Streszczenie

Wplyw pecherzykow zewnatrzkomorkowych pochodzacych
z mezenchymalnych komorek macierzystych na zahamowanie aktywnosci
biologicznej nowotworowych komorek macierzystych raka jajnika

Rak jajnika jest jednym z siedmiu najcz¢sciej wystepujacych nowotwordéw u kobiet na
swiecie. Ze wzgledu na brak objawow w poczatkowych etapach choroby, pacjentki otrzymujg
diagnoze¢ w zawansowanym stadium, czg¢sto z przerzutami do innych narzadéw. Przy
przerzutowaniu raka jajnika najczg¢éciej dochodzi do gromadzenia si¢ ptynu puchlinowego
W jamie otrzewnej. Wybor metody terapeutycznej jest uzalezniony od kilku czynnikow, m.in.
od typu histologicznego nowotworu, jego zaawansowania i stanu klinicznego pacjentki.
Powszechnie stosowang metoda jest chemioterapia oparta na lekach cytostatycznych na bazie
platyny lub jej pochodnych z nastepowym chirurgicznym usuni¢ciem guza. Niepowodzenia
terapii sa zwigzane z obecnoscia w mikrosrodowisku nowotworu rzadkiej populacji
nowotworowych komodrek macierzystych (z ang. Cancer Stem Cells, CSCs), ktora jest oporna
na powszechnie stosowane leki chemioterapeutyczne i1 radioterapie. Dlatego istnieje pilna
potrzeba opracowania modeli komdorkowych umozlwiajacych badania nad biologiag CSCs oraz
zidentyfikowanie czynnikow biologicznych lub farmakologicznych, ktére moga zahamowaé
aktywnos$¢ biologiczng CSCs.

Mezenchymalne komoérki macierzyste (z ang. Mesenchymal Stem Cells, MSCs)
reprezentuja heterogenng populacj¢ komorek multipotencjalnych, ktore rezydujg w wiekszosci
tkanek ludzkich 1 odpowiadajg za utrzymanie homeostazy narzagdow. Badania nad biologig
MSCs dokumentuja, ze moga stac si¢ obiecujacymi narzedziami w zastosowaniach klinicznych
w procesach regeneracji tkanek ze wzgledu na ich wysoki potencjat proliferacyjny, wtasciwosci
przeciwzapalne 1 immunomodulujace. Ponadto MSCs uwalniajg takze rdzne czasteczki
bioaktywne w postaci czynnikoOw rozpuszczalnych, egzosoméw 1 mikropecherzykow (MVs),
ktore dziataja w mikrosrodowisku tkanek jako mediatory komunikacji komorka-komorka,
wywierajac efekty parakrynne. W odniesieniu do nowotwordw badania wykazaly sprzeczne
wyniki zwigzane z przeciwnowotworowa lub pronowotworowa aktywnoscia MSC 1 ich
pochodnych.  Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia badania  aktywnosci
przeciwnowotworowej MVs, pochodzacych z uniesmiertelnionych MSC pozyskanych z tkanki

thuszczowej (HATMSC2-MVs), w odniesieniu do komorek raka jajnika.



Celami rozprawy byly:

1) Charakterystyka MVs pochodzacych z unie$miertelnionych mezenchymalnych komoérek
macierzystych z tkanki thuszczowej (HATMSC2-MVs); 2) Ocena wplywu HATMSC2-MVs na
aktywno$¢ biologiczng komorek linii raka jajnika ES-2 i OAW-42; 3) Charakterystyka
pierwotnych komorek raka jajnika pochodzacych z tkanki pooperacyjnej raka jajnika 1 ptynu
puchlinowego; 4) Ocena wptywu HATMSC2-MVs na aktywno$¢ biologiczng pierwotnych
komorek raka jajnik w modelu 2D i 3D; 5) Analiza obecno$ci biatek proapoptotycznych
i antyapoptotycznych w komérkach HATMSC2 i w mikropg¢cherzykach HATMSC2-MVSs; 6)
Ocena fenotypu oraz wlasciwosci biologicznych komorek pierwotnych raka jajnika
izolowanych z plynu puchlinowego (OvCa3 A i OvCa7 A) i pochodzacych z nich
unie$miertelnionych linii komérkowych OvCa3 A hTERT i OvCA7 A hTERT.

Rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu trzech powigzanych tematycznie prac
oryginalnych opublikowanych w recenzowanym czasopi$mie z listy JCR.

W pierwszej publikacji (IJMS 2020, 1;24(21):15862) scharakteryzowano
mikropgcherzyki pochodzace z unie$miertelnionych MSC pozyskanych z tkanki ttuszczowej
(HATMSC2-MVs). Otrzymano jednorodng populacjc HATMSC2-MVs 0 $redniej wielkosci
koto 450 nm, co potwierdzono metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla (z ang. Dynamic
Light Scattering, DLS) oraz metoda transmisyjnej mikroskopii elektronowej (z ang.
Transmission Electron Microscopy, TEM). HATMSC2-MVs wykazywaty ekspresje markerow
CD73, CD90, CD105, HLA-ABC oraz brak ekspresji markeréw CD45 oraz HLA-DR,
porownywalna do fenotypu komorek rodzicielskich HATMSC2.

W dalszej czesci pracy oceniono wpltyw HATMSC2-MVs na aktywno$¢ biologiczng
komorek linii  raka jajnika reprezentujacych: raka jasnokomorkowego (ES-2)
i torbielakogruczolaka (cystadenocarcinoma) (OAW-42). Zbadano wptyw HATMSC2-MVs
na aktywno$¢ proliferacyjna, cykl komorkowy, przezycie komorek, fenotyp oraz profil
wydzielniczy komoérek nowotworowych. Przed przystgpieniem do testow aktywnosci
biologicznej potwierdzono internalizacjg HATMSC2-MVs do komorek linii raka jajnika ES-2
i OAW-42 z uzyciem metod cytometrii przeptywowej i mikroskopii fluorescencyjnej.
W testach funkcjonalnych HATMSC2-MVss hamowaty proliferacj¢ komorek (test MTT) oraz
indukowaty §mier¢ komoérek nowotworowych na drodze apoptozy i/lub nekrozy co wykazano
za pomocg cytometrii przeptywowej. HATMSC2-MVs nie wyptywaly na zmiane fenotypu
komorek ES-2 i OAW-42. Internalizacja HATMSC2-MVs do komoérek ES-2 i OAW-42
prowadzita do wzrostu wydzielania przez komdrki nowotworowe czynnikow

przeciwnowotworowych (np. IL-2, IL-15, IFN-y) oraz spadku wydzielania czynnikéw



promujacych wzrost nowotworu (np. VEGF, IL-8, GRO-alfa) co wykazano za pomocg analizy
membran biatkowych.

Druga publikacja (IJIMS 2023, 30;21(23):9143) przedstawia wyniki charakterystyki
pierwotnych komorek raka jajnika pochodzacych z tkanki pooperacyjnej 1 ptynu puchlinowego
oraz oceng¢ wptywu HATMSC2-MVs na aktywno$¢ biologiczng pierwotnych komoérek raka
jajnika w modelu 2D i 3D. Zbadano réwniez obecnos$¢ czynnikoéw bioaktywnych regulujacych
apoptoze¢ w komorkach HATMSC2 i HATMSC2-MVs, przy uzyciu membran biatkowych.
Analiza fenotypu komorek zostata przeprowadzona z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej, obrazowania mikroskopowego i metody PCR w czasie rzeczywistym.
Wykazano, ze pierwotne komorki raka jajnika z tkanki pooperacyjnej i ptynu puchlinowego sg
heterogenng populacja z ekspresjag markeréw MSCs (CD73, CD90, CD105), markeréw CSCs
(CD24, CD44, CD133, ALDH1, c-kit) na réznym poziomie. Ponadto, komorki nowotworowe
wykazywaly ekspresje markeréw dla fibroblastow towarzyszacych nowotworowi (z ang.
Cancer-Associated Fibroblasts, CAFs) (PDGFRa, FAP), markerow przejscia nablonkowo-
mezenchymalnego (z ang. Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT) (Snail, wimentyna)
i markerow odpowiedzialnych za utrzymanie pluripotencji (Oct4, Sox2, Nanog) na poziomie
ekspresji biatka. Ponadto, pierwotne komorki raka jajnika wykazaty ekspresje transkryptow
odpowiedzialnych za pluripotencj¢ (Oct4,Sox2) oraz transkryptow protoonkogennych p53,
p21, c-myc na ro6znym poziomie ekspresji. W testach funkcjonalnych zaobserwowano wyptyw
HATMSC2-MVs na spadek aktywnosci metabolicznej oraz brak wplywu na aktywno$é
migracyjng pierwotnych komorek. Podobnie jak w przypadku linii komérkowych ES-2 i OAW-
42, traktowanie pierwotnych komorek nowotworowych przez HATMSC2-MVs indukowato
proces apoptozy i/lub nekrozy. W ostatnim etapie pracy utworzono i scharakteryzowano
sferoidy pochodzace z pierwotnych komorek raka jajnika na obecno$¢ markerow CSCs
(CD133, CD44, CD24). Zaobserwowano roznice w ekspresji badanych markeréw CSCs
pomiedzy sferoidami utworzonymi z komorek izolowanych z tkanki pooperacyjnej i ptynu
puchlinowego. W sferoidach pochodzacych z tkanki pooperacyjnej ekspresja markera CD133
byta nizsza w pordéwnaniu do sferoidow z ptynu puchlinowego. Z drugiej strony poziom CD24
byl wyzszy w sferoidach z tkanki pooperacyjnej w odniesieniu do sferoidow z ptynu
puchlinowego. Natomiast marker CD44 byt obecny na podobnym poziomie dla obu typow
sferoidow. Wykazano wyplyw HATMSC2-MVs na spadek przezycia komorek tworzacych
sferoidy. W pracy pokazano rowniez rdéznice w ekspresji analizowanych czynnikow
regulujacych apoptoze pomiedzy mikropgcherzykami HATMSC2-MVs a komoérkami
rodzicielskimi HATMSC2. Sposrdd 43 badanych czynnikoéw bioaktywnych 15 czynnikéw



proapoptotycznych byto obecnych na wyzszym poziomie w HATMSC2-MVs (np. bad, BID,
BIM, kaspaza 3, cytochrom c, TRAIL-R1 i TRAIL-R2) niz w komoérkach rodzicielskich
HATMSC2.

W trzeciej pracy (IJMS 2024, 25(10):5384) poréwnano fenotyp oraz wilasciwosci
biologiczne komorek pierwotnych z ptynu puchlinowego (OvCa3 A 1 OvCa7 A)
I pochodzacych z nich uniesmiertelnionych linii komorkowych OvCa3 A hTERT i OvCa7 A
hTERT. Analiza fenotypu z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej i obrazowania
mikroskopowego wykazata réznice w ekspresji markeréw komorek nowotworowych (Pax8,
p53), pochodzenia nabtonkowego (CA-125, cytokeratyna 8), fenotypu MSCs (CD73, CD90,
CD105), CSCs (CD133, CD24, c-kit), CAFs (PDGFRa, FAP), EMT (Snail, wimentyna) oraz
markerow komoérek hematopoetycznych (CD34, CD45) i odpowiedzialnych za utrzymanie
pluripotencji (Oct4, Sox2, Nanog), pomi¢dzy komorkami pierwotnymi a otrzymanymi z nich
unie$miertelnionymi liniami. Istotng jest obserwacja, ze wickszo$¢ komoérek OvCa7 A hTERT
ma cechy CSCs z ekspresja CD133+ 1 byta dodatnia pod wzglgdem obecnosci markerow Pax8,
p53, CA-125, cytokeratyny 8. Z kolei linia komérkowa OvCa3 A hTERT nie ma ekspresji
CDI133 i wyrdznia si¢ obecnoscia markera CD73, wyzsza ekspresja CD105 oraz nizsza
ekspresja c-kit w odniesieniu do OvCa7 A hTERT)

Otrzymane linie komorkowe wykazywaty ekspresj¢ transkryptow odpowiedzialnych za
utrzymanie pluripotencji (Oct4, Sox2) i protoonkogennych (p53,p21 i c-myc ) na réznym
poziomie ekspresji co analizowano za pomocg metody RT-PCR w czasie rzeczywistym.
W testach funkcjonalnych wykazano, ze aktywnos$¢ metaboliczna (test MTT) oraz aktywnos¢
migracyjna (test zarastania rysy) byla wyzsza w obu unie$miertelnionych liniach
komorkowych, OvCa3 A hTERT i OvCa7 A hTERT, w poréwnaniu do komorek pierwotnych.
Aktywnos¢ dehydrogenazy aldehydowej 1 (ALDHI1) byta nizsza w komorkach pierwotnych
w poréwnaniu do odpowiednich linii uniesmiertelnionych. Ponadto, aktywno$s¢ ALDHI1
w komorkach OvCa7 A hTERT byla ponad 3-krotnie wyzsza w poréwnaniu z komoérkami
OvCa3 A hTERT. Aby oceni¢ obecnos¢ CSCs w powstatych sferoidach analizowano ekspresje¢
markerow CD133, CD44 za pomocg cytometrii przeptywowej. W sferoidach z komoérek OvCa3
A 10vCa3 A hTERT nie stwierdzono obecnosci komorek CD133. Dla sferoidow utworzonych
z komoérek OvCa7 A hTERT populacja komoérek CD133-pozytywna byla wigksza
W poréwnaniu do komodrek pierwotnych OvCa7 A (12% vs. 2%) . Nie stwierdzono roznic
w ekspresji markera CD44 dla sferoidow utworzonych z komodrek pierwotnych

I unie$miertelnionych.



Badania wykonane w ramach rozprawy doktorskiej wykazaty, ze traktowanie komorek
linii raka jajnika ES-2 i OAW-42 przez HATMSC2-MVs prowadzi do spadku aktywnosci
proliferacyjnej, indukuje $mier¢ komodrek na drodze apoptozy i/lub nekrozy oraz zwigksza
wydzielanie czynnikow przeciwnowotworowych a zmniejsza wydzielanie czynnikow
promujgcych nowotwor. Wyniki uzyskane na liniach komorkowych zostaly potwierdzone
W badaniach pierwotnych komorek raka jajnika pozyskanych z tkanki pooperacyjnej i ptynu
puchlinowego, gdzie zaobserwowano spadek aktywnosci metabolicznej, obnizenie przezycia
komorek, indukcje apoptozy i/lub nekrozy w modelu 2D oraz spadek przezycia komorek
w modelu 3D po traktowaniu HATMSC2-MVs. Wykazano réwniez obecno$¢ populacji
komorek z ekspresja markerow CSCs (CD133, CD24, CD44, c-kit (CD117) i ALDH1) oraz
markerow odpowiedzialnych za utrzymanie pluripotencji (Oct4, Sox2, Nanog) w pierwotnych
komorkach raka jajnika izolowanych z tkanki pooperacyjnej 1 ptynu puchlinowego. W ostatnim
etapie badan wykazano, ze plazmid niosacy gen hTERT moze by¢ wykorzystany do
unie$miertelnienia pierwotnych komorek raka jajnika. Otrzymana unie$miertelniona linia
komoérkowa OvCa7 A hTERT CDI133-pozytywna, z ekspresja markerow Pax8 i p53 oraz
wysoka aktywnoscig ALDHI moze by¢ uzytecznym narz¢dziem w badaniach nad biologia

CSCs i opracowaniem nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na CSCs.



