFs aktywnie uczestnicza w progresji nowotworu
iw przypadku nowotwordéw gruczotu sutkowego stanowia najliczniejsza populacje
komorek w TME [209]. Wedlug Campos i wsp. aktywno$¢ kalcytriolu w CAFs jest
analogiczna do aktywnos$ci w komorkach nowotworowych, tj. kalcytriol obniza
pronowotworowy charakter CAFs poprzez zmniejszenie ekspresji  gendw
zaangazowanych w proliferacj¢ (NRGI, WNT5A, PDGFC) i zwigkszenie ekspresji
genow modulujacych aktywnos¢ komorek uktadu odpornosciowego (NFKBIA — inhibitor
NF-«xB a, TREM-1 — receptor wyzwalajagcy komorek mieloidalnych 1) [209].
Jednocze$nie dziatanie kalcytriolu zostalo zaobserwowane dopiero po zastosowaniu
wysokiej, niemozliwej do osiagni¢cia w organizmie dawki kalcytriolu (100nM). Autorzy
nie znalezli podobnych zaleznosci gdy zastosowali stezenie kalcytriolu zblizone do
osiggalnego fizjologicznie (0,5nM) [209]. W zwigzku z tym, badania przeprowadzone
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej mialy na celu scharakteryzowanie wptywu
witaminy Ds ikalcytriolu na CAFs w rakach gruczotu sutkowego w mozliwie jak
najblizszych fizjologii warunkach. Badania zostaty podzielone na dwie cze¢séci: badania
na materiale pochodzacym od myszy oraz badania na materiale pochodzacym od
pacjentek. Eksperymenty in vivo zostaly wykonane z wykorzystaniem trzech dobrze
scharakteryzowanych komorek linii mysiego raka gruczotu sutkowego: (1) 4Tl
wyprowadzonej z powstatego spontanicznie raka gruczolu sutkowego myszy szczepu
BALB/c; (2) 67NR, réwniez od myszy szczepu BALB/c oraz (3) E0771 wyprowadzone;
ze spontanicznego raka gruczolu sutkowego myszy szczepu C57BL/6 [213,224,225].

Dzigki wspotpracy z Centrum Chorob Piersi Dolnoslaskiego Centrum Onkologii,
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Pulmonologii i Hematologii mozliwe bylo przeprowadzenie drugiej czg¢sci badan -
uzyskane fragmenty tkanki guza gruczotu sutkowego postuzyty izolacji CAFs, ktoére
nastepnie stymulowano ex vivo kalcytriolem o stgzeniu 1nM (fizjologicznie osiggalne
stezenie u pacjentow) 1 10nM (najczesciej wykorzystywane w badaniach in vitro/ex vivo)
[65,226,227]. Wykorzystane w pierwszej czeSci badan komorki linii raka gruczotu
sutkowego r6znig si¢ migdzy soba obecnoscig receptorow ER, PR czy ErbB2/neu (4T1:
ERa, PR, ErbB2, 67NR: ERa’, PR, ErbB2", E0771: ERa, PR", ErbB2") [212,213],
zdolnoscia do tworzenia przerzutow (67NR - model nieprzerzutujacy,
E0771 - przerzutujacy, 4T1 — silnie przerzutujacy) [76,212,228] czy wrazliwoscig na
antyproliferacyjne dziatanie kalcytriolu (4T1- niewrazliwe, 67NR 1 E0771— wrazliwe)
[75,77]. Ponadto wedlug badan realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej
(prezentowanych w niniejszym manuskrypcie oraz opublikowanych w [229]) mysie guzy
powstate w wyniku ortotopowej inokulacji komoérek 4T1, 67NR i E0771 réznig si¢
znaczaco migdzy sobg odpowiedzig na witaming¢ D3 1 kalcytriol in vivo. Myszy karmione
dieta znormalng, deficytowa i1 nadmiarowa =zawarto$cig witaminy D3 zostaly
zaszczepione ortotopowo komorkami linii 4T1, 67NR 1 E0771, gdy w osoczu myszy
zaobserwowano znaczace roznice poziomu 25(OH)D;. Siedem dni po inokulacji
komorek, gdy guzy zaczynaly by¢ wyczuwalne, rozpocz¢to doustne podawanie
kalcytriolu za pomocg specjalnej sondy (1pg/kg masy ciata) [77]. Wszystkie zastosowane
schematy diety skutkowaly modyfikacja niektérych parametréow przeptywu krwi
w guzach 4T1 1 E0771. Jednakze najwyrazniejszy efekt mozna byto dostrzec w guzach
myszy z niedoborem witaminy D3 w diecie. Taka dieta prowadzita do rozwoju guzéow
o zwigkszonych parametrach przeplywu krwi. Za$§ podawanie kalcytriolu u myszy
karmionych dieta deficytowa w witaming D3 skutkowalo znaczacym obnizeniem
wiekszosci markerow przeptywu krwi [229]. Podawanie kalcytriolu u myszy (4T1)
karmionych dieta standardowa prowadzito do wzrostu czgsci parametréw przeptywu krwi
i spadku innych [229]. Zmiany w unaczynieniu guza moga mie¢ istotne znaczenie nie
tylko w konteks$cie przerzutowania czy odpowiedzi na chemioterapi¢ [230], zwigkszenie
przeplywu krwi moze rowniez wigzac si¢ ze zwigkszong rekrutacjag komorek z odlegtych
tkanek, ktore nastepnie w odpowiedzi na czynniki produkowane przez guzy moga ulegac
réznicowaniu do roznych populacji komérek TME — w tym CAFs [231]. Zmiany
W unaczynieniu guza czesto tozsame sg z modyfikacja poziomu VEGF — induktora
1 Tsp-1 — inhibitora angiogenzy. We wczesniejszych badaniach naszego laboratorium,

Anisiewicz i wsp. zaobserwowali, ze kalcytriol 1 jego analogi zwigkszyly przeptyw krwi
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w guzach 4T1 [75]. Za$ wedlug Mantell i wsp. kalcytriol zmniejszyt unaczynienie guzow
MCF-7 znadekspresja VEGF [116]. Z kolei w badanach Garcia-Quiroz i wsp. podawanie
myszom kalcytriolu skutkowato obnizeniem produkcji Tsp-1 1 zwiekszeniem produkcji
VEGF w mysich rakach gruczotu sutkowego, ale nie wplyneto na samg waskularyzacje
[114]. W badaniach do niniejszej rozprawy doktorskiej ze zmianami w unaczynieniu guza
nie wigzaly si¢ zmiany stezenia VEGF ani w tkance guza, ani w osoczu myszy
obarczonych komoérkami 4T1 1 E0771 [229]. Jedynie umyszy zaszczepionych
komorkami 67NR, u ktorych dieta i podawanie kalcytriolu nie zmienity przeptywu krwi,
zaobserwowano zmiany w stg¢zeniu VEGF zard6wno w guzie, jak i w osoczu [229].
Co wigcej, guzy 4T1, 67NR 1 E0771 roznily si¢ stezeniem CCL2 i OPN, cytokin
zaangazowanych w proces angiogenezy — bezposrednio [232,233] lub za posrednictwem
rekrutowanych makrofagow (CCL2) [234] lub CAFs (OPN) [235]. Guzy 4Tl
charakteryzowaly si¢ najwickszym stezeniem OPN, za§ E0771 - CCL2 i VEGF.
W guzach 4T1, ktorych cecha jest wysoki potencjat do przerzutowania, zaobserwowano
rowniez wysokie stezenie TGFB1 i SDF-1. Cytokiny te, razem z OPN, s3 zaangazowane
w szereg procesow prowadzacych do przerzutowania (m.in. angiogeneze, utrat¢ adhezji,
migracje czy inwazj¢) [236-238]. OPN, TGFpB1, SDF-1 moga réwniez posrednio
promowac przerzutowanie poprzez rekrutacje 1 roznicowanie CAFs
[131,140,141,235,239]. Przedstawione wyniki na tym etapie nie sg tozsame z wynikami
uzyskanymi na tkankach pochodzacych od pacjentek - w guzach pacjentek
z nowotworem przerzutujagcym poziom OPN i TGFf1 byt nizszy niz w guzach pacjentek
bez przerzutéw. Zgodnie z obserwacjami Johnstone i wsp. 4T1, 67NR 1 EO771 r6znig si¢
rowniez zdolnoscig do inwazji, aktywnoscig MMP9 (4T1 najwigksza) czy obecnoscig
ekspresji p53 (4T1, 67NR negatywne) [212]. Guzy o odmiennej charakterystyce,
produkujace rézne stezenia cytokin moga stymulowa¢ powstawanie zrdznicowanego
TME, co wyraznie odzwierciedlaja uzyskane w tej pracy wyniki - CAFs pochodzace
z guzdw 4T1 cechowal najnizszy poziom aSMA, najwigkszy PDGFRp i TNC, za§ CAFs
z guzoOw 67NR najwyzszy poziom PDPN. Niniejsza rozprawa doktorska miata na celu
scharakteryzowanie w jaki sposéb witamina Ds; 1ikalcytriol, w guzach o tak
zroéznicowanej charakterystyce wptywaja na funkcje komorek mikrosrodowiska,
w szczegblnosci CAFs. CAFs odgrywajg istotng rolg w procesach angiogenezy, unikania
odpowiedzi odpornosciowej, inwazji czy przerzutowania [119,134,164,165]. Komorki
nowotworowe promujg réznicowanie CAFs z rezydualnych fibroblastow [131,235] lub

innych komorek, np. rekrutowanych ze szpiku kostnego mezenchymalnych komorek
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macierzystych [140,141]. Wzajemne odziatlywania migdzy CAFs i1 komorkami
nowotworowymi prowadza do progresji raka gruczotu sutkowego [235]. Wedlug
wynikéw niniejszej rozprawy doktorskiej kalcytriol hamowat proliferacje hCAFs (CAFs
pochodzace od pacjentek) ex vivo przy stezeniu wickszym niz 1nM. Podobnych
obserwacji dokonali Gorchs i wsp. [207] oraz Sherman i wsp. [204] dla CAFs raka
trzustki — zastosowanie 100nM kalciportiolu, analogu witaminy D3, skutkowalo
zmniejszeniem proliferacji komorek [204,207]. Zas wedlug Campos i wsp. 100nM
kalcytriol obnizyl w CAFs raka gruczotu sutkowego ekspresje genow zwigzanych
z proliferacja [209]. Wedtug obserwacji z niniejszej rozprawy doktorskiej efekt ten jest
trudniejszy do osiagnigcia w przypadku hCAFs pochodzacych od pacjentek przed
menopauzg lub z deficytem witaminy D3 (zahamowanie proliferacji zaobserwowano
dopiero przy st¢zeniu 100nM). Obnizenie zywotnosci CAFs moze przeklada¢ si¢ na
modulacj¢ fenotypu i aktywnos$ci CAFs. Suplementacja myszy dieta ze zrdznicowang
zawartoscig witaminy D3 i podawanie kalcytriolu zmienity fenotyp mysich CAFs
wytacznie w przypadku guzow E0771. Wedlug obserwacji Wang i wsp. CAFs guza
pierwotnego rdoznig si¢ od fibroblastow obecnych w miejscu przerzutowania [240].
W badaniach niniejszej rozprawy doktorskiej zaobserwowano, ze u zdrowych myszy
szczepu C57BL/6 ani witamina D3 w diecie, ani traktowanie kalcytriolem nie
stymulowaty zmian poziomu biatek specyficznych dla CAFs w NFs. Zas§ w NFs od
zdrowych myszy BALB/c, poziom aSMA byt mniejszy w NFs pochodzacych od myszy
ze wszystkich grup eksperymentalnych (1000IU+cal, 5000IU, 100IU, 100IU+cal vs
1000IU). Dieta ze zréznicowang zawartoscig witaminy D3 i podawanie kalcytriolu nie
zmienity poziomu analizowanych biatek rowniez w przypadku NFs myszy obarczonych
nieprzerzutujacym 67NR 1 przerzutujacym EO0771. Z kolei u myszy obarczonych
silnie-przerzutujagcym rakiem 4T1, dla ktérego stezenie OPN i1 SDF-1 (wydzielanych
przez komorki nowotworowe i1 stymulujacych réznicowanie NFs do miofibroblastow)
w tkance guza i w osoczu myszy byto najwigksze w poréwnaniu do guzéw modelu 67NR
1 E0771 [229,235], witamina D3 1 kalcytriol zmodyfikowaty fenotyp NFs. W zgodzie
z poprzednimi badaniami [75] podawanie kalcytriolu przy diecie normalnej lub ubogiej
w witaming D3 wigzato si¢ ze zwigkszonym przerzutowaniem do ptuc [77] oraz oznakami
aktywacji obecnych w plucach NFs (wzrost poziomu oSMA, PDPN i TNC).
Anisiewicz i wsp. zanotowali, ze traktowanie kalcytriolem myszy obarczonych 4T1 nie
tylko prowadzi do zwigkszonej liczby przerzutow w ptucach, skutkuje réwniez

zwigkszonym odktadaniem depozytow kolagenu w plucach, mogacym s$wiadczy¢
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o zwigkszonej aktywno$ci fibroblastow [75]. W niniejszej rozprawie doktorskiej zmiany
poziomu analizowanych biatek byly wyrazniejsze, gdy myszy karmiono dieta deficytowa
w witamine D3 (dla 100IU+cal: wzrost poziomu aSMA, PDPN i TNC, dla 1000IU+cal:
tylko aSMA). Oprocz tego zwickszona aktywacja NFs w ptucach myszy z grupy
100IU+cal moze by¢ wynikiem wzmozonej produkcji IL-6 w tkance guza — cytokiny,
ktéra poprzez indukcje¢ szlaku STAT3 moze kierowaé aktywacja NFs [229,241].
Co ciekawe, zadnej z tych zmian nie towarzyszyto zwigekszenie poziomu biatek typowych
dla CAFs czy zmiany stezenia SDF-1, OPN 1 TGFB1 w tkance guza lub osoczu [229].
Zwigkszona aktywacja NFs mogtaby wynika¢ rowniez ze zwigkszonej ekspresji mRNA
Sppl (kodujacego OPN) i1 Tgff wphluicach zaobserwowanych w jednym ze
wczesniejszych badan naszego laboratorium umyszy traktowanych kalcytriolem
podskérnie [111]. Co wigcej, w poprzednich badaniach [75] wyzszy poziom OPN
widoczny byt w pdzniejszych etapach progresji guza 4T1 (dzien 28 1 33) w osoczu myszy
otrzymujacych iniekcje kalcytriolu. Zaskakujaco, zwigkszonej podazy witaminy Dj
w diecie myszy (50001U) towarzyszyto zarowno zwigkszenie przerzutowania do ptuc
[77], jak 1 obnizenie aktywacji NFs w plucach myszy 4T1 (obnizenie poziomu aSMA,
TNC 1 PDGFRp). Zmniejszonemu poziomowi analizowanych biatek w NFs z grupy
5000IU towarzyszyt najwyzszy poziom metabolitow witaminy D3 (25(OH)D3
124,25(0OH)2D31 3-epi-25(OH)D3) w osoczu myszy z tej grupy w poréwnaniu do myszy
pozostatych grup eksperymentalnych. Z kolei podawanie kalcytriolu myszom z deficytem
witaminy D3 skutkowalo jeszcze wigkszym obnizeniem poziomu metabolitow
witaminy D3 w osoczu (25(OH)Ds i 24,25(0OH)2D3 1 3-epi-25(OH)D3) w pordwnaniu do
grupy deficytowej [77]. Co wigcej, mimo analogicznych zmian obserwowanych
w stezeniu metabolitow witaminy D3 w osoczu zdrowych myszy, [77] w NFs
pochodzacych od tych myszy zaobserwowano zmiany wylacznie w poziomie aSMA. Na
fenotyp NFs pochodzacych z miejsc przerzutow raka gruczolu sutkowego 4T1
prawdopodobnie wplyw mialy zarowno obecnos¢ komoérek nowotworowych
W miejscu przerzutowania oraz poziom metabolitow witaminy D3 w osoczu myszy.
Komoérki nowotworowe moga wydziela¢ czynniki aktywujace NFs. Zrdoznicowany
poziom metabolitow witaminy D3 mial niewielki wplyw na cytokiny wydzielane
przez komorki guza pierwotnego ale mogl bezposrednio modyfikowaé
mikrosrodowisko pluc. Wysoka podaz witaminy D3 w diecie myszy, ktorej
konsekwencja byl wysoki poziom metabolitéw witaminy D3 w osoczu mogla, mimo

obecnosci komodrek nowotworowych w plucach, prowadzi¢ do utworzenia
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mikrosrodowiska bogatego w czynniki zapobiegajace aktywacji NFs. Natomiast
podawanie kalcytriolu myszom z deficytem witaminy D3 prowadzace do jeszcze
wiekszego obnizenia poziomu metabolitéw witaminy D3 w osoczu myszy moglo

uwrazliwi¢ obecne w ptucach NFs na cytokiny wydzielane przez komorki guza.

Bioragc pod uwage powyzsze obserwacje, nastepnym etapem niniejszej rozprawy
doktorskiej bylo sprawdzenie, jak CAFs wplywaja na wlasciwosci komoérek raka
gruczotu sutkowego w zalezno$ci od tego, czy pochodzag od myszy z normalnym
poziomem, deficytem lub nadmiarem witaminy D3 w diecie oraz od tego, czy myszy
traktowano kalcytriolem. Ze wzgledu na brak wyprowadzonych hodowli mysich CAFs
podjeto probe przeksztatcenia NFs pochodzacych od myszy zdrowych szczepu BALB/c
lub C57BL/6 do CAFs za pomocg stymulacji TGFB1, znanym czynnikiem aktywujacym
CAFs [220]. Medium kondycjonowanym zebranym znad aktywowanych TGFB1 NFs
(tNFs) stymulowano komorki linii raka gruczotu sutkowego, te same ktore wykorzystano
w badaniach in vivo — 4T1, 67NR 1 E0771. Wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej
wskazujg, ze NFs moga hamowac proliferacje komorek raka gruczotu sutkowego (67NR)
lub ich zdolno$¢ do tworzenia kolonii (E0771). Aktywacja NFs za pomocg TGFB1
skutkowala wyciszeniem tej przeciwnowotworowej aktywnosci. Co prawda, przeciwnie
do spodziewanych obserwacji, stymulacja komorek 4T1 i 67NR za pomocag CM znad
tNFs pochodzacych od myszy z réznych grup eksperymentalnych nie zwigkszyta
proliferacji komoérek nowotworowych ponad kontrole komodrek niestymulowanych.
Zatem obserwowane zmiany nie byly tak wyrazne, jak w badaniach Guido i wsp.,
w ktorych stymulowane TGFP1 fibroblasty zwigkszaly wzrost komorek raka gruczotu
sutkowego MDA-MB-231 in vivo [242] ani jak w pracy Waver i wsp., w ktorej TGFp1
byt wystarczajacym czynnikiem réznicujacym NFs okreznicy do
miofibroblastow - stymulujacych migracje komorek raka okreznicy in vitro [243]. Co
prawda Casey i wsp. zanotowali, ze stymulacja fibroblastow gruczotu sutkowego
pochodzacych od zdrowych pacjentow za pomoca TGFB1 nie zwigksza w nich
wlasciwosci promujacych inwazje komorek linii MDA-MB-231, dopiero stymulacja
CAFs pochodzacych z tkanki raka gruczotu sutkowego za pomocg TGFB1 zwigksza
potencjat inwazyjny komoérek nowotworowych [244]. Co wigcej, efekt CM na 67NR byt
taki sam niezaleznie od jakich myszy pochodzity NFs. W przypadku E0771, CM znad
tNFs pochodzacych od myszy z nadmiarem cholekalcyferolu w diecie obnizylo

zywotno$¢ E0771 w porownaniu do CM znad tNFs myszy z normalnym poziomem
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witaminy D3 — wskazujac na to, ze wysokie st¢zenie metabolitdéw witaminy D3 w osoczu
myszy szczepu C57BL/6 (wynikajace z diety bogatej w cholekalcyferol) prowadzi do
rozwoju NFs mniej wrazliwych na czynniki aktywujace, tj. TGFpB. Co wigcej, CM znad
tNFs nie zwigkszato zdolnosci komoérek 4T1, 67NR 1 EO771 do tworzenia kolonii ponad
kontrole niestymulowang CM. Jednoczesnie CM znad tNFs pochodzacych od myszy
szczepu CS57BL/6 z deficytem witaminy D3 traktowanych kalcytriolem zwigkszyto
zdolnos¢ E0771 do tworzenia kolonii w porownaniu do CM znad NFs niestymulowanych.
Z kolei stymulacja komoérek 67NR za pomocg CM znad tNFs pochodzacych od myszy
z normalnym poziomem witaminy D3 traktowanych kalcytriolem skutkowata zwigkszona
ilo$cig kolonii utworzonych przez 67NR w poréwnaniu do CM znad tNFs pochodzacych
od myszy z deficytem cholekalcyferolu w diecie traktowanych kalcytriolem. Zgodnie
z wezesSniejszymi obserwacjami, NFs rozwijajace sie¢ u myszy z wysokim poziomem
metabolitow witaminy D3 w osoczu (b¢edacym rezultatem diety z wysoka zawartoscia
cholekalcyferolu) sa mniej wrazliwe na aktywacje i nabywanie pronowotworowych
wlasciwosci. Swiadczy o tym obnizenie tempa proliferacji komérek E0771
stymulowanych medium znad aktywowanych TGFB1 NFs pochodzacych od myszy
z wysokim poziomem witaminy D3 w porownaniu do NFs od myszy z normalnym
poziomem witaminy Ds3. Z kolei traktowanie myszy z deficytem (obserwacja dla
komoérek E0771) lub normalnym poziomem (67NR) witaminy D3 kalcytriolem
skutkuje rozwojem NFs, ktore w obecnosci czynnikow aktywujacych nabywaja
zdolnosSci pronowotworowe, na co wskazuje zwi¢kszenie stymulacji tworzenia
kolonii przez komorki raka gruczolu sutkowego w obecnosci mediow

kondycjonowanych znad tych NFs.

Bioragc pod uwage prawdopodobny wplyw zaréwno komorek nowotworowych (4T1
1 E0771), jak 1 witaminy D3 lub kalcytriolu na fenotyp CAFs lub NFs kolejnym celem
niniejszej rozprawy doktorskiej bylo okreslenie jak witamina D; w diecie myszy
zdrowych oraz podawanie kalcytriolu zmieniaja aktywacje NFs. NFs zdrowych myszy
szczepu BALB/c 1 C57BL/6 rdznity si¢ wyjsciowym poziomem aSMA, PDPN, TNC
1 PDGFRpB. NFs myszy szczepu BALB/c charakteryzowala wyzsza ekspresja PDPN
1 TNC oraz nizsza PDGFRB w poréwnaniu do NFs zdrowych myszy C57BL/6.
Co wigcej, stgzenia metabolitow  witaminy D3,  tj. 25(OH)Ds3,  24,25(0OH)2Ds
1 3-epi-25(OH)D3 w osoczu byty nizsze u myszy szczepu BALB/c karmionych dietg ze
standardowg zawarto$cig witaminy D3 (1000IU, 1000IU+cal) i jej nadmiarem (50001U)
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w poréwnaniu do myszy szczepu C57BL/6 [77]. Oprocz tego traktowanie kalcytriolem
myszy BALB/c z normalnym poziomem witaminy D3 lub jej deficytem skutkowalo
wzrostem stezenia CCL2 w osoczu myszy. Tak, jak i podawanie kalcytriolu myszom
z grupy deficytowej wigzato si¢ ze zwickszeniem stezenia OPN w osoczu zaré6wno
umyszy BALB/c, jak i C57BL/6. Natomiast u myszy BALB/c, podawanie kalcytriolu
myszom z grupy deficytowej wigzato si¢ rowniez ze wzrostem poziomu IL-6 w osoczu
[229]. Zgodnie z piSmiennictwem, zwigkszone stezenie OPN, CCL2 i IL-6 w osoczu
zdrowych myszy moze promowac¢ aktywacje NFs ptuc [131,241]. Wedlug wynikow
niniejszej rozprawy doktorskiej zwigkszona, jak i zmniejszona podaz witaminy Dj
w diecie myszy BALB/c i r6wnoczesne podawanie kalcytriolu prowadzity do rozwoju
NFs o nizszym poziomie aSMA. NFs rozwijajace si¢ w takim srodowisku modulowanym
przez witaming D3 1 kalcytriol zostaty poddane stymulacji TGFB1 oraz CM znad komoérek
nowotworowych (4T1, 67NR i1 E0771). W przypadku NFs pochodzacych od myszy
z dietag deficytowa 1 od myszy z dieta deficytowa traktowanych kalcytriolem
zaobserwowano najwiecej istotnych réznic (poziom wybranych bialek w CAFs 1 NFs
myszy obarczonych rakami gruczotu sutkowego czy tez poziom FAP w NFs myszy
zdrowych stymulowanych TGFB1 lub CM znad komoérek nowotworowych). Z tego
powodu w NFs pochodzacych od myszy z normalnym poziomem witaminy Ds,
z deficytem witaminy D3 1 deficytem witaminy D3 traktowanych kalcytriolem oceniono
rowniez ekspresj¢ wybranych mRNA. Niestety aktywacja NFs ex vivo nie odzwierciedlita
obserwacji dokonanych dla NFs obecnych w plucach myszy obarczonych rakami
gruczotu sutkowego. Jednym z przyktadow jest to, ze stymulacja NFs pochodzacych od
myszy zdrowych z nadmiarem 1 deficytem witaminy D3 przy pomocy CM zebranego
znad komorek 4T1 prowadzita do wzrostu poziomu PDPN, a NFs pochodzace od myszy
tych samych grup ale obarczonych guzami 4T1 charakteryzowaty si¢ niskim poziomem
PDPN. Stymulacja NFs za pomocg CM zebranego znad komoérek EO771 nie odwzorowata
rowniez roéznic obserwowanych miedzy CAFs pochodzacymi od myszy réznych grup
obarczonych guzami E0771. Eksperymentalne warunki ex vivo mialy ograniczong liczbg
sktadowych 1 nie odzwierciedlity panujacych wewnatrz organizmu warunkow, gdzie na
koncowy fenotyp CAFs ma wplyw wiele czynnikow tj. interakcje miedzy CAFs
a komodrkami nowotworowymi i innymi komoérkami TME np. TAMs [245]. Co wigcej,
Jones i wsp. oraz Guo i wsp. zanotowali, ze do zaleznej od TGF[ aktywacji fibroblastow
phuc niezbedna jest aktywno$¢ deacetylazy histonow [246,247]. Za$ Bordignon i wsp.

wykazal, Ze stymulacja fibroblastow za pomoca TGFf skutkuje zwigkszeniem ekspres;ji
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wielu genéw zaangazowanych w pronowotworowg aktywnos$¢ CAFs, migdzy innymi
tych uczestniczacych w procesie EMT, ale jednocze$nie obniza tez ekspresje genow
zaangazowanych w inne wazne funkcje CAFs — przebudowe ECM czy infiltracje
komorek odpornosciowych [248]. Ponadto w badaniach niniejszej rozprawy doktorskiej
niczym niestymulowane NFs posiadaly ekspresje FAP, glikoproteiny o aktywnos$ci
proteolitycznej, ktérej poziom w zdrowej stromie powinien by¢ niski 1 rosngé
w procesach gojenia sie ran czy rozwoju guza — aktywacji NFs. Swiadczyé¢ to moze
o czesciowe] aktywacji NFs w warunkach hodowli ex vivo, niezaleznej od TGFp,
zaobserwowanej rowniez przez innych autorow [249]. Wedtug licznych publikacji, TGFf
jest czynnikiem wydzielanym intensywnie przez komorki nowotworowe i petni kluczowa
rolg wprocesie rdéznicowania fibroblastow lub komorek macierzystych do
miofibroblastow lub CAFs [141,220,246,247]. Bordignon i wsp. oraz Yoon i wsp.
zaobserwowali, ze stymulacja fibroblastow skory lub fibroblastow zotadka za pomoca
TGFP1 zwigksza w nich poziom TNC [220,248]. Poza tym wedlug pracy Waver i wsp.
aktywowane TGFp1 fibroblasty okr¢znicy zwigkszaty produkcje TNC uczestniczace]
w inwazji komorek nowotworowych [243]. W niniejszej rozprawie doktorskiej, TGFB1
oraz medium znad 4T1, ktore prawdopodobnie zawiera ten czynnik wzrostu, wywarty
odwrotny efekt — obnizaly poziom TNC w NFs. Co wigcej - efekt ten obserwowano
wytacznie w przypadku NFs pochodzacych od myszy BALB/c z normalnym poziomem
witaminy D3 w diecie. TGFB1 1 CM znad 4T1 obnizyty rowniez poziom PDGFR[3 w NFs
pochodzacych od myszy z normalnym poziomem witaminy D3, W pracy Casey i wsp.
stymulacja NFs za pomoca TGFB1 skutkowala wzrostem ekspresji mRNA ACTA2, co
roOwniez zostalo zaobserwowane w badaniach niniejszej rozprawy doktorskiej [244].
Jednoczes$nie poziom aSMA (biatka kodowanego przez ten gen) w wyniku stymulacji
NFs za pomoca TGFB1 ulegt obnizeniu. W NFs pochodzacych od myszy zdrowych
z normalnym poziomem witaminy D3 stymulacja TGFB1 lub CM znad 4T1 wigzala si¢
zarowno z obnizeniem poziomu aSMA, PDPN (CM znad 4T1), TNC, PDGFR (TGFp1
1CM znad 4T1), jak 1 ze wzrostem poziomu FAP. Takie zmiany fenotypu sugeruja
powstawanie odmiennego podtypu NFs, aczkolwiek zgodnie z aktualng literatura, wysoki
poziom FAP zwykle wystepuje wspolnie z aSMA i PDGFRp [172,250]. W NFs myszy
z prawidlowym poziomem witaminy D3 w diecie traktowanych kalcytriolem poziom
FAP byt zacznie nizszy niz w NFs myszy nietraktowanych kalcytriolem, jednak zmianom
tym nie towarzyszyly zmiany poziomu pozostatych biatek (aSMA, PDPN, TNC,
PDGFRp). TGFB1 zmniejszal poziom PDPN w NFs pochodzacych od myszy ze
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wszystkich grup. Gorchs i wsp. zaobserwowali z kolei wzrost PDPN po stymulacji
fibroblastow analogiem witaminy D3 — kalcypotriolem [207]. Obserwacje tego autora
czesciowo pokrywajg si¢ z obserwacjami niniejszej rozprawy doktorskiej - wzrostem
poziomu tego biatka w NFs pochodzacych od myszy z nadmiarem witaminy D3 w diecie
stymulowanych medium zebranym znad komorek 4T1. Stymulacja TGFB1 lub CM znad
komorek nowotworowych wywierata zroznicowany efekt na aktywacje 1 wlasciwosci
NFs. Ponadto zastosowane warunki aktywacji NFs zwykle nie prowadzily do istotnie
roznych reakcji NFs pochodzacych od myszy z deficytem, normalnym poziomem lub
nadmiarem cholekalcyferolu w diecie nietraktowanych lub traktowanych kalcytriolem.

Celem podsumowania wynikéw obserwowane zmiany zebrano w tabeli 17 1 18.

Tabela 17. Podsumowanie wynikow dla fibroblastow ptuc myszy zdrowych stymulowanych TGFpI i medium znad komdrek
nowotworowych. Dane dotyczqg poréwnania wobec komdrek niestymulowanych.

NFs zdrowych myszy BALB/c NFs zdrowych myszy C57BL/6
(vs kontrola niestymulowana) (vs kontrola niestymulowana)
TGFp1 4T1 67NR TGFp1 E0771
aSMA |PDPN
! l |PDGFRf |VDR 1FAP
|PDGFRp LVDR |Sppl
10001IU LTNC 1FAP |TNC 1FAP - 10001U 1Acta? |Sppl 17
-
Meta2 |V 1Sppl tVdr Lvdr
cta r
10001IU 10001U+
|PDPN |VDR VDR VDR - 1FAP
+cal cal
PDPN 1VDR
50001U |PDPN 1VDR ! lFATP - 50001U 1VDR 1FAP |FAP
|PDPN 1VDR
1PDPN 1VDR 1VDR 1FAP
1001U 1FAP tMmp9 1FAP 1Vdr 100IU |FAP
v FAP 1Mmp9 tActa2 | Vdr
B
|PDPN 1VDR
1001U + 1VDR 100IU + 1VDR 1FAP
|FAP 1Acta2 |FAP |FAP 1Acta2
cal Vv |FAP 1Mmp9 cal tActa2 | Vdr
r

Najciekawsze efekty stymulacji zaobserwowano w przypadku NFs pochodzacych od
myszy z deficytem witaminy D3 nietraktowanych lub traktowanych kalcytriolem. W NFs
pochodzacych od myszy szczepu BALB/c z dieta uboga w witaming D3 TGFp1
indukowat ekspresje Mmp9 (100IU) i zwigkszat poziom FAP (100IU i 100IU+cal). CM
znad 4T1 roéwniez indukowato ekspresje Mmp9 w tej grupie myszy, aczkolwiek wptyw
CM znad 4T1 lub E0771 na poziom FAP byl przeciwny, stymulacja obnizyta poziom
FAP w NF z grupy 100IU 1 100IU+cal. Wedtug Timms i wsp. najwyzszy poziom
krazacego MMP9 wystepowal u pacjentow z deficytem witaminy D3 [251], podobnie
wedlug Wasse i wsp. jego stezenie korelowato odwrotnie z poziomem metabolitow

witaminy D3 osoczu [252]. Dodatkowo wedtug Kim i wsp. kalcytriol obnizal produkcje
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MMP9 zaréwno bezposrednio, jak i poprzez zwigkszenie aktywnosci inhibitorow MMP9

— TIMP1 i TIMP2 [253].

Tabela 18. Podsumowanie wynikow dla fibroblastow ptuc myszy zdrowych stymulowanych TGFfI i medium znad komdrek
nowotworowych. Dane dotyczq porownania wobec fibroblastow myszy z grupy 10001U.

NFs zdrowych myszy BALB/c (vs 10001U) NFs zdrowych myszy C57BL/6 (vs 10001U)
K TGFp1 4T1 67NR K TGFp1 E0771
laSMA
1000IU+c TVDR TVDR 1000IU+c |VDR |VDR
TVDR |FAP |VDR
al |FAP 1FAP al |FAP |FAP
1FAP
laSMA
|VDR |VDR TVDR |VDR
50001U |VDR TVDR - 50001U
|FAP TFAP 1FAP 1FAP
tFAP
laSMA VDR VDR |VDR
|VDR
100IU |VDR 1Sppl |FAP 1FAP 100IU |VDR |VDR tMmp9
1FAP 1vdr TVdr 18pp!
1Acta2
VDR 1Spp!
100IU + laSMA 1001U + VDR 1Spp1
- |FAP 1Sppl 1Vdr
cal VDR cal |FAP 1Vdr
tVdr |VDR
|FAP
1001U + 1001U + TVDR TVDR
TVDR TVDR TVDR
cal vs TVDR TVDR cal vs |FAP |FAP
TFAP |FAP |FAP
1001U 1001U lActa2 1Acta2

Stymulacja TGFB1 lub CM znad E0771 skutkowata znacznie wyzsza ekspresja Sppl
w NFs pochodzacych od myszy z deficytem witaminy D3 (100IU i 100IU+cal) niz w NFs
od myszy z grupy 1000IU. Traktowanie kalcytriolem myszy z grup deficytowych
skutkowato zwiekszong ekspresja Spp! (w stosunku do 100IU) w NFs stymulowanych
TGFB1 oraz CM znad E0771. Podobnie poprzednie badania wskazaty, ze kalcytriol
in vitro wzmacnia sekrecje OPN przez fibroblasty BALB/3T3 [112]. Stymulacja
kalcytriolem hCAFs réwniez skutkowata zwickszong ekspresja mRNA SPPI.
Analogiczny efekt byl obserwowany rowniez przez innych autoréow [121] i zalezy
prawdopodobnie od interakcji genu Spp/ z VDR [254]. Wedtug wielu publikacji zarowno
NFs, jak 1 CAFs posiadajg ekspresj¢ funkcjonalnego VDR [121,207,209]. Ekspresja
niektorych genow CAFs (wzrost ekspresji CDS2 i spadek S100A44) koreluje z poziomem
VDR oraz wspolczynnikiem przezycia catkowitego [121]. W niniejszej rozprawie
doktorskiej NFs stymulowane TGFB1 lub CM znad komorek raka gruczotu sutkowego
rowniez posiadaly ekspresje¢ VDR zarowno na poziomie mRNA, jak 1 biatka.
W przypadku NFs pochodzacych od myszy szczepu C57BL/6 stymulowanych CM znad
E0771 ekspresja mRNA Vdr byta najwigksza w NFs od myszy z grupy 100IU+cal, gdzie
rowniez ekspresja Sppl byla najwyzsza. Aczkolwiek poziom biatka VDR w tej grupie
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byt nizszy niz w NFs pochodzacych od myszy z normalnym poziomem witaminy Dj
w diecie. Poziom VDR w aktywowanych NFs nie oddawat obserwowanych w osoczu
efektow suplementacji (+cal lub 50001U)/deficytu (100IU) witaminy D3 w diecie myszy.
Tak samo poziom VDR w catej tkance guza nie korelowal z poziomem metabolitow
witaminy D3 [77]. Ponadto najwiecej oznak aktywacji CAFs zaobserwowano w NFs
pochodzacych od myszy BALB/c 1 C57BL/6 z deficytem witaminy D3 stymulowanych
TGFBI1 lub CM znad 4T1. Aktywowane NFs cechowaly si¢ zwigkszonym poziomem
PDPN, Mmp9 (stymulacja NFs myszy szczepu BALB/c za pomocg CM znad komorek
4T1), FAP, Mmp9 (tNFs myszy szczepu BALB/c) lub Acta2 i FAP (tNFs myszy szczepu
C57BL/6). Mimo ze publikacje wskazuja na hamowanie aktywacji fibroblastow
przez witamin¢ D3 lub kalcytriol, w badaniach do tej pracy nie zaobserwowano tak
jednoznacznego efektu. Aktywowane ex vivo NFs pochodzace od myszy
znadmiarem, normalna i deficytowa zawartoscia witaminy D3 w diecie oraz
traktowanych kalcytriolem cechowaly si¢ zaréwno zwi¢kszeniem, jak
i zmniejszeniem poziomu bialek zwigzanych z pronowotworowymi wlasciwosciami
fibroblastow. Najbardziej wrazliwe na aktywacje w wyniku stymulacji TGFp1 lub
CM znad komorek nowotworowych byly NFs pochodzace od myszy BALB/c
i C57BL/6 z deficytem witaminy D3.

Obnizenie poziomu najczgsciej opisywanego markera aktywacji CAFs - aSMA [255]
w CAFs byto widoczne u myszy obarczonych komorkami EO771 1 67NR ze zwigkszong
podaza witaminy D3 w diecie. Zmiana ta mogta wynika¢ ze zwigkszonej ilosci
metabolitow witaminy D3 w osoczu myszy (25(OH)Ds 1 24,25(0OH).D;
1 3-epi-25(OH)D3) 1 obnizonej produkcji OPN w tkance guza (E0771) — cytokiny wazne;j
w indukcji roznicowania fibroblastow lub komorek macierzystych do CAFs
[131,140,235]. Nie tylko zwigkszona podaz witaminy D3 w diecie myszy ale
i traktowanie kalcytriolem myszy karmionych dieta z normalng zawartoscia
cholekalcyferolu skutkowaly obnizeniem poziomu aSMA w CAFs pochodzacych
z guzow E0771. Taki efekt kalcytriolu zostat rowniez zaobserwowany przez Mukai i wsp.
w przypadku PSCs, prekursorow CAFs w raku trzustki (obnizenie poziomu aSMA)
[206]. Co wiecej, w pracy Sherman i wsp. podawanie analogu witaminy D3 —
kalcyportiolu - zmniejszalo aktywacje stromy oraz progresje procesu wtoknienia w raku
trzustki [204]. Jednakze w badaniach niniejszej rozprawy doktorskiej zmniejszeniu

poziomu aSMA w CAFs pochodzacych od myszy obarczonych rakiem E0771 z grup
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1000IU+cal, 5000IU vs 1000IU towarzyszyt wzrost poziomu innych markeroéw aktywacji
CAFs - TNC, PDGFR i PDPN. W przypadku hCAFs wplyw kalcytriolu na poziom
biatek specyficznych dla CAFs réwniez nie byt jednoznaczny. Zaréwno w hCAFs
pacjentek z deficytem, jak 1 prawidlowym poziomem witaminy D3 oraz w CAFs
pochodzacych od pacjentek z pozostalych grup klinicznych stymulacja hCAFs
kalcytriolem zwigkszata w nich ekspresj¢ mRNA PDPN i1 zmniejszala mRNA 7TNC.
Poziom biatka TNC na powierzchni CAFs nie zmniejszyt si¢ pod wplywem stymulacji
kalcytriolem, obnizeniu ulegta natomiast produkcja tego biatka przez CAFs pochodzace
od pacjentek z prawie wszystkich grup klinicznych — z wylaczeniem CAFs pacjentek po
menopauzie, dla ktérych stymulacja ex vivo kalcytriolem (10nM) prowadzita do wzrostu
sekrecji TNC. Poziom biatka PDPN ulegl zwigkszeniu tylko w CAFs pacjentek po
menopauzie lub CAFs pacjentek bez przerzutow. W CAFs od pacjentek z deficytem
witaminy D3 zaobserwowano jedynie nieistotny statystycznie wzrost poziomu PDPN
(p<0,08). Zaskakujaco, mimo analogicznego wpltywu diety bogatej w witaming D3
1 traktowania kalcytriolem myszy obarczonych guzami E0771 karmionych dietg
o normalnej zawartosci witaminy D3 na fenotyp CAFs, myszy z tych grup nie
charakteryzowatly si¢ podobnym stezeniem metabolitow witaminy D3 w osoczu. Wysoka
podaz witaminy D3 w diecie myszy prowadzita do zwigkszenia poziomu metabolitéw
witaminy D3 a podawanie kalcytriolu myszom z normalnym poziomem witaminy D3
skutkowato obnizeniem poziomu 25(OH)Ds3, 24,25(0OH):Ds 1 3-epi-25(OH)Ds [77].
Zatem efekt obserwowany w CAFs moze zaleze¢ nie tylko od zmian w poziomie
metabolitow witaminy D3 w osoczu myszy ale rowniez od bezposredniej aktywnosci
kalcytriolu. Zmiany poziomu analizowanych biatek w CAFs bedace rezultatem zmian
w poziomie metabolitéw witaminy D3 w osoczu oraz podawania myszom kalcytriolu
moga prowadzi¢ do rozwoju roznych podtypow CAFs — CAFs E0771 o niskiej ekspresji
aSMA 1 wysokiej TNC, PDPN i PDGFRp (1000IU+cal, 5000IU), NFs aktywowanych
w plucach myszy obarczonych guzem 4T1 o wysokiej ekspresji aSMA, PDPN i1 TNC
(100IU+cal) oraz hCAFs o wysokiej ekspresji PDPN (stymulowane kalcytriolem CAFs
pacjentek z deficytem witaminy Ds3). W przypadku myszy obarczonych guzami 4T1 ani
dieta zawierajaca zrdznicowang ilo§¢ witaminy D3, ani podawanie kalcytriolu nie
wplynely na fenotyp CAFs. Kilku autorow podjeto si¢ scharakteryzowania
zréznicowanych funkcjonalnie podtypow CAFs raka gruczotu sutkowego. Costa i wsp.
wyodrebnili 4 populacje CAFs (CAF-S1, CAF-S2, CAF-S3, CAF-S4) o odmiennej
ekspresji aSMA, CD29, FAP, integryny B1, FSP1, PDGFRp i CAV1 [172]. CAF-SI
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charakteryzowaly si¢ ekspresja wszystkich, poza CAV1, biatek i jako jedyne posiadaty
ekspresje FAP. CAF-S4, poza ekspresja FAP, cechowal ten sam zestaw bialek. Oba te
podtypy CAFs posiadaly ekspresjic aSMA 1 mozna bylo je okresli¢ mianem
miofibroblastow. Ponadto FAP" CAF-S1, w poréwnaniu do CAF-S4, charakteryzowatly
si¢ wigkszg produkcja cytokin, rekrutacjg limfocytow T i ich réznicowaniem w kierunku
Treg 0 dziataniu immunosupresyjnym [172]. Z kolei Friedman i wsp. podzielili CAFs na
sCAFs 1 pCAFs charakteryzujace si¢ odpowiednio ekspresjg FSP1/S100A4 (sCAFs) lub
PDPN (pCAFs). sCAFs cechowaty sie¢ ekspresjg MHC klasy 11 i prozapalnym fenotypem,
za§ pCAFs ekspresja aSMA 1 charakterem miofibroblastow. Ponadto stosunek
sCAFs/pCAFs powigzano z lepszym rokowaniem pacjentow z TNBC [256].
Cremasco i wsp. stwierdzili rozdzielno$¢ populacji CAFs FAP* PDPN" i CAFs
FAP"PDPN™[257]. Komorki PDPN" w poréwnaniu do PDPN- CAFs, poza wyzsza
ekspresja gendw zaangazowanych w aktywacje fibroblastow i1 przebudowe ECM,
regulowaly migracje i funkcje limfocytow naciekajacych tkanke guza prowadzac do
stanu immunosupresji [257]. Zmiany w poziomie metabolitow witaminy D3 w osoczu,
podawanie kalcytriolu in vivo lub stymulacja kalcytriolem ex vivo moga prowadzié¢
do powstawania CAFs o zmienionym fenotypie. Efekt koncowy dzialania kalcytriolu
lub witaminy D3 moze wynika¢ z charakterystyki mikrosrodowiska: podstawowego
poziomu witaminy D3 w organizmie (norma/deficyt), tak, jak i charakterystyki
klinicznej pacjentek/modelu myszy. Co wiecej, zarowno wysoki poziom metabolitow
witaminy D3 w osoczu myszy tak, jak i dostarczanie kalcytriolu do organizmu,
w ktorym juz rozwinal si¢ rak gruczohlu sutkowego moze skutkowac rozwojem CAFs

o tym samym fenotypie, Swiadczacym o zwiekszonej aktywacji CAFs.

Weczesniejsze badania wskazaty, ze stymulacja kalcytriolem in vitro komorek przyzebia,
w sktad ktorych wchodza fibroblasty, skutkuje zwigkszeniem ekspresji SPP1 [258].
Zwigkszony poziom aSMA w NFs ptuc pochodzacych od myszy obarczonych guzem
4T1 traktowanych kalcytriolem (4T1, 100IU+cal) moze promowa¢ wzrost raka gruczotu
sutkowego poprzez sekrecj¢ OPN [259]. ROwniez w niniejszej rozprawie doktorskiej oraz
w zgodzie z wynikami pracy Campos i wsp. [209] (pracujacych rowniez na CAFs raka
gruczotu sutkowego), stymulacja kalcytriolem skutkowata zwiekszong ekspresja mRNA
SPP1 i PDPN w hCAFs. Jednocze$nie wzrost ekspresji SPP1 widoczny byt wylacznie na
poziomie mRNA. CAFs (E0771, 1000IU+cal, 5000IU) z wysokim poziomem PDPN

moga utatwia¢ migracje 1iinwazje komoérkom gruczolaka pluc 1 raka trzustki
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prawdopodobnie poprzez aktywacj¢ kaskady sygnatu Wnt/B-katenina odpowiedzialnej za
proliferacje, migracj¢ i inwazj¢ komorek nowotworowych [260-263]. W przypadku raka
gruczotu sutkowego, autorzy nie sg zgodni. Wedlug Niemiec i wsp. CAFs PDPN*
wspomagajg migracje komorek nowotworowych do miejsc przerzutowania [264]. Z kolei
Suchanski i wsp. w swojej pracy twierdzili, ze podoplanina obecna na powierzchni CAFs
nie zmienia tempa migracji komorek raka gruczotu sutkowego [265]. TNC produkowana
przez CAFs (E0771, 1000IU+cal, 5000IU), ktore moga migrowa¢ do miejsca
przerzutowania oraz przez aktywowane NFs obecne w miejscu powstawania przerzutow
(4T1, 100IU+cal) moze aktywowa¢ w komdrkach nowotworowych szlaki Notch i Wnt
chronigc komorki nowotworowe przed apoptoza 1 wspierajac ich kolonizacje
[148,266,267]. Co wigcej, TNC moze promowac produkcje MMP2 i MMP9 przez
komorki nowotworowe oraz stymulowa¢ ich proliferacj¢, migracje, inwazje
i neowaskularyzacje guza [268]. MMP2 i MMP9 modulujg rownowage miedzy pro-
1 antyangiogennymi czynnikami w TME. Degradujac ECM, MMP2 i MMP9 moga
uwalnia¢ bFGF, VEGF 1 TGFp indukujac w ten sposob angiogeneze i inwazje [269-271].
Wspominane procesy - promocja przezycia, zwickszona proliferacja, migracja, inwazja
czy EMT komorek nowotworowych oraz neowaskularyzacja guza sa krytyczne dla
progresji guza i powstawania przerzutow [236]. Aczkolwiek, mimo ze u myszy
obarczonych guzami 4T1 dieta bogata w witaming D3 oraz podawanie kalcytriolu
skutkowaty zwiekszeniem ilo$ci przerzutow w ptucach, nie zaobserwowano zmian
poziomu biatek specyficznych dla CAFs. Wysoki poziom metabolitow witaminy D3
w osoczu, bedacy wynikiem diety bogatej w cholekalcyferol oraz traktowanie
kalcytriolem myszy z prawidlowym poziomem witaminy D3 moga prowadzi¢ do

rozwoju CAFs o fenotypie promujacym proces przerzutowania.

W wyniku aktywacji (zwigkszonego poziomu aSMA), NFs (4T1, 100IU+cal) dzigki
wydzielanym chemokinom (CCL2, CXCL12 lub CXCL16) moga rekrutowac
monocyty/makrofagi lub neutrofile do TME 1 stymulowa¢ ich polaryzacje w kierunku
TAMs, neutrofili towarzyszacych nowotworom lub MDSC. Mogg réwniez rekrutowac
limfocyty Treg oraz kierowac réznicowanie limfocytow T do Thy [183,272-274]. Z kolei
cytokiny produkowane przez TAMs i MDSCs moga hamowac¢ infiltracj¢ limfocytéw T,
aktywowa¢ immunosupresyjne limfocyty Treg, regulowa¢ komorki dendrytyczne
i komorki NK oraz promowac przesuniecie odpowiedzi typu Thi do Th2[273-275]. TNC*
CAFs lub PDPN' CAFs mogg uczestniczyé w rekrutacji monocytow/makrofagow
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[276,277] tak, jak i sama TNC moze utrudnia¢ aktywacj¢ limfocytow T zalezng od
receptora komorek T, proliferacj¢ komoérek T i produkeje cytokin [278]. Poza stymulacja
ekspresji PDPN 1 TNC w NFs pluc myszy obarczonych guzami 4T1 (jako konsekwencji
diety z deficytem witaminy D3 i podawania kalcytriolu), zwigkszony poziom PDPN
obserwowano w hCAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzacych z guzow pacjentek
z deficytem witaminy D3, za$§ zwigkszong produkcje TNC przez hCAFs pacjentek po
menopauzie lub z nowotworem przerzutujacym. W hCAFs pozostatych grup pacjentek,
poziom i sekrecja TNC ulegty obnizeniu w wyniku stymulacji kalcytriolem. Stymulacja
kalcytriolem skutkowata réwniez obnizeniem sekrecji CCL2 i CXCL12 w hCAFs.
W wyniku dziatania 10nM kalcytriolu na hCAFs pacjentek z deficytem witaminy D3 lub
pacjentek przed menopauza obnizeniu ulegt poziom IDOI1, enzymu katalizujacego
pierwsza reakcje rozpadu tryptofanu [279]. W CAFs pacjentek z prawidlowym
poziomem witaminy D3 i CAFs pacjentek z przerzutami obserwuje si¢ przeciwng
tendencje¢, aczkolwiek nieistotng statystycznie iwylacznie przy zastosowaniu InM
kalcytriolu. Niedobor tryptofanu oraz powstajace w wyniku jego rozpadu kinureniny
(Kyn) moga prowadzi¢ do uszkodzenia funkcji limfocytow T, apoptozy limfocytow T
cytotoksycznych oraz do réznicowania komoérek T do limfocytow Treg [279-281].

W wyniku stymulacji kalcytriolem niektore CAFs wykazywaly obnizony poziom
1 aktywnos¢ MMP2 1 MMP9, ktore poprzez uwalnianie aktywnej formy TGEFf,
uczestniczg w hamowaniu przeciwnowotworowej aktywnosci limfocytow T [282].
Ponadto MMP9 moze usuwaé z powierzchni limfocytow receptor dla IL-2, hamujac
w ten sposob proliferacje limfocytéow T [283]. Obnizenie aktywnosci MMP2 zostato
zaobserwowane we wszystkich podgrupach CAFs, z kolei w przypadku MMP9
obserwuje si¢ tylko obnizenie jego ekspresji na poziomie mRNA. Aktywnos¢ MMP9
zmalata w wyniku stymulacji kalcytriolem tylko hCAFs pacjentek po menopauzie. Zas
w CAFs pacjentek z prawidlowym poziomem witaminy D3 sekrecja MMP9 wzrosta po
stymulacji kalcytriolem.

Analogicznie do wynikoOw niniejszej rozprawy, Ferrer-Mayorga i wsp. [121] opisali
zalezne od kalcytriolu zahamowanie ekspresji CCL2 w CAFs raka okreznicy.
Aczkolwiek Gorchs i wsp. [207] zaobserwowal, Ze kalcypotriol w modelu raka trzustki
dziata immunosupresyjnie na limfocyty T CD4" i CD8", a dzialanie to wyraznie ulega
poglebieniu w obecnosci CAFs. Co wigcej, w poprzednich badaniach podskorne iniekcje
kalcytriolu u myszy obarczonych 4T1 (na diecie ze standardowg zawarto$cig witaminy

D;) skutkowaly zwigkszonym odsetkiem monocytéw we krwi [111] oraz wzrostem
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stosunku  prozapalnych  (LyC6M"CXCRI1°“CCR2") do  przeciwzapalnych
(LyC6°"CXCR1Me") monocytéw $ledziony [112]. Podania kalcytriolu u myszy
zaszczepionych komorkami 4T1 skutkowaly zwiekszong odpowiedzig typu Thz 1 Treg
w $ledzionie i obnizeniem odsetka limfocytow CD4" i CD8" we krwi i tkance guza
[78,111]. Ponadto poprzednie badania ex vivo potwierdzity, ze CM znad 4T1 wzmacnia
indukowang kalcytriolem polaryzacje makrofagow M2 [113]. Zwigkszenie udziatu
w TME komorek immunosupresyjnych (TAMs, neutrofile towarzyszace nowotworom,
MDSCs, limfocyty Trg), przesunigecie odpowiedzi w kierunku limfocytow Tho,
hamowanie funkcji efektorowych komorek cytotoksycznych (limfocyty T CD8", NK)
iapoptoza limfocytow umozliwiaja komoérkom nowotworowym  uniknigcie
przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornosciowej gospodarza oraz promujg
powstawanie immunosupresyjnego, korzystnego dla progresji guza mikrosrodowiska
poprzez wplyw na angiogeneze, inwazj¢ czy formowanie si¢ niszy przedmetastatycznej
[284]. Zwigkszona ekspresja TNC i PDPN w CAFs i w aktywowanych NFs
pochodzacych od myszy z normalnym (CAFs, E0771) lub deficytowym poziomem
witaminy D3 (NFs, 4T1) traktowanych kalcytriolem sugeruje, ze kalcytriol niezaleznie od
poziomu witaminy D3 w organizmie promuje immunosupresj¢ kierowang przez
fibroblasty. Co wigcej, wysoki poziom metabolitéw witaminy D3 w osoczu myszy
roOwniez promuje immunosupresyjng aktywno$¢ CAFs (u myszy obarczonych
komoérkami E0771). Jednoczesnie w przypadku hCAFs kalcytriol wywierat
zroznicowany efekt. W CAFs pacjentek z deficytem witaminy D3 zaobserwowano
promocj¢ immunosupresji przez kalcytriol poprzez zwigkszenie poziomu PDPN
1 CXCL12 w hCAFs oraz jej hamowanie poprzez obnizenie produkcji TNC, IDOI1,
ekspresji mRNA MMP9 i aktywnosci MMP2. Zas w CAFs pochodzacych od pacjentek
z prawidlowym poziomem witaminy D3 kalcytriol zwigkszat poziom IDOI1 i sekrecje
MMP9 (ale obnizal ekspresjc mRNA MMP9) oraz zmniejszat aktywno§¢ MMP2
i poziom CCL2 i TNC. W pozostatych podgrupach hCAFs, pochodzacych od pacjentek
przed i po menopauzie oraz pacjentek bez przerzutow i1 pacjentek z obecnymi
przerzutami, stymulacja komorek kalcytriolem skutkuje ostabieniem
immunosupresyjnych wtasciwosci CAFs. Poprzez zmiany w poziomie PDPN, TNC,
MMP2 i MMP9, CCL2, CXCL12 oraz IDO1 kalcytriol moze zar6wno promowac,
jak i hamowaé tworzenie przez CAFs immunosupresyjnego mikrosrodowiska.
Traktowanie myszy Kkalcytriolem, wysoki poziom metabolitow witaminy D3

w osoczu myszy promujg nabywanie przez CAFs (E0771, 1000IU+cal) lub NFs (4T1,
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100IU+cal) immunosupresyjnych wlasciwosci (CAFs - wzrost poziomu TNC, NFs —
wzrost poziomu PDPN, TNC). Stymulacja kalcytriolem CAFs pochodzacych od
pacjentek skutkuje najczeSciej obnizeniem pronowotworowej aktywnosci tych
komorek w Kkontek$cie ich wplywu na przeciwnowotworowa odpowiedz

odpornosciow3.

Dla hCAFs pochodzacych od pacjentek z réznych grup klinicznych wyniki stymulacji
kalcytriolem nie wskazywaty na jednoznaczne dziatanie kalcytriolu na CAFs — czesto
wzrostowi poziomu kliku biatek zaangazowanych w promocje proliferacji, migracji,
EMT czy angiogenezy guza towarzyszyt spadek poziomu innych biatek petiacych
podobne funkcje. Dla hCAFs pacjentek z deficytem witaminy D3, wzrostowi poziomu
PDPN, TIMP1, CXCL12 i mRNA SPPI (brak zmian na poziomie biatka) towarzyszyto
zahamowanie sekrecji CCL2, TNC, aktywnosci MMP2 i ekspresji mRNA MMP9 (brak
zmian na poziomie biatka). Zgodnie z przedstawionym wczesniej opisem zwickszenie
poziomu PDPN moze skutkowa¢ wzmocnieniem funkcji CAFs promujacych
powstawanie przerzutow [260—263]. Podobnie jak w badaniach Ferrer-Mayorga i wsp.
(TIMP3) [121,208] kalcytriol zwigekszyt w hCAFs poziom TIMP1 - jednego
z naturalnych inhibitorow metaloproteinaz [285]. Efekt ten byt niezalezny od tego czy
hCAFs pochodzily od pacjentek z prawidtowym poziomem lub deficytem witaminy Ds.
Zdawatoby si¢, ze poprzez hamowanie aktywnosci proteolitycznej metaloproteinaz
TIMPs moga przeciwdziata¢ progresji nowotworu [285]. Tymczasem ekspresj¢ TIMPs
powiazano réwniez ze stabym rokowaniem pacjentow m.in chorujacych na TNBC [286].
Kompleks TIMP1/CD63/B1-integryna poprzez aktywacj¢ szlakow MAPK, FAK-PI3K
czy YAP/TAZ (regulator transkrypcyjny zwigzany z Yesl) moze promowac progresj¢
nowotworu 1 przerzutowanie poprzez indukcje proliferacji, wzrostu, przezycia, migracji,
EMT, regulacji réznicowania czy hamowanie apoptozy [287-294]. Wzrost sekrecji
CXCLI12 moze wigzaé si¢ ze zwigkszong promocja angiogenezy w wyniku rekrutacji
komorek progenitorowych $rodblonka [295,296] lub wzbudzaniu ekspresji VEGF
w komorkach nowotworowych [238]. Co wigcej, CXCL12 oddzialujac na receptor
CXCR4 lub CXCR7 na komérkach nowotworowych promuje ich proliferacje, adhezje,
inwazj¢, EMT i angiogeneze [295,297]. Z drugiej strony zahamowanie produkcji CCL2
wigze si¢ z ostabieniem podobnych procesow zaangazowanych w promocje¢
przerzutowania — kierowanej przez CCL2 rekrutacji makrofagow do TME, ktore

uczestniczg w angiogenezie 1 wspomagajag wynaczynienie komorek nowotworowych
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[74,75]. Obnizenie interakcji CCL2 z receptorem CRC2 na powierzchni komorek
nowotworowych moze hamowac¢ migracje i przezycie komoérek raka gruczotu sutkowego
(prawdopodobnie poprzez aktywacje szlakow Smad3 i MAPK) [298]. Obnizenie sekrecji
TNC moze stymulowaé apoptoze komorek nowotworowych [266]. Zmniejszenie
poziomu TNC pod wptywem kalcytriolu obserwuje si¢ rowniez w samych komoérkach
nabtonkowych i nowotworowych (linii EpH4, MDA-MB-231 oraz BT-474) [89].
Obnizenie poziomu MMP2 i TNC wigze si¢ ze zmniejszong proliferacjg, migracja,
inwazjg i1 angiogeneza guza [54]. W przypadku hCAFs pochodzacych od pacjentek
z prawidlowym poziomem witaminy D3 obserwuje si¢ z kolei delikatng przewage
inhibitorowego efektu kalcytriolu ponad stymulacje pronowotworowej aktywno$ci
CAFs. Stymulacja kalcytriolem skutkowata obnizeniem produkcji CCL2, TNC, OPN (ale
wzrostem ekspresji mRNA SPPI) i aktywnosci MMP2 oraz wzrostem poziomu MMP9
(na poziomie mRNA obnizenie ekspresji), TIMP1 i PDPN (brak zmian na poziomie
biatka) w hCAFs. Obserwacja ta przeciwstawia si¢ wynikom Sherman i wsp. [204],
w ktorych zastosowanie kalcyportiolu wigzato si¢ zwigkszeniem poziomu Tsp-1
(inhibitora angiogenezy) i obnizeniem poziomu MMP9 (induktora angiogenzy) w CAFs
raka trzustki [204,299]. Efekt dziatania kalcytriolu roznit si¢ takze migdzy hCAFs
pacjentek przed menopauza i hCAFs pacjentek po menopauzie oraz hCAFs pacjentek
z przerzutami 1 hCAFs pacjentek bez przerzutow. W przypadku CAFs pacjentek przed
menopauzg kalcytriol hamowat ich wiasciwosci proprzerzutowe poprzez obnizenie
produkcji CCL2, TNC, MMP9 (tylko na poziomie mRNA) i aktywno$ci MMP2 oraz
promowal te wlasciwos$ci poprzez zwigkszenie poziomu TIMP1 i mRNA PDPN oraz
SPP1 (brak wptywu na poziomie biatka). W CAFs pacjentek po menopauzie kalcytriol
promowat pronowotworowy charakter CAFs poprzez wzrost poziomu PDPN, TIMPI,
TNC (obnizenie ekspresji na poziomie mRNA) 1 SPP/ (brak wptywu na poziomie
biatka). Aczkolwiek taki efekt kalcytriolu na poziom TNC w CAFs byl obserwowany
tylko przy zastosowaniu wyzszego (10nM) stezenia kalcytriolu. Zahamowanie funkcji
CAFs promujacych przerzutowanie obserwowano poprzez obnizenie poziomu CCL2,
MMP2 i MMP9 i TNC (InM). Co ciekawe, kalcytriol modulowal réwniez odmiennie
wlasciwosci CAFs pochodzacych z guzoéw pacjentek bez przerzutéw i z przerzutami.
Efekt stymulacji CAFs kalcytriolem byt bardziej korzystny w przypadku CAFs
pochodzacych od pacjentek z przerzutami — zaobserwowano obnizenie poziomu CCL?2,
MMP2 1 MMP9, TNC, OPN, TGFp1 oraz zwigkszenie poziomu tylko TIMP1, mRNA
PDPN i SPP1 (brak wptywu na poziomie biatka). W przypadku CAFs pochodzacych od
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pacjentek bez przerzutow zanotowano zwigkszony poziom PDPN, TIMP1, MMP9,
mRNA PDPN i SSP1 (brak wptywu na poziomie bialka) oraz zmniejszony poziom CCL2,
TNC 1iaktywnosci MMP2 po stymulacji kalcytriolem. Trudno jest jednoznacznie
oszacowac, ktore cytokiny majg wiekszy udziat w procesach progresji i przerzutowania
raka gruczolu sutkowego. Bez badan zglgbiajacych mechanizm dziatania kalcytriolu
1 analizy szerszej grupy czynnikdw wplywajacych na procesy wzrostu, migracji, inwazji,
EMT czy angiogenezy guza nie jest mozliwe jednoznaczne okreslenie dziatania
kalcytriolu na hCAFs raka gruczotu sutkowego.

Pi$miennictwo wskazuje, ze komorki raka gruczotu sutkowego sa wrazliwe na aktywnos¢
kalcytriolu in vitro. Stymulowane kalcytriolem wykazuja obnizona ekspresj¢ ZEBI,
N-kadheryny, wimentyny i niektorych integryn. Zwigksza si¢ w tych komorkach
natomiast ekspresja E-kadheryny [83,300]. Sherman i wsp. [204] zaobserwowali, ze
stymulacja kalcytriolem zmniejsza pronowotworowa aktywno$¢ CAFs - obniza zdolno$¢
CAFs do indukcji w komorkach raka trzustki (MIAPaCa-2) ekspresji genow zwigzanych
z ich proliferacja, przezyciem, EMT czy chemioopornoscig (tj. CXCLI — ligand 1
chemokiny motywu C-X-C, CCNDI — cyklina D1, CDKI, SHH, BIRC5 - surwiwina,
AURKB — kinaza Aurora B). Bioragc pod uwage udokumentowany wpltyw kalcytriolu
1jego analogdéw na komoérki nowotworowe, w kolejnych eksperymentach tej rozprawy
podjeto si¢ okreslenia jak kalcytriol moduluje pronowotworowe dziatanie CAFs.
Zroznicowany wptyw kalcytriolu na aktywno$¢ CAFs zostal zaobserwowany gdy dwie
linie ludzkiego raka gruczotu sutkowego - MCF-7 i MDA-MB-231 reprezentujace inne
podtypy raka gruczotu sutkowego (MCF-7 - typ luminalny A, MDA-MB-231 - TNBC) —
stymulowano medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem. hCAFs promowaty
migracj¢ komoérek raka gruczolu sutkowego oraz modulowaty w komodrkach
nowotworowych poziom biatek istotnych dla progresji nowotworu. W przypadku
komorek MCF-7 promigracyjne dziatanie hCAFs pochodzacych z guzéw pacjentek po
menopauzie 1 bez przerzutdw zostato ostabione przez 10nM kalcytriol. Stymulacja
kalcytriolem nie zmienita wptywu hCAFs na migracje¢ komorek MDA-MB-231.
Co wigcej, stymulacja kalcytriolem CAFs pochodzacych od pacjentek przed menopauza,
pacjentek z deficytem witaminy D3 i pacjentek bez przerzutéw prowadzita do obnizenia
poziomu OPN w komoérkach MDA-MB-231 inkubowanych z medium znad tych CAFs.
Jednoczesnie CM znad stymulowanych kalcytriolem CAFs pochodzacych od pacjentek
z deficytem witaminy D3 obnizyto poziom ZEB1 w komoérkach MDA-MB-231.

Zahamowanie stymulacji ekspresji OPN i ZEB1 w komorkach raka gruczotu sutkowego
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swiadczy o przeciwnowotworowej aktywnosci kalcytriolu w konteks$cie CAFs, poniewaz
ZEB1 i OPN to biatka zaangazowane w wiele procesow prowadzacych do progresji raka
gruczotu sutkowego [301-303]. Niestety sa to jedyne obserwacje wskazujace na
przeciwnowotworowa aktywno$¢ kalcytriolu w kontekscie jego wptywu na CAFs.
Medium znad stymulowanych kalcytriolem CAFs pochodzacych od pacjentek przed
menopauzg prowadzito do obnizenia poziomu E-kadheryny w komoérkach MCF-7 (1nM)
1 MDA-MB-231 (1 i 10nM Kkalcytriol). Obnizenie poziomu E-kadheryny bedacej
markerem fenotypu nablonkowego moze sugerowac indukcje procesu EMT [304].
Wzrost poziomu OPN zostat zaobserwowany w komoérkach MCF-7 po stymulacji CM
znad CAFs stymulowanych 1nM kalcytriolem pochodzacych z guzow pacjentek po
menopauzie 1z prawidlowym poziomem witaminy Ds;. Co ciekawe, niezaleznie od
stymulacji kalcytriolem CAFs pacjentek przed menopauza indukowaty w komorkach
raka gruczolu sutkowego obnizenie poziomu ZEB1 (MCF-7 i MDA-MB-231).
Analogicznie stymulacja komorek MDA-MB-231 za pomocg CM znad CAFs
pochodzacych od pacjentek bez przerzutéw skutkowata zmniejszeniem poziomu ZEBI.
Z kolei stymulacja komérek MCF-7 za pomocag CM znad CAFs pochodzacych od
pacjentek po menopauzie prowadzita do zwigkszenia poziomu ZEB1 w komorkach.
W swoich badaniach Matsamura i wsp. zaobserwowali, ze fibroblasty moga promowac
powstawanie klastrow odmiennych populacji komoérek nowotworowych: o charakterze
nabtonkowym (E™) - wysokim poziomie E-kadheryny i niskim poziomie ZEBI
(E-cadh" ZEB19™¢) oraz o charakterze mieszanym nablonkowo-mezenchymalnym
(E/M) - niskim poziomie E-kadheryny i wysokim ZEB1 (E-cadh'®ZEB1"), §wiadczacym
o niepelnym procesie EMT [305]. Dzi¢ki czg$ciowo utrzymanej ekspresji E-kadheryny,
komorki nowotworowe E/M moga wiazaé si¢ z EM (osilnych wtasciwosciach
adhezyjnych) i razem prowadzi¢ do inwazji i przerzutowania [305]. Stymulacja CAFs
kalcytriolem moze zaréwno wpiera¢ pronowotworowy charakter CAFs lub go
hamowacé. CAFs stanowia heterogenna grupe komorek, a efekt kalcytriolu na rozne
ich podgrupy moze by¢ odmienny. Przedstawione wyniki w przypadku hCAFs
pochodzacych od pacjentek z deficytem witaminy D3, przed menopauza, bez
przerzutow i z obecnymi przerzutami wskazuja na przewage przeciwnowotworowej
aktywnosci kalcytriolu w kontekscie modulacji wlasciwosci CAFs promujacych
przerzutowanie raka gruczolu sutkowego. Nalezy podkresli¢, Ze dzialanie
kalcytriolu na komorki nie zalezy wylacznie od samej charakterystyki CAFs ale i od

podtypu komorek raka gruczotu sutkowego na jaki oddzialuja.
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. Wysoki poziom metabolitow witaminy D3 w osoczu myszy wywiera odmienny efekt
w fibroblastach obecnych w miejscu przerzutowania i CAFs guza pierwotnego

w mysich modelach raka gruczotu sutkowego 4T1 1 EO771.

. Zwigkszenie poziomu metabolitow witaminy D3 w osoczu myszy obarczonych 4T1
skutkuje rozwojem fibroblastéw opornych na czynniki promujgce ich aktywacje
w miejscu przerzutowania. Wskazuje na to obnizenie poziomu aSMA, PDGFRf

1 TNC w komorkach.

. Deficyt witaminy D3 w organizmie myszy obarczonych komoérkami raka gruczotu
sutkowego 4T1 wraz z administracjg kalcytriolu zwiekszaja poziom aSMA, PDPN
1 TNC w fibroblastach obecnych w miejscu przerzutowania uwrazliwiajac je na

czynniki promujace ich aktywacje.

. Zar6wno wysoki poziom metabolitéw witaminy D3 w osoczu, jak i administracja
kalcytriolu do organizmu myszy obarczonych komoérkami E0771, w ktéorym juz
rozwingt si¢ rak gruczotu sutkowego moze skutkowa¢ powstawaniem CAFs o tym
samym fenotypie (PDPN', TNC') $wiadczacym o zwiekszonej aktywacji
1 wlasciwos$ciach pronowotworowych, zarowno w kontek$cie immunosupresji, jak

1 promocji procesOw zaangazowanych w przerzutowanie raka gruczotu sutkowego.

. Stymulacja ex vivo CAFs pochodzacych od pacjentek o zréznicowanych cechach
klinicznych za pomoca kalcytriolu moze zar6wno promowaé¢ i hamowaé

pronowotworowg aktywnos$¢ fibroblastow.

. W przypadku CAFs pochodzacych od pacjentek z deficytem witaminy D3 stymulacja
ex vivo pokazuje przewazajacy przeciwnowotworowy efekt kalcytriolu. Obnizeniu
ulega poziom CCL2, TNC, IDO1 i MMPs zaangazowanych w indukcj¢ stanu
immunosupresji i promocj¢ przerzutowania. Komorki raka gruczotu sutkowego linii
MDA-MB-231 stymulowane medium znad CAFs pochodzacych od pacjentek
z deficytem witaminy D3 wykazujg obnizony poziom OPN i ZEB1 - waznych

induktoréw progresji raka gruczotu sutkowego.

. Dzialanie kalcytriolu ex vivo nie zalezy wytacznie od samej charakterystyki CAFs, ale

1 od podtypu komorek raka gruczolu sutkowego, na jaki oddziatujg. Stymulowane
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kalcytriolem CAFs moga zwigksza¢ (wzrost poziomu OPN) lub obniza¢ (obnizenie
tempa migracji) ztosliwos¢ komérek MCF-7 (typ luminalny A) tak, jak i obnizad
ztosliwo$¢ komorek potrojnie ujemnego raka gruczolu sutkowego MDA-MB-231

poprzez obnizenie poziomu OPN.

. Biorac pod uwage niejednoznaczny wplyw witaminy D3 i kalcytriolu in vivo 1 ex vivo
niezbe¢dne sa dalsze badania, ktore pozwolg jednoznacznie rozstrzygna¢ zasadnosé

suplementacji witaming D3 w roznych podtypach raka gruczotu sutkowego.
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Rycina 1. Klasyfikacja molekularna nowotworow zlosliwych gruczotu sutkowego.
Opracowanie wlasne.

Rycina 2. Mechanizmy aktywnosci kalcytriolu w komorkach raka gruczotu sutkowego.
Opracowanie wiasne przy pomocy BioRender.
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BioRender.

Rycina 4. Pochodzenie fibroblastow towarzyszacych nowotworom. Opracowanie wiasne
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Rycina 5. Funkcje CAFs. Opracowanie wlasne.

Rycina 6. Schemat eksperymentu in vivo. Opracowanie wiasne przy pomocy BioRender.
Rycina 7. Schemat eksperymentu ex vivo. Opracowanie wiasne przy pomocy BioRender.
Rycina 8. Poréwnanie poziomu wybranych biatek w mysich guzach za pomoca testow
ELISA.

Rycina 9. Ocena wptywu diety o zrdéznicowanej zawarto$ci witaminy D3 oraz podan
kalcytriolu na stezenie wybranych bialek w mysich guzach za pomoca testow ELISA.
Rycina 10. Strategia bramkowania podczas analizy cytometrycznej mysich CAFs.
Rycina 11. Przyktadowe wykresy poziomu analizowanych biatek typowych dla mysich
CAFs.

Rycina 12. Poréwnanie poziomu wybranych bialek migdzy CAFs pochodzacymi z guzow
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myszy obarczonych nowotworem.

Rycina 14. Poréwnanie poziomu wybranych bialek mi¢dzy NFs pluc myszy obarczonych
rakami gruczotu sutkowego.

Rycina 15. Wplyw karmienia dietag z rdzng zawarto$cig witaminy D3 1 podawania
kalcytriolu na poziom wybranych biatek w CAFs izolowanych z guzéw rakow gruczotu
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Rycina 16. Wplyw karmienia dietag z rdzng zawarto$cig witaminy D3 1 podawania
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rakami gruczotu sutkowego.
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Rycina 18. Poréwnanie poziomu wybranych biatek miedzy NFs pluc myszy zdrowych
szczepu BALB/c 1 C57BL/6.
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kalcytriolem.
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zdrowych szczepu BALB/c karmionych pasza o zréznicowanej zawarto$ci witaminy Dj
1 traktowanych doustnie kalcytriolem.

Rycina 21. Porownanie poziomu wybranych biatek na aktywowanych NFs pluc myszy
zdrowych szczepu C57BL/6 karmionych paszg o zréznicowanej zawarto$ci witaminy D3
1 traktowanych doustnie kalcytriolem.

Rycina 22. Pordéwnanie poziomu receptora witaminy D3 (VDR) metoda
immunofluorescencji w aktywowanych NFs ptuc myszy zdrowych szczepu BALB/c (A)
1 C57BL/6 (B) karmionych pasza o zroznicowane] zawartosci witaminy D3 1
traktowanych doustnie kalcytriolem.

Rycina 23. Pordéwnanie poziomu bialka aktywacji fibroblastéw (FAP) metoda
immunofluorescencji w aktywowanych NFs ptuc myszy zdrowych szczepu BALB/c (A)
1 C57BL/6 (B) karmionych pasza o zroznicowanej zawartosci witaminy D3 1
traktowanych doustnie kalcytriolem.

Rycina 24. Porownanie ekspresji mRNA wybranych genéw w aktywowanych NFs pluc
myszy zdrowych karmionych pasza o zrdéznicowanej zawartosci witaminy D3 1
traktowanych doustnie kalcytriolem.

Rycina 25. Poréwnanie zywotnosci komorek linii 4T1, 67NR 1 E0771 stymulowanych
medium kondycjonowanym (CM) znad NFs pluc myszy zdrowych karmionych dietg o
zrdznicowanej zawartosci witaminy D3 1 traktowanych doustnie kalcytriolem.

Rycina 26. . Porownanie zdolnosci komorek 4T1 do tworzenia kolonii po stymulacji
medium kondycjonowanym (CM) znad aktywowanych TGFB1 NFs pluc myszy
zdrowych szczepu BALB/c karmionych dietg o zréznicowanej zawarto$ci witaminy D3 i
traktowanych kalcytriolem doustnie.

Rycina 27. Poréwnanie zdolnosci komoérek 67NR do tworzenia kolonii po stymulacji

medium kondycjonowanym (CM) znad aktywowanych TGFB1 NFs pluc myszy
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zdrowych szczepu BALB/c karmionych dietg o zréznicowanej zawarto$ci witaminy D3 i
traktowanych kalcytriolem doustnie.

Rycina 28. Porownanie zdolno$ci komorek E0771 do tworzenia kolonii po stymulacji
medium kondycjonowanym (CM) znad aktywowanych TGFB1 NFs pluc myszy
zdrowych szczepu C57BL/6 karmionych dietg o zréznicowanej zawartosci witaminy D3
1 traktowanych kalcytriolem doustnie.

Rycina 29. Poréwnanie poziomu OPN i TGFB1 w guzach pacjentek o réznym statusie
menopauzalnym, poziomie 25(OH)D3; w osoczu, obecno$ci przerzutow.

Rycina 30. Ekspresja wimentyny w cytoplazmie CAFs (n=24). Niestymulowane
kalcytriolem komoérki oceniono pod katem ekspresji wimentyny przy pomocy
mikroskopii  fluorescencyjnej. Zdjecia wykonano przy pomocy mikroskopu
fluorescencyjnego OLYMPUS IX81 (Olympus, Warszawa, Polska) i oprogramowania
CellSense (Olympus, Warszawa, Polska).

Rycina 31. Strategia bramkowania wyseparowanych ludzkich CAFs podczas analiz z
zastosowaniem cytometrii przeplywowe;.

Rycina 32. Przyktadowe wykresy poziomu biatek typowych dla ludzkich CAFs. Analizie
poddano komorki o fenotypie CD31" EpCAM™ CD45".

Rycina 33. Poréwnanie poziomu wybranych bialek w $wiezo wyseparowanych CAFs
pochodzacych z guzow od pacjentek.

Rycina 34. Ocena aktywnos$ci antyproliferacyjnej kalcytriolu w hodowlach ludzkich
CAFs.

Rycina 35. Wplywu kalcytriolu na zywotno$¢ CAFs z hodowli pochodzacych od
pacjentek o zréznicowanych cechach klinicznych.

Rycina 36. Wplyw kalcytriolu na poziom biatek typowych dla CAFs oceniony za pomocg
cytometrii przeplywowej (n=51).

Rycina 37. Wplyw kalcytriolu na poziom biatek typowych dla CAFs od pacjentek przed
(n=18) 1 po menopauzie (n=33) oceniony za pomoca cytometrii przeplywowe;.

Rycina 38. Wptyw kalcytriolu na poziom receptora witaminy D3 (VDR) w CAFs (n=53)
oceniony metodg immunofluorescencji.

Rycina 39. Wpltyw kalcytriolu na poziom biatka aktywacji fibroblastow (FAP) w CAFs
(n=53) oceniony metoda immunofluorescencji.

Rycina 40. Macierz ekspresji 61 genéw dla wybranych 19 hodowli CAFs stymulowanych
10nM kalcytriolem przez 72h.
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Rycina 41. Wptyw kalcytriolu na ekspresj¢ mRNA wybranych genow w lizatach CAFs
(n=44).

Rycina 42. Wptyw kalcytriolu na ekspresj¢ mRNA wybranych genow w lizatach CAFs
pochodzacych od pacjentek o zréznicowanych cechach klinicznych.

Rycina 43. Wplyw kalcytriolu na produkcje wybranych biatek przez CAFs (n=51)
oceniony przy pomocy testow ELISA.

Rycina 44. Wplyw kalcytriolu na produkcje wybranych biatek przez CAFs pochodzace
od pacjentek o zréznicowanych cechach klinicznych oceniony przy pomocy testow
ELISA.

Rycina 45. Wplywu kalcytriolu na poziom wybranych bialek w lizatach CAFs (n=35).
CAFs stymulowano InM lub 10nM kalcytriolem przez 72h.

Rycina 46. Wplywu kalcytriolu na poziom wybranych biatek w lizatach CAFs
pochodzacych od pacjentek o zréznicowanych cechach klinicznych.

Rycina 47. Wplyw kalcytriolu na aktywno$¢ metaloproteinazy 2 (MMP2) i
metaloproteinazy 9 (MMP9) w lizatach CAFs.

Rycina 48. Wptyw kalcytriolu na aktywno$¢ metaloproteinazy 2 (MMP2) 1
metaloproteinazy 9 (MMP9) w lizatach CAFs pochodzacych od pacjentek o
zréznicowanych cechach klinicznych.

Rycina 49. Wpltyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem na migracje
ludzkich komorek nowotworowych linit MCF-7 (A) i MDA-MB-231 (B).

Rycina 50. Wptyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od
pacjentek o zréznicowanych cechach klinicznych na migracj¢ ludzkiej linii raka gruczotu
sutkowego MCF-7.

Rycina 51. Wpltyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem na poziom E-
kadheryny, OPN 1 ZEB1 w lizatach komorek linii MCF-7.

Rycina 52. Wptyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od
pacjentek o zroznicowanych cechach klinicznych na poziom wybranych biatek w ludzkiej
linii raka gruczotu sutkowego MCF-7.

Rycina 53. Wpltyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem na poziom E-
kadheryny, OPN i ZEB1 w lizatach komorek linii MDA-MB-231.

Rycina 54. Wptyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzacych od
pacjentek o zréznicowanych cechach klinicznych na poziom wybranych biatek w ludzkiej

linii raka gruczotu sutkowego MDA-MB-231.
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Tabela 1. Odczynniki zastosowane w badaniach oraz ich pochodzenie.

Tabela 2. Charakterystyka komorek raka gruczotu sutkowego zastosowanych w
eksperymentach.

Tabela 3. Sktad medium hodowlanych dla poszczegdlnych hodowli komoérkowych.
Tabela 4. Lista zestawow ELISA wykorzystanych do analizy poziomu bialek w lizatach
z mysich guzéw.

Tabela 5. Zastosowane markery do analizy fenotypu fibroblastow mysich. Wykorzystane
przeciwciala, pochodzenie i producent.

Tabela 6. Zastosowane sondy do analizy ekspresji gendéw w komorkach fibroblastéw ptuc
myszy zdrowych stymulowanych TGFB1 oraz mediami kondycjonowanymi znad
komorek nowotworowych.

Tabela 7. Spis odczynnikoéw 1 ich objetosci niezbednych do przygotowania 10% zelu
poliakryloamidowego.

Tabela 8. Spis przeciwciat zastosowanych w analizie poziomu biatka w lizatach guzow
pacjentek metoda Western-blot, ich producenci i zastosowane rozcienczenia.

Tabela 9. Zastosowane markery do analizy fenotypu ludzkich CAFs. Wykorzystane
przeciwciala, pochodzenie i producent.

Tabela 10. Spis gendéw i odpowiadajagcym im sond wykorzystanych do przesiewowej
analizy ekspresji mRNA CAFs za pomocg macierzy PCR.

Tabela 11. Lista genéw i1 odpowiadajacych im sond zastosowanych celem analizy
ekspresji mRNA w CAFs stymulowanych kalcytriolem metoda Real-time PCR.

Tabela 12. Lista zestawéw ELISA wykorzystanych do analizy poziomu biatek
wydzielanych przez CAFs.

Tabela 13. Spis przeciwciat zastosowanych w analizie poziomu biatka w lizatach CAFs
metoda Western-blot, ich producenci i zastosowane rozcienczenia.

Tabela 14. Spis odczynnikéw i ich objgtosci niezbednych do przygotowania 7% zelu
poliakryloamidowego.

Tabela 15. Spis przeciwciat zastosowanych w analizie poziomu biatka w lizatach MDA-
MB-231 oraz MCF-7 metoda Western-blot, ich producenci i zastosowane rozcienczenia.
Tabela 16. Charakterystyka kliniczna pacjentek wiaczonych do poszczegdlnych
eksperymentow.

Tabela 17. Podsumowanie wynikow dla fibroblastow pluc myszy zdrowych
stymulowanych TGFB1 1 medium znad komoérek nowotworowych. Dane dotycza

poroéwnania wobec komorek niestymulowanych.
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Tabela 18. Podsumowanie wynikow dla fibroblastéw pluc myszy zdrowych
stymulowanych TGFB1 i medium znad komodrek nowotworowych. Dane dotycza

poréwnania wobec fibroblastow myszy z grupy 10001U.
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Rycina Z 1. Wplyw kalcytriolu na poziom bialek typowych dla CAFs od pacjentek z deficytem (n=33) i prawidtowym poziomem
(n=18) witaminy D3 w osoczu oceniony za pomocq cytometrii przeplywowej. Poziom badanych bialek przedstawiono jako wzgledna
mediana fluorescencji. Analizie poddano komorki EpCAM- CD31- CD45-. aSMA - a-aktyna miesni gtadkich, PDPN - podoplanina,
PDGFRf - receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu 5, TNC - tenascyna C, FSP1 — biatko specyficzne dla fibroblastow. Pacjentki
zostaly podzielone na dwie grupy w oparciu o stezenie ~ metabolitu witaminy D3 — 25(0OH)D3 w osoczu, <30ng/ml klasyfikowato
pacjentke do grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,,optimum”. CAFs stymulowano kalcytriolem (InM i 10nM) przez 72h. Mediane
fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli izotypowej. Wyniki przedstawiono za pomocg wartosci Sredniej £+
odchylenie standardowe. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla
wielokrotnych poréwnan oraz test t-studenta lub Mann-Whitney ‘a dla pojedynczych porownan. * < 0,05, ¥* <0,01, *** <0, 001 i ****
<0,0001.
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Rycina Z 2. Wplyw kalcytriolu na poziom bialek typowych dla CAFs od pacjentek z przerzutujgcym (n=16) i nieprzerzutujgcym
(n=35) nowotworem oceniony za pomocq cytometrii przeplywowej. Poziom badanych biatek przedstawiono jako wzgledna mediana
fluorescencji. Analizie poddano komorki EpCAM CD31 CD45". aSMA - o-aktyna migsni gltadkich, PDPN - podoplanina, PDGFRf}
- receptor plytkopochodnego czynnika wzrostu 5, TNC - tenascyna C, FSPI — bialko specyficzne dla fibroblastow. Pacjentki zostaly
podzielone na dwie grupy w oparciu o obecnos¢ dowolnych przerzutow - obecnosé przerzutow odleglych (parametr M w klasyfikacji
TNM), do weztow chionnych (parametr N) — klasyfikowato pacjentke do grupy ,, przerzuty obecne”. CAF's stymulowano kalcytriolem
(InM i 10nM) przez 72h. Mediang fluorescencji proby barwionej normalizowano wzgledem kontroli izotypowej. Wyniki
przedstawiono za pomocq wartosci sredniej + odchylenie standardowe. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow:
One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan oraz test t-studenta lub Mann-Whitney’a dla pojedynczych
poréownan. * <0,05, ¥* <0,01, *** <0, 001 i ¥**** <0,0001.
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Rycina Z 3. Wplyw kalcytriolu na poziom receptora witaminy D (VDR) oceniany metodg immunofluorescencji w CAFs pacjentek
groznicowanych cechach klinicznych. A — porownanie hodowli od pacjentek przed (n= 18) i po menopauzie (n=33). B — pacjentek
z deficytem (n=36) i prawidlowym poziomem (n=15) witaminy D;. C — pacjentek z nowotworem przerzutujgcym (n=16)
i nieprzerzutujgcym (n=36). Poziom VDR przedstawiono jako wzgledng intensywnos¢ fluorescencji. Pacjentki zostaly podzielone na
grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowat pacjentke do grupy , po menopauzie”,
w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D; w osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,,deficyt”,
> 30ng/ml do grupy ,,optimum”, w oparciu o wystepowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do
weztow chtonnych (parametr N): ,,przerzuty obecne” lub , brak przerzutow”. CAFs stymulowano kalcytriolem (InM i 10nM) przez
72h. komorki utrwalano w 4% formaldehydzie i barwiono przy pomocy przeciwcial: pierwszorzedowego kroliczego anty-VDR
i drugorzedowego anty-kroliczego skoniugowanego z fluorochromem Alexa Fluor 488. Wzgledna intensywnosé¢ fluorescencji
obliczona na podstawie sredniej fluorescencji (CTCF) dla hodowli stymulowanej kalcytriolem znormalizowanej do kontroli Sredniej
fluorescencji kontroli niestymulowanej. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analizy
statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan oraz test
t-studenta lub Mann-Whitney 'a dla pojedynczych porownan. * < 0,05, ** <0,01, *** <0, 001 i ¥**** <0,0001.

186



ZALACZNIK DO ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

A.o 20 B - 20 Cc - 15
8 a S a 8 a
c c c
<
zI'e g8 22,0
2% g% £z
£ 810 £510 £s
£ £ EEos
_; 2 05 % 2 05 < &
N g g
= =
0.0 . y 0.0 . T 0.0 ' '
Kontola 1nM 10nM  Kontola 1nM  10nM KontolainM 10nM  Kontola 1nM 10nM Kontola 1nM 10nM  Kontola 1nM  10nM
przed menopauza PO menopauzie deficyt optimum brak przerzutow przerzuty obecne

Rycina Z 4. Wplyw kalcytriolu na ekspresje biatka aktywacji fibroblastow (FAP) oceniony metodg immunofluorescencji w CAFs
pacjentek o zroznicowanych cechach klinicznych. A — poréwnanie hodowli od pacjentek przed (n= 18) i po menopauzie (n=33). B
— pacjentek z deficytem (n=36) i prawidlowym poziomem (n=15) witaminy D;. Poziom FAP przedstawiono jako wzgledng
intensywnos¢ fluorescencji. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: A. w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8
mlU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po menopauzie”. B. w oparciu o stgzenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D3; w osoczu:
25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowal pacjentke do grupy , deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,,optimum”. C. w oparciu o wystepowanie
dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chlonnych (parametr N): ,,przerzuty obecne” lub
,,brak przerzutow”. CAFs stymulowano kalcytriolem (InM i 10nM) przez 72h. komorki utrwalano w 4% formaldehydzie i barwiono
przy pomocy przeciwcial: pierwszorzedowego kroliczego anty-FAP i drugorzedowego anty-kroliczego skoniugowanego
z fluorochromem Alexa Fluor 488. Wzgledna intensywnos¢ fluorescencji obliczona na podstawie Sredniej fluorescencji (CTCF) dla
hodowli  stymulowanej kalcytriolem znormalizowanej do kontroli sredniej fluorescencji kontroli niestymulowanej. Wyniki
przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej + odchylenie standardowe. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow:
One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan. * < 0,05, ** <0,01, *** <0, 001 i **** <0,0001.
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Skala wartosci RQ
15 1075 qg- Ct obliczalne tylko dla CAFs niestymulowanych kalcytriolem - Ct obli tylko dla CAFs [ h kalcytriolem

Rycina Z 5. Macierz ekspresji 61 gendw dla wybranych 19 hodowli CAFs stymulowanych 10nM kalcytriolem przez 72h: od
pacjentek przed pauzq (n-14), od pacjentek po menopauzie (n=5). W tabeli zamieszczono wartosci RQ (krotnos¢ zmian
ekspresji, wzglednq ilos¢ mRNA) ktore policzono za pomocg metody porownawczej AACt wzgledem kontroli endogennych — GAPDH
i RPLPO — oraz kalibratora — CAF’s niestymulowanych kalcytriolem w oprogramowaniu QuantStudio™ Real-Time PCR Sofiware
oraz ExpressionSuite Software. Dla CAFs, dla ktorych RQ bylo nieobliczalne ze wzgledu na brak jednej z wartosci Ct (wartosé
progowa cyklu) dla komorek niestymulowanych lub stymulowanych), przedstawiono wartosci Ct, ktore zostaly oznaczone - na rycinie
zaznaczono kolorami zottym (Ct oznaczone tylko dla CAFs niestymulowanych) lub zielonym (Ct oznaczone tylko dla CAFs
stymulowanych kalcytriolem). Czarny kolor reprezentuje probki, dla ktorych nie udato si¢ wyznaczyé zadnej wartosci Ct (ani dla
komorek niestymulowanych ani dla stymulowanych).
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Rycina Z 6. Wplyw kalcytriolu na ekspresje mRNA wybranych genéw w lizatach CAFs. pochodzgcych od pacjentek
o zréznicowanych cechach klinicznych: pacjentek przed (n=16) i po menopauzie (n=28), pacjentek z deficytem (n=29)
i prawidiowym poziomem (n=15) witaminy D; oraz pacjentek z nowotworem przerzutujgcym (n=15) i nieprzerzutujgcym (n=29). A -
CCL2 (ligand 2 chemokiny motywu C-C), B — MMP9 (metaloproteinaza 9), C - PDPN (podoplanina), D - SPP1 (wydzielana
fosfoproteina 1), E — TIMPI (tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1) i E - TNC (tenascyna C). Ekspresje mRNA przedstawiono jako
wzgledng ilos¢ mRNA — wyniki analizowano metodq poréwnawczq AACt i normalizowano wzgledem kontroli niestymulowaney.
Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowat pacjentke do
grupy ,,po menopauzie”, w oparciu o stgzenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D; w osoczu: 25(0OH)D; <30ng/ml klasyfikowal
pacjentke do grupy , deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,optimum”; w oparciu o wystepowanie dowolnych przerzutow: odlegtych
(parametr M w klasyfikacji TNM), do wezlow chionnych (parametr N): , przerzuty obecne” Ilub , brak przerzutow”. CAFs
stymulowano InM lub 10nM kalcytriolem przez 72h. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci sredniej + blgd standardowy sredniej.
Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow.: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych poréwnan oraz
test t-studenta lub Mann-Whitney 'a dla pojedynczych porownan. * < 0,05, ** <0,01, ¥** <0, 001 i **** <0,0001.
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Rycina Z 7. Wplyw kalcytriolu na produkcje wybranych biatek przez CAFs pochodzgce od pacjentek o zroinicowanych cechach
klinicznych przy pomocy testow ELISA: przed (n=18) i po menopauzie (n=33), z deficytem (n=33) i prawidtowym poziomem (n=17)
witaminy Dj; oraz z nowotworem przerzutujgcym (n=16) i nieprzerzutujgcym (n=35). A - CCL2 (ligand chemokiny motywu C-C 2), B
- INC (tenascyna C), C - CXCLI2 (ligand chemokiny motywu C-X-C 12), D - OPN (osteopontyna) i E - HGF (czynnik wzrostu
hepatocytow). Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowal
pacjentke do grupy ,,po menopauzie”, w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D; w osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml
klasyfikowat pacjentke do grupy , deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,,optimum”; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow:
odlegtych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chtonnych (parametr N): ,, przerzuty obecne” lub ,, brak przerzutow”. CAFs
stymulowano InM lub 10nM kalcytriolem przez 72h. Poziom wydzielanych biatek obliczono w oparciu o krzywq za pomocq
oprogramowania CutveExpert 1.4. Poziom wydzielanych biatek normalizowano wobec kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki
przedstawiono za pomocq wartosci sredniej + blqd standardowy Sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow:

One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan oraz test t-studenta lub Mann-Whitney a dla pojedynczych
porownan. * <0,05, ¥*<0,01, *** <0, 001 i ****<0,0001.
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Rycina Z 8. Wplyw kalcytriolu na poziom wybranych biatek w lizatach CAFs pochodzgcych od pacjentek o zréoinicowanych
cechach klinicznych: pacjentek przed (n=12) i po menopauzie (n=23), pacjentek z deficytem (n=20) i prawidtowym poziomem (n=14)
witaminy Dj; oraz pacjentek z nowotworem przerzutujgcym (n=12) i nieprzerzutujgcym (n=23). A - IDOI (idolamina 1), B - OPN
(osteopontyna), C - TIMPI (tkankowy inhibitor metaloproteinaz 1), C - TGFp (transformujqcy czynnik wzrostu f5). Pacjentki zostaty
podzielone na grupy: w oparciu o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mIU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po
menopauzie”, w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D; — 25(0OH)D; w osoczu: 25(0OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do
grupy , deficyt”, > 30ng/ml do grupy , optimum”; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M
w klasyfikacji TNM), do weztow chlonnych (parametr N): ,,przerzuty obecne” lub ,, brak przerzutow”. CAFs stymulowano InM lub
10nM kalcytriolem przez 72h. Analizowano prqzki na nastgpujgcej wysokosci: IDO1: 40kDa, TIMPI: 25kDa, OPN: 40kDa, TGFp1:
35 kDa. Ekspresje biatek normalizowano podwdjnie do f-aktyny i kontroli niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za
pomocq wartosci Sredniej + blgd standardowy sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA
lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan oraz test t-studenta lub Mann-Whitney'a dla pojedynczych poréwnan. * < 0,05,
**<0,01, *** <0, 001 i ****<0,0001.
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Rycina Z 9. Wplyw kalcytriolu na aktywnosé metaloproteinazy 9 (MMP9) w lizatach CAFs pochodzgcych od pacjentek
o zroznicowanych cechach klinicznych: pacjentek z deficytem (n=9) i prawidlowym poziomem (n=8) witaminy D; oraz pacjentek
z nowotworem przerzutujgcym (n=6) i nieprzerzutujgcym (n=10). Aktywnos¢ metaloproteinaz wyrazono jako procent kontroli
niestymulowanej kalcytriolem. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu o stezenie metabolitu witaminy D; — 25(OH)D;
wosoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do grupy ,deficyt”, > 30ng/ml do grupy ,optimum”; w oparciu
o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chlonnych (parametr N): ,, przerzuty
obecne” lub , brak przerzutow”. CAFs stymulowano InM lub 10nM kalcytriolem przez 72h. Analizowano prgzki na nastepujqcej
wysokosci: MMP9 — okolo 100 kDa. Wyniki przedstawiono za pomocq wartosci Sredniej £+ blgd standardowy Sredniej. Analizy
statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych porownan oraz test
t-studenta lub Mann-Whitneya dla pojedynczych porownan. * < 0,05, ** <0,01, *** <0, 001 i **** <(0,0001.
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Rycina Z 10. Wplyw medium CAFs znad stymulowanych kalcytriolem od pacjentek o zréinicowanych cechach klinicznych na
migracje ludzkiej linii raka gruczotu sutkowego MDA-MB-231. A—po 3h, B — po 6h od rozpoczecia stymulacji. Zastosowano media
od pacjentek przed menopauzq (n=7), po menopauzie (n=9), pacjentek z deficytem (n=10) i prawidlowym poziomem (n=6) witaminy
Dj; oraz pacjentek z nowotworem nieprzerzutujgcym (n=9) i przerzutujgcym (n=7). Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu
o stezenie hormonu FSH w osoczu: FSH > 25,8 mlU/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,po menopauzie;, w oparciu o stgzenie
metabolitu witaminy D3 — 25(OH)D3; w osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowat pacjentke do grupy , deficyt”, > 30ng/ml do grupy
L, optimum”’; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow chionnych
(parametr N): ,,przerzuty obecne” lub ,, brak przerzutow”. CAFs hodowano 72h z kalcytriolem, nastepnie komorki kondycjonowano
w medium bez surowicy przez 24h, zebrane CM natozono na konfluentne MDA-MB-231 (na piytce 24-dotkowej) po wykonaniu rysy.
Zdjecia wykonano za pomocq oprogramowania Stream Start 1.6.1. Wyniki przedstawiono w postaci sredniego dystansu migracji +
blqd standardowy sredniej. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla
wielokrotnych porownan oraz test t-studenta lub Mann-Whitney 'a dla pojedynczych poréwnan. ,,*”, ,,a”, ,,b” nad stupkami wskazuje
na porownanie do kontroli niestymulowanej kalcytriolem. ,,a” p<0,06. ,,b” p<0,07. * <0,05.
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Rycina Z 11. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzgcych od pacjentek o zroinicowanych cechach
klinicznych na poziom wybranych bialek w ludzkiej linii raka gruczotu sutkowego MCF7. A - E-kadheryna, B - OPN (osteopontyna)
i C - ZEBI (homeobox 1 wigzqcy E-box z palcem cynkowym). Zastosowano media kondycjonowane (CM) znad CAFs od pacjentek
z deficytem (n=10) i prawidlowym poziomem (n=6) witaminy D; oraz pacjentek z nowotworem nieprzerzutujgcym (n=9)
i przerzutujgcym (n=7). Analizowano prqgzki na nastepujgcej wysokosci: E-kadheryna: 120 kDa, OPN: 44 kDa, Zeb1: 130 kDa. CAF’s
stymulowano 72h godziny kalcytriolem (InM i 10nM), nastepie komorki kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24 godziny,
zebrane CM natozono na komorki linii MCF7 i MDA-MB-231: CM K — CM znad CAF's niestymulowanych kalcytriolem, CM InM —
stymulowanych InM kalcytriolem, CM 10nM — stymulowanych 10nM kalcytriolem. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu
o stezenie metabolitu witaminy D3 — 25(OH)D; w osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ., deficyt”, > 30ng/ml
do grupy ,,optimum”; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow
chtonnych (parametr N): ,,przerzuty obecne” lub ,,brak przerzutow”. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji p-aktyny i kontroli
niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za pomocg wartosci Sredniej + blqd standardowy Sredniej. Analize wykonano
dla 18 CM. Analizy statystyczne zostaty wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych
porownan oraz test t-studenta lub Mann-Whitneya dla pojedynczych poréwnan. * <0,05.
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Rycina Z 12. Wplyw medium znad CAFs stymulowanych kalcytriolem pochodzgcych od pacjentek o zroinicowanych cechach
klinicznych na poziom E-kadheryny w ludzkiej linii raka gruczotu sutkowego MDA-MB-231. Zastosowano media od pacjentek
z deficytem (n=10) i prawidlowym poziomem (n=6) witaminy D; oraz pacjentek z nowotworem nieprzerzutujgcym (n=9)
i przerzutujgcym (n=7). Analizowano prqzki na nastgpujqcej wysokosci: E-kadheryna: 40 kDa (domena wewngtrzkomérkowa). CAFs
stymulowano 72h godziny kalcytriolem (InM i 10nM), nastepie komorki kondycjonowano w medium bez surowicy przez 24 godziny,
zebrane CM natozono na komorki linii MCF7 i MDA-MB-231: CM K — CM znad CAF's niestymulowanych kalcytriolem, CM InM —
stymulowanych InM kalcytriolem, CM 10nM — stymulowanych 10nM kalcytriolem. Pacjentki zostaly podzielone na grupy: w oparciu
o stezenie metabolitu witaminy D3 — 25(OH)D; w osoczu: 25(OH)D; <30ng/ml klasyfikowal pacjentke do grupy ,,deficyt”, > 30ng/ml
do grupy ,,optimum”; w oparciu o wystgpowanie dowolnych przerzutow: odleglych (parametr M w klasyfikacji TNM), do weztow
chionnych (parametr N): ,,przerzuty obecne” lub ,,brak przerzutow”. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji p-aktyny i kontroli
niestymulowanej kalcytriolem. Wyniki przedstawiono za pomocg wartosci Sredniej + blqd standardowy Sredniej. Analizg wykonano
dla 18 CM. Analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu testow: One-way ANOVA lub Kruskal-Wallis test dla wielokrotnych
porownan oraz test t-studenta lub Mann-Whitney a dla pojedynczych poréwnan. * <0,05.
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