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STRESZCZENIE

Badania nad rakiem gruczotu sutkowego wskazuja, iz witamina D3z w tym typie
nowotworu odgrywa istotng role w regulacji aktywnosci limfocytow Thl7, lecz jej
dziatanie W tym procesie nie jest jednoznaczne. R6znicowanie komorek Th17 moze
zaleze¢ rowniez od obecnosci osteopontyny (OPN). Bezposredni efekt OPN, regulujacy
réznicowanie Th17 wynika z potaczenia OPN zjej receptorami na komodrkach T.
Kalcytriol, za posrednictwem szlaku genomowego, reguluje ekspresje OPN. Mimo to rola
OPN w zaleznym od wieku wptywie kalcytriolu i takalcytolu na rozwdj limfocytow Th17
u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego nie zostata do tej pory doktadnie
wyjasniona.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocena wplywu kalcytriolu
I takalcytolu, na populacj¢ komorek Th17 oraz udziat receptoréw dla OPN w procesie
roéznicowania tych komoérek u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1
i 67NR. Dodatkowo postanowiono okresli¢ znaczenie statusu menopauzalnego w tych
procesach, wigczajac do eksperymentu przed- i pomenopauzalne modele mysie.

Zidentyfikowano swoiste dla OPN receptory - CD44, CD51 iCD29 jako
najbardziej modulowane po zastosowaniu kalcytriolu i takalcytolu u myszy obarczonych
rakiem 4T1 i 67NR. Blokowanie CD44 i CD51 prowadzito do stymulacji r6znicowania
limfocytow Th17 izolowanych od myszy z przedmenopauzalnego modelu 4T1,
traktowanych kalcytriolem i takalcytolem. Przeciwny efekt zaobserowowano po
zablokowaniu CD29. Wtym samym modelu zaobserwowano rowniez stabsze
réznicowanie Th17 po zablokowaniu CD51 w komérkach z grupy kontrolnej wzgledem
komorek nieblokowanych. Odwrotny efekt obserwowany byl przy zablokowaniu CD29.
W przedmenopauzalnym modelu 4T1 wykazano, ze takalcytol nasilat przerzutowanie
oraz zwickszat odsetek limfocytow Th17 wplucach. W mysim modelu
pomenopauzalnym, kalcytriol i takalcytol zmniejszaty odsetek komorek Treg w weztach
chtonnych i krwi obwodowej oraz tworzenie przerzutoéw do watroby i ptuc, z kolei sam
kalcytriol zwigkszat udziat limfocytow Th17 w guzie. W przedmenopauzalnym modelu
raka 67NR kalcytriol i takalcytol zwigkszaly angiogeneze guza, co wigcej takalcytol

stymulowatl rowniez geny kluczowe w procesie réznicowania komorek Th17. W modelu



pomenopauzalnym dziatanie takalcytolu spowodowalo obnizenie angiogenezy guza oraz
populacji Th17.

Podsumowujac, Kalcytriol i takalcytol moga wywiera¢ u myszy zaréwno efekt
pro- jak i przeciwnowotworowy, ktory koreluje z obecnoscia komorek uktadu
odpornosciowego (Thl7 lub Treg). Powyzsze wyniki pokazuja, ze receptory CDS5I,
CD29 i CD44 sg kluczowymi, zaangazowanymi W zalezne od traktowania kalcytriolem

lub takalcytolem réznicowanie limfocytow Th17.



SUMMARY

Studies on mammary gland cancer indicate that vitamin D3 plays an important role
in regulating the activity of Th17 lymphocytes in this type of cancer, but its action in this
process is not clear. Th17 cell differentiation may also depend on the presence of
osteopontin (OPN). The direct effect of OPN regulating Th17 differentiation results from
the connection of OPN with its receptors on T cells. Calcitriol, via the genomic pathway,
regulates the expression of OPN. Nevertheless, the role of OPN in the age-dependent
effect of calcitriol and tacalcitol on the development of Th17 lymphocytes in mice bearing
mammary gland cancer has not been fully explained so far.

This doctoral dissertation aimed to assess the effect of calcitriol and tacalcitol on
the population of Th17 cells and the participation of OPN receptors in the differentiation
process of these cells in mice bearing 4T1 and 67NR mammary gland cancer. In addition,
the importance of menopausal status in these processes by including pre- (young) and
postmenopausal (aged, ovariectomized) mouse models in the experiment was determined.

OPN-specific receptors - CD44, CD51 and CD29 were identified as the most
modulated after the use of calcitriol and tacalcitol in mice bearing 4T1 and 67NR cancer.
Blocking CD44 and CD51 led to stimulation of differentiation of Th17 lymphocytes
isolated from young mice bearing 4T1 cells, treated with calcitriol and tacalcitol. The
opposite effect was observed after blocking CD29. In the same model, weaker Th17
differentiation was also observed after blocking CD51 in cells from the control group
compared to unblocked cells. The opposite effect was observed when blocking CD29. In
the premenopausal 4T1 model, tacalcitol was shown to enhance metastasis and increase
the percentage of Th17 lymphocytes in the lungs. In the postmenopausal mouse model,
calcitriol and tacalcitol reduced the percentage of Treg cells in lymph nodes and
peripheral blood and the formation of metastases to the liver and lungs, while calcitriol
alone increased the percentage of Th17 lymphocytes in the tumor. In the premenopausal
67NR cancer model, calcitriol and tacalcitol increased tumor angiogenesis, and tacalcitol
also stimulated genes crucial to the differentiation of Th17 cells. In the postmenopausal
model, tacalcitol reduced tumor angiogenesis and the Th17 population.

In summary, calcitriol and tacalcitol can exert both pro- and anti-tumor effects in
mice, which correlate with the presence of immune cells (Th17 or Treg). The above
results show that CD51, CD29 and CD44 receptors are key involved in calcitriol- or
tacalcitol-dependent differentiation of Th17 lymphocytes.



WYKAZ SKROTOW

TICs (ang. tumor-initiating cells) - komorki inicjujgce nowotwor

VDR (ang. vitamin D receptor) - receptor dla witaminy D

mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) — ssaczy cel dla rapamycyny

NF-«xB (ang. Nuclear factor kappa B) - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF
kappa B

JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase) - serynowo-treoninowa Kkinaza
biatkowa JNK

ERK (ang. extracellular-signal regulated kinase) - kinaza regulowana
sygnatem zewnatrzkomoérkowym

HRT (ang. hormone replacement therapy) — hormonalna terapia zastepcza

BRCAL1/2 (ang. breast cancer susceptibility gene 1 and 2) — gen raka piersi 1/2

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) — receptor nabtonkowego
czynnika wzrostu

DCIS (ang. ductal carcinoma in situ) - rak przewodowy in situ

LCIS (ang. lobular carcinoma in situ) - rak zrazikowy

IDC (ang. invasive ductal carcinomas) - rak przewodowy

NST (ang. no special type) — rak ,,bez specjalnego typu”

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

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

PD-1 (ang. programmed death-1) — receptor programowanej S$mierci
komorki 1

PD-L1 (ang. programmed death ligand-1) — ligand dla receptora
programowanej $mierci komorki 1

CAR-T (ang. chimeric antigen receptor T) - terapia wykorzystujaca
chimeryczne limfocyty T

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

DBP (ang. vitamin D -binding protein) - biatko wigzace witaming D

RXR (ang. retinoic acid X receptor) - receptor X kwasu retinowego




VDRE (ang. vitamin D responsive element) - elementy odpowiedzi na
witaming D

CDK (ang. cyclin-dependent kinases) - kinazy zalezne od cyklin

OPN (ang. osteopontin) — osteopontyna

iIOPN (ang. intracellular OPN) - osteopontyna wewngtrzkomorkowa

sOPN (ang. secreted OPN) - osteopontyna zewnatrzkomorkowa

Eta-1 (ang. early T lymphocyte activation 1) - biatko wczesnej aktywacji
limfocytéw T-1

TME (ang. tumor microenvironment) - mikrosrodowisko nowotworu

TIL (ang. tumor infiltrating lymphocytes) - limfocyty naciekajace
nowotwor

CIA (ang. Collagen-Induced Arthritis) - zapalenie stawow zwigzane
z kolagenem

EAE (ang. Experimental ~ Autoimmune  Encephalomyelitis) -
eksperymentalne, autoimmunologiczne zapalenie moézgu i rdzenia
kregowego

CDK (ang. cyclin-dependent kinases) - kinazy zalezne od cyklin

MET (ang. mesenchymal - epithelial transition) - przejscie mezenchymalno
— nablonkowe

LTi (ang. Lymphoid Tissue inducer) - komorki indukujace tkanke
limfatyczna

URPL (ang. unexplained recurrent pregnancy loss) - niewyjasniona
nawracajaca utrata cigzy

NFAT (ang. nuclear factor of activated T cells) - czynnik jadrowy dla
aktywowanych limfocytow T

Runx1 (ang. Runt-related transcription factor) - czynnik transkrypcyjny
zwigzany Z Runt 1

hnRNP (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) - heterogeniczne
jadrowe rybonukleoproteiny

CTLA-4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4) - biatka zwigzane z cytotoksycznymi
limfocytami T-4

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu

srodbtonka naczyniowego




DC (ang. dendritic cells) - komorki dendrytyczne
CTL (ang. cytotoxic T cells) - komorki T cytotoksyczne
BMI (ang. body mass index) - indeks masy ciata




WSTEP

Komoérki prawidlowe, posiadajac zdolnos¢ do przystosowywania si¢ do
zmiennych warunkéw panujacych w organizmie, charakteryzujg si¢ swoistym
mechanizmem adaptacji oraz plastyczno$cia umozliwiajaca regeneracje uszkodzen.
Wykorzystujac szeroko pojeta plastycznos¢, szczegélnie, gdy kontrola nad nig jest
zaburzona, komoérki moga wchodzi¢ na droge transformacji nowotworowej. Zmiany
genetyczne, epigenetyczne i fenotypowe zachodzace na skutek dziatania czynnika
stresowego prowadza do utraty zdolnosci komorki do regulacji reakcji na czynniki
patologiczne lub przeprogramowania prawidlowej, fizjologicznej plastycznosci
W zmieniong nowotworowo zdolno$¢ komorek do unikania odpowiedzi na terapie
przeciwnowotworowe [1]. Dzigki poglebiajacej si¢ wiedzy na temat ro6znych
nowotworow | towarzyszacym im zmian, z biegiem lat liczba poznanych cech
charakteryzujacych komoérki nowotworowe stale wzrasta. Poczatkowo uznawano, iz
komorki nowotworowe charakteryzuje szes¢ wspolnych, podstawowych cech [2],
a z biegiem czasu te liczbe aktualizowano [3]. Obecnie, opisujac nowotwory ztosliwe,
dysponujemy czternastoma cechami dla nich charakterystycznymi. Utrzymywanie
aktywnej sygnalizacji proliferacyjnej, utrata wrazliwos$ci na inhibitory wzrostu, unikanie
odpowiedzi ze strony ukladu odpornosciowego, nieSmiertelno$¢ replikacyjna,
wspoltowarzyszace procesy zapalne sprzyjajace nowotworowi, zdolno$¢ indukowania
wzrostu naczyn krwiono$nych, inwazji i przerzutow, opornos¢ na $mier¢ komorkowa,
niestabilno$¢ genomu i obecno$¢ mutacji, deregulacja metabolizmu komorkowego,
uposledzona plastyczno$¢ fenotypowa, przeprogramowanie epigenetyczne niezwigzane
z mutacjami, polimorficzna zmienno$¢ mikrobiomu oraz starzenie si¢ komorki to glowne
cechy, ktorymi okres$la si¢ komorki poddane transformacji nowotworowej [4]. Wzrost
komorki prawidlowej zalezny jest od mitogennych czynnikdéw wzrostu, ktore wigzac si¢
z odpowiednimi receptorami stymulujg namnazanie si¢ komorek. W sytuacji niedoboru
sktadnikéw odzywczych czy czynnikéw mitogennych, prawidtowe komorki przestaja
proliferowa¢, podczas gdy komodrki zmienione nowotworowo, wykazujac zmniejszong
zalezno$¢ od egzogennej stymulacji wzrostu oraz poprzez autostymulacj¢, zdolne sg do
ciaglej proliferacji, uniezalezniajac si¢ od mikrosrodowiska tkankowego. Wiadomym jest
rowniez, 1z na zwigkszenie potencjatu proliferacyjnego komoérek nowotworowych
wptywaja onkogeny nasladujace prawidtowa sygnalizacje zalezng od mitogendw,
umozliwiajgc komorkom nowotworowym nabycie autonomii. RoOwnie waznym
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mechanizmem naturalnie wystepujacym w zdrowej komorce jest reagowanie na sygnaty
hamujace wzrost komorki, ktore ma na celu zapobieganie opisanym powyzej procesom.
Ligandy, dziatajace na receptory komorkowe (np. transformujacy czynnik wzrostu beta -
TGF-B) reguluja szlaki komoérkowe, ktore aktywujac wtdrne przekazniki sygnatow
prowadza do zmiany wzorcow ekspresji gendéw modulujagc miedzy innymi cykl
komorkowy poprzez kierowanie komorki do stanu spoczynku w fazie GO. W komoérkach
nowotworowych dochodzi do zaburzen w szlakach hamujacych ich wzrost i czesto
zmiany te dotycza bialek zaangazowanych w cykl komorkowy tj. cyklin oraz kinaz
zaleznych od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases - CDK), jak rowniez inhibitorow
wspomnianych wczesniej CDK. Powyzsze cechy pokazuja, iz zaburzenia
w mechanizmach odpowiadajacych za utrzymanie homeostazy W organizmie sg

kluczowymi procesami charakteryzujacymi komorki zmienione nowotworowo [5].

1. Charakterystyka rakow gruczolu sutkowego
1.1 Epidemiologia

Dane Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization - WHO)
z bazy danych GLOBOCAN wskazuja, iz rak gruczotu sutkowego stanowit 23,8%
wszystkich rakow pod wzgledem zachorowalnosci wérod kobiet na §wiecie w 2022 roku.
Pierwsze miejsce, uwzgledniajac liczbe zgonow wsrod kobiet na $wiecie, takze
przypisuje si¢ rakom gruczotu sutkowego (15,4% wszystkich zgonéw spowodowanych
wystepowaniem raka). Rowniez W Polsce najwyzsza zachorowalno$¢ na nowotwory
ztosliwe wérod kobiet dotyczy raka gruczotu sutkowego (24,5%). Swiatowa Organizacja
zdrowia odnotowata 8 723 przypadkow zgondw (co stanowi 16,1% wszystkich zgonow)
wsrdd kobiet chorujacych na nowotwory ztosliwe, umieszczajac ztosliwy nowotwor
piersi na drugim miejscu pod wzgledem umieralnosci w Polsce, zaraz po raku ptuc.
Zwigkszajacy si¢ od lat 80. XX wieku dostgp do badan mammograficznych pociagnat za
sobg gwaltowny wzrost wykrywalno$ci nowotworéw piersi u kobiet. Na przestrzeni
ostatnich kilkunastu lat zapadalno$¢ na ten typ nowotworu rosta umiarkowanie, co
przypisuje si¢ wiekszym mozliwosciom diagnostycznym wykorzystywanym w prewencji

nowotworow piersi [6].



S liczba zach Ana y ztosliwe wéréd
kobiet na $wiecie w 2022 roku

Piers
2296840 (23,8%)

Pluco
908 630 (9,4%)

Jelito
856979 (8,9%)

Inne nowotwory
3905042 (40.4%)

Trzon macicy

420368 (4,3%) -
Tarczyca Szyjka macicy
614729 (64%) 662301 (6,9%)

tacznie 9 664 889

Szacowana liczba zachorowan na nowotwory ztosliwe wsréd
kobiet w Polsce w 2022 roku

Piers
24418 (24,5%)

Inne nowotwory
36 112 (36,3%)
Jelito
11269 (11,3%)
Szyjka macicy
4008 (4%)
Jajnik Pluco
2678(4,7%) 11173 (11,2%)
Trzon macicy
7877(7,9%)
tacznie 99 535

S liczba éwna y ztosliwe wsrdd kobiet

na $wiecie w 2022 roku

Piers
666 103 (154%)

Inne nowotwory
1840600 (42,7%)

Pluco
584 228 (13,5%)

Jelito
404 244 (9,4%)

. Szyjka macicy
Zotadek 348874 (8,1%)
232600 (5,4%) Watroba
236899 (5,5%)

tacznie 4 313 548

S liczba zgonéw na y ztodliwe wéréd kobiet
w Polsce w 2022 roku

Pluco
9439 (17,4%)

Inne nowotwory
21220(39,1%)

Piers
8723(16,1%)

Jelito
6422(11,8%)
Trzon macicy

2275(4.2%) Trzustka  Jajnik
2965(55%)  3206(5,9%)

tacznie 54 250

Rycina 1. Dane epidemiologiczne dotyczace zachorowan i zgonéw na nowotwory ztosliwe

wsrod kobiet na §wiecie i w Polsce w 2022 roku. Dane pochodzace z bazy danych

GLOBOCAN, Swiatowej Organizacji Zdrowia.

1.2 Czynniki ryzyka w rozwoju raka gruczotu sutkowego

Stale rosngca liczba zachorowan izgondéw spowodowanych rozwojem raka

gruczotu sutkowego u kobiet wynika migdzy innymi ze zmieniajgcych si¢ warunkow

srodowiskowych zwigzanych ze stylem zycia, jak rowniez genetycznymi czynnikami

ryzyka predysponujagcymi do indukcji nowotworu. Uwaza si¢, iz brak aktywnoS$ci

fizycznej moze sprzyja¢ rozwojowi nowotworu, a jej obecno$¢ moze miec¢ szczegolne

znaczenie w zapobieganiu jego powstawania oraz w procesie leczenia pacjentek

chorujgcych na raka gruczotu sutkowego. Mechanizmy, na jakie wplywaé¢ moze

aktywno$¢ fizyczna, to zmniejszenie insulinoopornosci i obnizenie poziomu insuliny na

czczo oraz zmniejszenie stanu zapalnego [7]. Nawyki zywieniowe, a W szczegdlnosci



nadmierne spozycie alkoholu, moga zwigksza¢ prawdopodobienstwo powstania
nowotworu. Udowodniono rakotworcze dziatanie aldehydu octowego, metabolitu
alkoholu etylowego, ktorego obecnos¢ koreluje z rozwojem raka gruczotu sutkowego u
zdrowych kobiet [8], miedzy innymi za posrednictwem gromadzenia si¢ nadmiaru
nieorganicznego fosforanu w tkankach uwolnionego na skutek obcigzenia czynnosci
nerek [9]. Nadwaga jest kolejnym czynnikiem predysponujacym do rozwoju
nowotworow. Nieprawidtowa masa ciata wigze si¢ nie tylko ze zwigkszonym ryzykiem
powstawania raka gruczotu sutkowego, ale rdwniez znaczgco wptywa na rokowanie.
Uwaza si¢, ze nadwaga odpowiada za powstawanie przewleklego stanu zapalnego, wzrost
poziomu czynnikow wzrostu, cytokin prozapalnych czy hormonéw promujgcych wzrost
nowotworu, wplywajacych na angiogenez¢ guza, inwazje i przerzutowanie [10]-[12].
Podczas cigzy dochodzi do pobudzenia proliferacji komorek, dlatego uwaza sie, ze cigza
w wieku >35 roku zycia moze predysponowaé¢ do rozwoju raka gruczolu sutkowego
z powodu zwigkszonej liczby komorek inicjujagcych nowotwor (ang. tumor initiating
cells — TICs) w tkance gruczotu niz u kobiet, ktore zaszty w cigz¢ wezesniej [13], [14].
W przypadku kobiet w okresie pomenopauzalnym, znaczenie dla powstawania raka
gruczotu sutkowego moze mie¢ stosowanie hormonalne;j terapii zastgpczej (ang. hormone
replacement therapy — HRT) w okresie okotomenopauzalnym. Korzysci ptynace ze
stosowania HRT u kobiet po menopauzie zwigzane sa z zapobieganiem i leczeniem
osteoporozy oraz tagodzeniem objawoéw menopauzy [15]. Jednakze, juz 30 lat temu
zaobserwowano wzrost zachorowan na raka gruczolu sutkowego u kobiet stosujacych
HRT [16]. Kluczowa i decydujaca role w kontekscie rozwoju raka gruczotu sutkowego
przy zastosowaniu HRT odgrywaja takie czynniki jak rodzaj estrogenow i progestagenu,
jak rowniez posta¢ leku, dawki, czas trwania i rozpoczecia terapii oraz wiek, BMI (ang.
body mass index), styl zycia czy wczesniejsze choroby pacjentki [17]. Badania dotyczace
zaleznosci pomigdzy czgstoscig przepisywania HRT a wystgpowaniem nowotworu piersi
nie s3 jednoznaczne [18]-[20]. Genetycznymi czynnikami zwigkszajacymi ryzyko
rozwoju nowotworu sg mutacje genetyczne. Uwaza sig, ze srednio 10% nowotworéw ma
podtoze dziedziczne iwynika ono z autosomalnego przekazania zmutowanego genu.
Najwieksze znaczenie W przypadku raka gruczotu sutkowego majag geny BRCA1L
i BRCA2 (ang. breast cancer susceptibility gene 1 and 2). W prawidtowych komorkach,
geny te koduja biatka naprawiajace uszkodzone DNA. Zmutowane wersje tych genow
moga prowadzi¢ do nieprawidlowego wzrostu komorek i w konsekwencji rozwoju raka
[21]-[23].
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1.3 Systemy klasyfikacji rakéw gruczolu sutkowego

Ze wzgledu wysoka heterogenno$é i ztozong etiologi¢ raka gruczotu sutkowego,
w celu ufatwienia i zapewnienia doktadnej diagnozy choroby, wykorzystywana jest
Klasyfikacja nowotworow. Nowotwory gruczotu sutkowego opisywane sg wedtug
klasyfikacji klinicznej (ocena stopnia zaawansowania raka — TNM (ang. tumor, node,
metastasis)), histopatologicznej i molekularnej.

Kliniczna klasyfikacja TNM opisuje stadium nowotworu wedhug kryterium
wielkosci guza (T-tumor), liczby, lokalizacji i stopnia zajecia weztéw chtonnych (N-
node) oraz obecnosci lub braku przerzutéw odleglych (M-metastasis) [24]. Jest systemem
pozwalajagcym ocenié stopien zaawansowania choroby i okreslenie rokowania w chwili
rozpoznania. Ulatwia rowniez przewidywanie ewentualnego nawrotu choroby
u pacjentéw oraz dobranie terapii dostosowanej do stopnia zaawansowania choroby [25],
[26].

System klasyfikacji histopatologicznej obejmuje przedinwazyjnego raka in situ
oraz raka naciekajacego (inwazyjnego). Przedinwazyjny rak piersi najczesciej przyjmuje
posta¢ raka przewodowego in situ (ang. ductal carcinoma in situ - DCIS), bedacego
prekursorem raka inwazyjnego; oraz forme raka zrazikowego (ang. lobular carcinoma in
situ - LCIS). Rak inwazyjny stanowi heterogenng grupg, jednakze najczesciej
wystepujacym jest inwazyjny rak przewodowy (ang. invasive ductal carcinomas - IDC)
stanowiacy 60—70% przypadkow oraz inwazyjny rak zrazikowy (ang. invasive lobular
carcinoma - ILC), ktory stanowi do 15% rakow gruczotu sutkowego. Wérdd inwazyjnych
rakéw przewodowych najpowszechniejszym typem jest IDC ,,bez specjalnego typu”

(ang. no special type - NST) (Tabela 1) [27], [28].
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Tabela 1. Kilasyfikacja histopatologiczna rakow gruczotu sutkowego (zrodto zdjeé:

https://www.pathologyoutlines.com [dostep 12.01.2024]).

Obraz histopatologiczny

Typ raka Cechy charakterystyczne (barwienie hematoksylina
I eozyna)
Rak mate, jednolite, okragte,
przewodowy | monomorficzne komorki
in situ rosngce w regularnym
(DCIS) utozeniu; jadra maja
E jednakowa wielko$¢
g i regularne utozenie [29]
S | Rak mate, do$¢ jednolite i luzno
qgi zrazikowy utozone komorki, zajmujace
< | (LCIS) koncowe czgsci przewodow
" [29]
Inwazyjny szeroki zakres zmiennoSci
rak morfologicznej; komorki
przewodowy | nowotworowe sa
o (IDC) pleomorficzne, roznigce si¢
§ ksztaltem I rozmiarem
§ z uwydatnionymi jaderkami
E i licznymi mitozami;
i W ponad polowie
przypadkdéw obserwuje si¢
obszary martwicy i zwapnien
[30]
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Obraz histopatologiczny
Typ raka Cechy charakterystyczne (barwienie hematoksylina
i e0zyna)
Inwazyjny mate komorki nowotworowe | -
..--‘.:-. ":‘l 2 "" e ;‘:\ ~:‘
rak Z niewielka atypig, | '~ @=L 7 harveshe g
zrazikowy rOwnomiernie rozmieszczone | - - g el \e ’3:';4-,
g o LIS .>..‘..‘ ‘.. .
(ILC) W zrebie W sposob A e NN S :
a.o‘q . &2 o X X
AT .._.'.,:_. ~ - S5 ]
koncentryczny [30] e e <
- ‘ ,e‘ on \» o .1
= o ;_\ . “aWe - ;-’ e

Raki gruczotu sutkowego rozrdzniane s3a takze W zalezno$ci od ekspresji
receptora progesteronowego (PR), estrogenowego (ER), ludzkiego naskorkowego
czynnika wzrostu-2 (ang. human epidermal growth factor receptor-2 - HER2) oraz
wskaznika proliferacji Ki-67. Najwicksza specyficznoscia w predykcji nowotworu
cechujg si¢ markery oznaczane bezposrednio z fragmentu tkanki barwionej metoda
immunohistochemiczng. Klasyfikacja molekularna pomaga przydzieli¢ nowotwor do
poszczegolnych typow: luminalny A, luminalny B, HER2" (nieluminalny), potrojnie
ujemny (ang. triple-negative breast cancer — TNBC) i typu podstawnego (ang. basal-
like). Guzy klasyfikowane jako luminalne Ato w wigkszosci guzy 0 niskim stopniu
ztosliwosci, wykazujace ekspresje receptorow ER' iPR* oraz niskg ekspresje HER2
I Ki-67. Charakteryzuja si¢ wigksza szansg na przezycie pacjenta I nizszym
prawdopodobienstwem nawrotu choroby. Guzy luminalne B mozna podzieli¢ na dwa
podtypy: HER™ wykazujace ekspresj¢ receptora ER" i Ki-67 przy braku ekspresji PR
i HER2, oraz podtyp HER2" ekspresjonujacy ER*, PR*", HER2*. Guzy klasyfikowane
jako HER2" wyr6zniaja sie nadekspresja HER2/ERBB2 i Ki-67 oraz brakiem ekspresji
ER™ i PR. Guzy typu podstawnego charakteryzujg si¢ silng proliferacjg i zwigckszong
ekspresja receptora nabtonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor
receptor — EGFR). Zauwaza si¢ W nich duza niestabilno$¢ chromosomowa, co skutkuje
mutacjami w genie BRCAL. Nowotwory okreslane jako potrdjnie ujemne, posiadaja
cechy komorek mezenchymalnych i aktywujg naciek komorek odporno$ciowych. Ten

typ nowotworu charakteryzuje si¢ brakiem ekspresji receptorow ER’, PR, HER2
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I wysoka ekspresja Ki-67. Nowotwory TNBC charakteryzuje staba wrazliwo$¢ na
chemioterapi¢ (Rycina 2) [27], [31], [32], [30].

Klasyfikacja histopatologiczna

rak inwazyjny

rak przedinwazyjny

rzewgigow in rak zrazikowy - inwazyjny rak inwazyjny rak
- DO/ Lcis i przewodowy - zrazikowy -
iDC iLec

Klasyfikacja molekularna

luminalny A luminalny B HERZ* potrdjnie ujemny - TNBC
(nieluminalny)

@ @ @

[ ER | ER | ER | ER

Y er PR PR PR

[ HERZ { HERz™ ¥ Here: | HER2-
Ki-67° Ki-67ah Ki-67"o" Ki-67"s"

Rycina 2. Klasyfikacja histopatologiczna i molekularna rakow gruczotu sutkowego.
PR - receptor progesteronowy, ER - receptor estrogenowy, HER2 - receptor ludzkiego naskoérkowego

czynnika wzrostu-2, Ki-67 — wskaznik proliferacji.

1.4 Proces przerzutowania nowotworow

Komorki w odpowiedzi na stan inny niz fizjologiczny, na przyktad podczas
rozwijajacego si¢ stanu zapalanego, ulegajag zmianom, w konsekwencji ktorych dochodzi
do ich transformacji okreslanej mianem metaplazji komorkowej. Zjawisko to wiaze si¢
ze zwigkszong predyspozycja do rozwoju raka oraz znabywaniem potencjatu
przerzutowego komorek [1]. Seri¢ nast¢pujacych po sobie etapéw prowadzacych od
opuszczenia komorek guza pierwotnego az do zasiedlenia przez nie innych tkanek
organizmu i tworzenia przerzutow odlegtych nazywamy kaskada przerzutowania [33].

Zdolnos¢ do tworzenia przerzutdw to cecha nowotwordw ztosliwych prowadzaca zwykle
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do niepowodzenia leczenia. Proces przerzutowania jest bardzo ztozony i obejmuje wiele
mechanizméw komorkowych, w tym odigczenie komoérek od guza pierwotnego, inwazje,
unikanie nadzoru immunologicznego i regulacje mikrosrodowiska guza [34]. Przejscie
nabtonkowo-mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition - EMT)
w warunkach fizjologicznych obserwowane jest w rozwoju embrionalnym i gojeniu sig¢
ran, jednakze odgrywa takze wazna role W opornosci nowotworu na leczenie, a takze
w procesie inwazji itworzeniu odlegtych ognisk nowotworowych [35]. Niezbednym
etapem w kaskadzie przerzutowania jest wytworzenie nowych naczyn krwionosnych
otaczajagcych guz. Nadmierna angiogeneza, indukowana stanem hipoksji nowotworu,
umozliwia  komorkom  nowotworowym  przedostawanie si¢ do  krazenia
ogolnoustrojowego dzieki zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyn. Drugi etap sktada si¢
z ucieczki komoérek nowotworowych z masy guza pierwotnego oraz inwazji i migracji
przez btong podstawna i macierz zewnatrzkomoérkowg na drodze jej proteolitycznej
degradacji. Jest to pierwszy krytyczny etap procesu przerzutowego, wymagajacy zmian
w adhezji miedzy komorkami, atakze wadhezji komodrki do macierzy
zewnatrzkomorkowej [36]. Wspomnianym powyzej procesom towarzyszy spadek
ekspresji E-kadheryny nablonkowej, bedacej kluczowym sktadnikiem polaczen
przylegajacych iwzrost ekspresji N-kadheryny, charakterystycznej dla komorek
mezenchymalnych. Elementami odpowiadajacymi za potaczenia i przyleganie komorek
nablonkowych sa rowniez klaudyny, okludyny ikateniny, atakze sktadniki
desmosomalne, takie jak desmogleina idesmkolina. Jako markery komorek
mezenchymalnych uznawane sg wimentyna, fibronektyna, N-kadheryna i aktyna mig$ni
gladkich [37]-[40]. Kolejny etap stanowi intrawazacja, czyli przedostanie si¢ komorki
nowotworowej do uktadu krwionosnego poprzez penetracje blony podstawnej i $ciany
naczynia krwiono$nego. Uwaza si¢, ze leukocyty oraz ptytki krwi, taczac sig
w kompleksy z komérkami nowotworowymi przez L- lub P-selektyny, utatwiajg proces
wedrowki W naczyniach krwiono$nych. Migracja komoérek nowotworowych do tkanek
odlegtych mozliwa jest dzieki obecnosci chemokin w tkance docelowej, za
posrednictwem ktorych dochodzi do kierunkowej migracji komorek i aktywacji szlakow
regulujacych przebudowanie cytoszkieletu. Ostatnim etapem w procesie przerzutowania
jest ekstrawazacja, czyli wynaczynienie komodrek nowotworowych 2z uktadu
krwiono$nego i inwazja komorek przez blong podstawng otaczajaca tkanke docelowa
oraz wzrost wtornego ogniska nowotworowego w miejscu przeznaczenia (Rycina 3).

Komoérki nowotworowe, promujac stan zapalny, tworzg nisze¢, sprzyjajacg wzrostowi

15



nowotworu [33], [41], [42]. W miejscu przerzutow bardziej korzystnym fenotypem dla
komorki jest forma nabtonkowa, stad konieczno$¢ transformacji komorki z jej charakteru
mezenchymalnego do nablonkowego. Proces przeciwny do EMT nazywany jest
przejsciem mezenchymalno — nabtonkowym (ang. mesenchymal - epithelial transition —
MET).

Komérki Komérki
epitelialne mezenchymalne
EMT (Ekstrawazacja)
—
P
MET (Intrawazacja)
+ E-kadheryna « N-kadheryna
« Laminy + Wimentyna
- Klaudyny + Fibronektyna

_ e SO
e
Wzrost guza i " @ & =
angiogeneza i A e G

7 !
4 =
- &7 @

y o 7 4 Ekstrawazacja
©)
|

o @
‘ Intrawazacja ‘ < P

@ S @&
S 4 :
Inwazja i migracja — Ay 4 ’
komoérek nowotworowych P @

- e
o=

Rozwdj przerzutow

*

Rycina 3. Tworzenie przerzutow i rola przejécia nabtonkowo-mezenchymalnego — EMT w tym

procesie.

1.5 Nowoczesne terapie wykorzystywane w leczeniu pacjentéw chorych na raka

gruczolu sutkowego

Rak gruczohu sutkowego to jednostka chorobowa, ktorej leczenie ukierunkowane
jest na wiele roznych punktéw uchwytu. Wynika to ze ztozono$ci cech nowotworoéw
gruczotu sutkowego. Szczegdlne wyzwanie W terapii raka piersi stanowi oporny na wiele
typow leczenia podtyp okre$lany jako potrdjnie ujemny. Obecnie wykorzystywane
konwencjolane terapie to migdzy innymi chemioterapia adjuwantowa i neoadjuwantowa,

chirurgia, terapia hormonalna i radioterapia. Nowatorskie strategie wykorzystujace
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ukierunkowane czasteczki biologiczne oraz biono$niki do miejsca docelowego,
ograniczajg uszkodzenia komorek prawidtowych [43]. Zarowno terapie nowatorskie, jak
rowniez klasyczne podejscia, testowane sg obecnie W terapiach skojarzonych, mogacych
przynie$¢ pozytywny skutek leczniczy [44]. Jedno z najwazniejszych osiggnie¢ ostatnich
kilkudziesigciu lat stanowi immunoterapia nowotworow, CO Wynika z niepodwazalnego
wplywu uktadu odporno$ciowego na rozwoj nowotworéw [45]. Naciek komorek
immunologicznych pomigdzy podtypami nowotwordw piersi jest bardzo zréznicowany,
stad zastosowanie tego samego podejscia immunoterapeutycznego dla wszystkich
pacjentdéw moze nie odnie$¢ oczekiwanych efektow. Wraz ze wzrostem wiedzy na temat
inhibitorow punktow kontrolnych uktadu odpornosciowego oraz ich wykorzystania
w leczeniu, wzrosta liczba badan w obszarze immunoterapii, ze szczegdlnym skupieniem
uwagi na receptorze PD-1 (ang. programmed death-1) oraz jego ligandzie PD-L1 (ang.
programmed death ligand-1) [46], [47]. Innymi czgsteczkami wartymi uwagi sa migdzy
innymi CTLA-4, LAG3 i TIGIT, hamujace limfocyty T lub czasteczki takie jak OX-40
i 4-1BB stymulujace limfocyty T i zwigkszajace ich aktywnos¢ cytotoksyczng [48]. Na
szczegllng uwage zasluguja réwniez nowe metody takie jak terapie komorkowe
obejmujgce limfocyty infiltrujagce guz czy terapie wykorzystujgce chimeryczne limfocyty
T (ang. chimeric antigen receptor T - CAR-T) [49], bispecyficzne przeciwciata
rozpoznajace dwa rozne epitopy lub antygeny na komorkach nowotworowych
i komorkach uktadu odpornos$ciowego, co prowadzi do rozpoznania immunologicznego
komorek nowotworowych [50] oraz szczepionki przeciwnowotworowe, w ktorych
najczestszym celem sg czgsteczki takie jak HER-2, CTA, NY-ESO-1 [51], [52].
Znadzieja na poprawg wynikow W leczeniu pacjentdow zZ nowotworem gruczotu
sutkowego stale prowadzone sg prace nad skojarzonymi strategiami terapeutycznymi

zwigkszajacymi odsetek odpowiedzi komorkowej i korzysci kliniczne [53].

2. Mechanizm dzialania oraz metabolizm witaminy D

Witamina D nalezy do grupy witamin rozpuszczalnych w tluszczach. Jest
niezb¢dna do utrzymania prawidtowej homeostazy i procesow metabolicznych
W organizmie. Niedobor witaminy D jest istotnym czynnikiem ryzyka dla rozwoju
nowotworow | innych chorob takich jak np. osteoporoza [54]. Glownym zrodiem

witaminy D dla cztowieka jest jej synteza W skorze oraz dieta. Dieta bogata w ryby, jaja
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czy fortyfikowane mleko sg dodatkowym zrodtem dostarczenia witaminy D w formie
egzogennej [55].

Wyrodznia sie dwie formy witaminy D jakimi sg: cholekalcyferol (witamina Ds),
produkowany w skorze pod wptywem $wiatla stonecznego oraz ergokalcyferol (witamina
D2) syntetyzowany w ro$linach igrzybach. Witaminy D2 i D3z r6znig si¢ budowsg
fancuchow bocznych, przez co odmienne jest ich wigzanie z biatkami no$nikowymi we
Krwi i pdzniejszy metabolizm [56]. Pierwszym etapem przeksztalcen witaminy D3 jest
hydroksylacja przy udziale cytochroméw watrobowych P450 — CYP2R1 oraz CYP27A1
I utworzenie kalcydiolu - 25(OH)D3, gromadzonego gltéwnie W watrobie. Natomiast
w nerkach dochodzi do hydroksylacji kalcydiolu poprzez dziatanie enzymu CYP27B1
i wytworzenie kalcytriolu (10,25(0OH).D3). Kalcytriol jest metabolitem witaminy D3
powszechnie uznawanym za biologicznie aktywny. Kolejnym etapem metabolizmu jest
przeksztalcenie  kalcydiolu - 25(OH)Ds do  24,25-dihydroksywitaminy D3
(24,25(0OH).D3) i kalcytriolu do 1,24,25-trihydroksywitaminy D3z (1,24,25(0OH)sD3)
przez enzym CYP24Al (Rycina 4). Wszystkie metabolity dostajac si¢ do uktadu
krwiono$nego wigzane sg z biatkiem wigzagcym witaming D (ang. vitamin D -binding
protein - DBP), albuming i lipoproteinami. W monitorowaniu klinicznym podazy
witaminy D u pacjentdw stosuje si¢ obecnie pomiar catkowitego 25(OH)D3, poniewaz to
wilasnie kalcydiol, stanowigcy glowny metabolit witaminy Ds, wystepuje W 0Soczu
W znacznie wyzszym stezeniu niz kalcytriol. Wynika to z biologicznego okresu
pottrwania kalcydiolu wynoszacego kilkadziesigt dni w poréwnaniu do kilkugodzinnego

okresu pottrwania kalcytriolu [56]-[58].
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Rycina 4. Schemat szlaku metabolicznego witaminy Ds (zrédlo wzoréow chemicznych:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov oraz https://www.chemodex.com [dostgp 7.12.2023]).

Witamina D zaangazowana jest W utrzymanie homeostazy oraz regulowanie
wielu procesow biochemicznych, co zwigzane jest z mechanizmem jej dziatania. Funkcje
genomowe regulowane s3 poprzez wigzanie witaminy D z jej receptorem VDR (ang.
vitamin D receptor). Receptor dla witaminy D stanowi specyficzny receptor jadrowy
z motywem palca cynkowego zwysoce konserwatywng domeng 0 wysokim
powinowactwie i specyficznosci wigzania liganda oraz DNA. Zwigzana ze swoim
receptorem witamina D wulegajac modyfikacji konformacyjnej tworzy kompleks
z receptorem X kwasu retinowego (ang. retinoic acid X receptor - RXR). Kompleks
VDR/RXR transportowany jest do jadra komorkowego, gdzie 2z wysokim
powinowactwem wigze si¢ Z elementami odpowiedzi na witaming D (ang. vitamin D
responsive element - VDRE) w regionach promotorowych docelowych genow, gdzie
rekrutujac biatka odpowiedzialne za modyfikacje histonow, przebudowe chromatyny
| wigzanie polimerazy RNA 11, reguluje transkrypcje wielu réznych genow [59]-[61].

Ztozono$¢ nastepujacych po sobie etapow W odpowiedzi genomowej wigze si¢
z wydluzonym czasem odpowiedzi komorkowej. Istnieje jednak mechanizm szybkiej
odpowiedzi na witaming D okres§lany jako mechanizm niegenomowy. Niegenomowa
droga dziatania witaminy D pozwala regulowa¢ aktywnos$¢ kanalow jonowych, fosfataz,
kinaz iinnych enzyméw. Potaczenie aktywnej formy witaminy D zjej blonowym
receptorem szybkiej odpowiedzi wigzagcym steroidy (1,25-D-MARRS/PDIA3/ERp57)
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powoduje miedzy innymi aktywacj¢ szlakow sygnatlowych kinazy MAP, aktywacje
kinazy biatkowej C (PKC), wytwarzanie wtornych przekaznikéw, takich jak wapn czy
cykliczny AMP. Ostatecznie mechanizm niegenomowy, na drodze wielu przemian, moze

doprowadzi¢ takze do modulowania ekspresji docelowych genow (Rycina 5) [60], [61].

Niegenomowa droga
dziatania witaminy D

Genomowa droga dziatania
witaminy D

@ ; wmlﬂ. —q\
m i 1,25-MARRS
ﬁ ) ' DAG  IP3
L PKCa iateczka -
/ e : T ss'rétdplal;matyczna T e
E & ! gladka TcAMP

N/ VDRE

Rycina 5. Schemat genomowego i niegenomowego dziatania witaminy D w komorce.

2.1 Znaczenie witaminy D w nowotworach

Kalcytriol wykazujacy dziatanie antyproliferacyjne i proapoptotyczne stal si¢
przedmiotem zainteresowania w onkologii. Jednym z mechanizméw dziatania
kalcytriolu jest modulacja cyklu komorkowego poprzez podniesienie poziomu
inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases — CDK)
regulujacych przej$cie migdzy fazami cyklu komorkowego — GO/G1, S, G2 i M [62], [63].
Kalcytriol, dzigki swoim wlasciwos$ciom, przyczynia si¢ do ograniczenia rozwoju

nowotworu. Badania populacyjne, obejmujace chorych na raka jelita grubego, raka piersi
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I raka watrobowokomodrkowego sugeruja, iz niski poziom witaminy D w surowicy
koreluje ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju i progresji tych nowotworoéw [63]. Uwaza
si¢ takze, ze zwickszone ryzyko rozwoju raka pluc, jelita grubego, gruczotu sutkowego,
pecherza moczowego i chloniaka wyst¢puje u 0s6b z niskim stezeniem witaminy
D w surowicy [64]. Ostatnie eksperymenty z wykorzystaniem zwierzat do§wiadczalnych
nad stosowaniem witaminy D lacznie z innymi terapiami przeciwnowotworowymi
pozwolily potwierdzi¢ jej znaczenie przeciwnowotworowe w wielu typach nowotworow
[65]. Na przyktad w przypadku glejaka wielopostaciowego u szczuréw witamina
D indukowala programowang $mier¢ komorek, autofagi¢ cytotoksyczng oraz hamowata
migracj¢ [66], [67]. W badanich in vitro w przypadku szpiczaka mnogiego kalcytriol
znosit oporno$¢ na bortezomib [68], a W nowotworze pegcherza moczowego zwickszat
skutecznos¢ dziatania cisplatyny [69]. Ponadto, w modelu migsaka kosciopochodnego u

myszy hamowat wzrost guza i rozwoj przerzutow [70].

2.2 Wplyw witaminy D na raka piersi

Obecnos¢ receptora dla witaminy D (ang. vitamin D receptor — VDR) oraz wptyw
witaminy D na funkcjonowanie gruczolu sutkowego zaczely stanowi¢ przedmiot
zainteresowania naukowcow I klinicystow od poczatku lat 80. XX wieku. Juz é6wczesne
badania sugerowaly, ze obecno$¢ receptora dla witaminy D koreluje z lepszym
rokowaniem u pacjentek z rakiem piersi [71]. Obecne badania ex vivo wskazujg na
wyzszg ekspresjc VDR w nowotworach piersi u kobiet w poczatkowym stadium niz
w zaawansowanych stadiach raka piersi. Wigze si¢ to z utratg wrazliwos$ci na dzialanie
witaminy D wraz z progresja nowotworu na skutek zmniejszajacej si¢ ekspresji receptora
dla witaminy D [72]-[74]. Podwyzszona ekspresja cytoplazmatycznego i jadrowego
poziomu VDR koreluje réwniez z cechami nowotworu takimi jak mniejsza wielko$¢
guza, nizszy stopien zto§liwosci, nizsza ekspresja biatka Ki67, oraz mniejsze ryzyko
$miertelno$ci zwigzanej z nowotworem piersi u chorujacych kobiet [74], [75].

W badaniach ex vivo przeprowadzonych na materiale pobranym od pacjentek
zauwazono, ze komorki nowotworowe unikajg dziatania kalcytriolu za posrednictwem
zmian w ekspresji enzymow metabolizujacych witaming D. W rakach piersi poziom
enzymu CYP27B1 spada, podczas gdy ekspresja CYP24A1 ro$nie. Dochodzi woéwczas
do zmniejszenia lokalnej produkcji aktywnej formy witaminy D [72], [76]. Biorac pod
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uwage odwrotng korelacje poziomu VDR i stopnia agresywno$ci nowotworu, uwaza sig,
iz receptor dla witaminy D moze odgrywa¢ kluczowg role jako czynnik prognostyczny,
wskazujacy na nizsze ryzyko zgonu z powodu nowotworu [77]. Szacuje si¢, iz optymalne
stezenie kalcydiolu w surowicy krwi wynosi 30-50 ng/ml (75-125 nmol/l) [78].
W badaniach klinicznych zauwazono, iz istotnie nizszy poziom kalcydiolu w surowicy
(<25 ng/ml) odnotowano u pacjentek ze zdiagnozowanym nowotworem piersi niz
u kobiet zdrowych, cho¢ inne badania, wykluczajace ochronny efekt witaminy
D, wykazaly, iz wyzszy jej poziom (=99 nmol/l) u starszych kobiet ($rednia wieku 63
lata) korelowal z wigkszym ryzykiem zachorowania na nowotwor piersi oraz gorszg
przezywalnos$cig 0sob chorych [79].

Liczne badania in vitro oraz in vivo wskazuja na przeciwnowotworowe dzialanie
witaminy D na drodze regulacji szlakow réznicowania i proliferacji komorek, apoptozy
| inwazji, jak rowniez za posrednictwem regulowania stanu zapalnego i powstawania
nowych naczyn krwionosnych [77], [79], [80]. W zaleznos$ci od typu raka gruczotu
sutkowego, kalcytriol zdolny jest do regulowania apoptozy komorek na drodze rdznych
szlakéw. Badania in vitro pokazaty, ze kierowanie komorek na drogg $mierci pod
wplywem  Kkalcytriolu odbywa si¢ dzigki obnizeniu ekspresji  czynnikow
antyapoptotycznych, do ktorych nalezg Bel-2, Bel-XL [81]. Silnie konserwatywny proces
polegajacy na usuwaniu przez komorke dysfunkcyjnych organelli komoérkowych
| fragmentow komorki zwany inaczej autofagia, réwniez podlega modulacji przez
witaming D. W trakcie progresji nowotworu, komorki gruczotu sutkowego tracg zdolnos¢
do prawidtowej autofagii, co zwigzane jest z zaleznym od VDR obnizeniem ekspresji
kluczowego w tym procesie genu MAPL1LC3B. W badaniach in vitro dowiedziono
jednak, iz kalcytriol moze znosi¢ dziatanie VDR na ekspresj¢ MAP1LC3B i modulowaé
W ten sposob autofagie komorkowa [82].

Stan zapalny towarzyszacy procesowi nowotworzenia stymuluje uktad
immunologiczny, angazujagc miedzy innymi limfocyty T cytotoksyczne (CDS8Y).
Limfocyty CD8" naciekajgce nowotwor (ang. tumour-infiltrating lymphocytes - TIL)
dziatajg przeciwnowotworowo i stanowig czynnik predykcyjny, wigzacy si¢ z lepszym
rokowaniem pacjentek chorujgcych na potrojnie ujemny nowotwor piersi (TNBC) [83].
W badaniach biorgcych pod uwage zawarto$¢ tluszczow w diecie wykazano, iz
cholekalcyferol powodowat zwigkszenie liczby i aktywnosci limfocytow CD8" TIL
umyszy z prawidtowo zbilansowang dieta, z kolei podanie doustne cholekalcyferolu przy

wysokiej podazy tluszczy w diecie powodowato zmniejszenie rekrutacji limfocytow T
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CD8" oraz wzrost wielkosci guzow pierwotnych mysiego raka gruczotu sutkowego
EO771 [84]. Oprocz wczesniej wspomnianego pozytywnego wplywu witaminy D na
proces zapalny towarzyszagcy nowotworom, istnieja rowniez doniesienia O jej
przeciwstawnym dziataniu. Badania wykazuja, iz traktowanie myszy cholekalcyferolem
powodowalo tlumienie dziatania przeciwnowotworowego limfocytow pomocniczych
T typu 1 (Th1), promujac proces Wzrostu guza pierwotnego u myszy obarczonych mysim
rakiem gruczotu sutkowego 4T1 [85]. Pronowotworowy charakter witaminy D wykazano
réwniez W przypadku podskornego podania kalcytriolu ijego analogow (PRI-2191
i PRI-2205) u myszy wwieku 6-8 tygodni, obserwujac zwigkszenie potencjatu
przerzutowego komorek mysiego raka gruczotu sutkowego 4T1 do ptuc. Procesowi temu
towarzyszylo zwickszone wydzielanie proprzerzutowego biatka osteopontyny
(ang. osteopontin - OPN) przez komoérki guza [86].

Badania prowadzone na myszach zaszczepionych ludzkimi komérkami MCF7
wykazaty, ze Kkalcytriol odgrywa rowniez znaczaca role w modulacji poziomu
endogennego estrogenu bedacego czynnikiem promujacym powstawanie i rozwoj raka
piersi u kobiet w wieku pomenopauzalnym. Kalcytriol hamowat lokalng synteze
estrogenu w mikrosrodowisku guza poprzez zmniejszenie ekspresji aromatazy w tkance
thuszczowej piersi [87]. Istotng role kalcytriolu zauwazono réwniez W mechanizmach
regulacji procesu EMT w badaniach in vitro nad potrojnie ujemnym nowotworem piersi
(ludzkie linie komorkowe MDA-MB- 231, Hs578T, BT-549). Powodowat zwigkszenie
ekspresji markera nabtonkowego E-kadheryny i obnizenie ekspresji N-kadheryny
w komorkach oraz zahamowanie tworzenia przerzutow do kosci. W $wietle tych danych

kalcytriol uwaza si¢ za czynnik przeciwnowotworowy [88]-[90].

2.3 Analogi witaminy D

Ze wzgledu na szereg procesow, W ktorych kalcytriol odgrywa kluczowa role,
miedzy innymi W regulowaniu homeostazy wapnia i fosforanow oraz funkcji
immunologicznych, moze by¢ uwazany za potencjalny lek w leczeniu wielu choréb.
Odzwierciedleniem wolnej frakcji metabolitow witaminy D w surowicy jest oznaczenie
poziomu kalcydiolu - 25(OH)D3s. Obecnie uznawany jest on za najbardziej rzetelny
marker oceny poziomu witaminy D w organizmie. Ste¢zenie kalcydiolu w osoczu
wynoszace <20 ng/ml (lub 50 nmol/L) wskazuje na niedobdér witaminy D [78].

Uzupetnienie niedoboru w formie egzogennego kalcytriolu, zwlaszcza stosowanego
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w wysokich dawkach, w konsekwencji przektada si¢ na wywolywanie niepozadanych
skutkbw ubocznych w postaci zwapnienia naczyn krwionosnych, hiperkalcemii
(>6 mmol/l lub 10,5 mg/dl) [91] czy hiperkalciurii (> 4mg/kg/dobe) [92], [93], [94].
Celem uniknigcia wystepowania skutkow ubocznych stworzono strukturalne analogi
kalcytriolu posiadajace potencjat w zastosowaniu ich w terapiach wielu chorob. Analogi
kalcytriolu syntezuje si¢ w celu rozwigzania problemu zwigzanego z obcigzeniem
gospodarki wapniowej i efektami, ktore to obcigzenic powoduje, ale rdéwniez
podyktowane jest poszukiwaniem metod na poszerzenie okna terapeutycznego dziatania
witaminy D oraz na wyeliminowanie opornos$ci na indukcje apoptozy [95], [96].
Modyfikacje tancuchéw bocznych, pierScienia A, pierScienia B czy pierscienia CD
polegajace na zmianach w grupach hydroksylowych pozwolily na stworzenie analogow
witaminy Ds, takich jak takalcytol (PRI-2191), kalcypotriol (PRI-2201), alfakalcydol,
eldekalcytol, maksakalcytol czy parikalcytol (Rycina 6) [97]. Zmiany wprowadzane
w strukturze witaminy D pozwolity na opracowanie wielu tysiecy analogow kalcytriolu,
Z czego czg$¢ stosowana jest powszechnie w réznych dziedzinach medycyny. Oprocz
samego kalcytriolu, alfakalcydol oraz eldekalcytol w Japonii stosowane sg W terapii
osteoporozy oraz osteodystrofii nerkowej [98], kalcypotriol i takalcytol w leczeniu
huszezycy [99], [100], zas alfakalcydol w leczeniu niedoczynnos$ci przytarczyc [101].
Badania, ktore wskazywaty na przeciwnowotworowy charakter kalcytriolu, sktonity
badaczy do poszukiwan analogéw posiadajacych podobne funkcje hamujace rozwoj
nowotworu, lecz z nizszym potencjalem do wywotywania hiperkalcemii. Pierwszym
analogiem, ktorego potencjal przeciwnowotworowy analizowano w badaniach
Klinicznych w raku piersi, jelita grubego itrzustki byt seokalcytol, lecz nie
zaobserwowano  wyraznych efektow  przeciwnowotworowych  [102], [103].
Niepowodzeniem w terapii raka prostaty, zarowno W badaniach in vitro jak i badaniach
klinicznych, okazat si¢ by¢ rowniez parikalcytol [104], [105]. Badania przeprowadzone
na pacjentach wykazaty, ze dziatanie kalcypotriolu u chorych na raka piersi rowniez nie
jest jednoznaczne. U czgéci pacjentdéw zauwazono istotne zmniejszenie Srednicy zmian
nowotworowych, podczas gdy winnym badaniu nie stwierdzono odpowiedzi na
zastosowang terapi¢ [106], [107]. Wykorzystanie kalcypotriolu u myszy w terapii
czerniaka okazato si¢ blokowa¢ rozwoj wczesnego raka skory poprzez regulacje uktadu
odpornosciowego [108], [109]. Badania nad aktywno$cig takalcytolu wykazaty, iz analog
ten charakteryzowat si¢ silniejszym dziataniem przeciwnowotworowym oraz nizszg

toksycznos$cig kalcemiczng niz kalcytriol w przypadku mysiego nowotworu gruczotu
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sutkowego [110]. Badania in vitro wskazuja, iz mechanizm stojacy za
przeciwnowotworowym efektem dziatania takalcytolu zwigzany jest z hamowaniem
proliferacji komorek nowotworowych oraz regulowaniem cyklu komérkowego [111],
[112]. Celem zwickszenia skutecznoS$ci terapeutycznej analogéw witaminy D, prowadzi
si¢ badania nad ich lacznym stosowaniem z radioterapig oraz chemioterapeutykami

powszechnie wykorzystywanymi w leczeniu przeciwnowotworowym [99].

» Modyfikacje taricuchéw bocznych
» Modyfikacje pierscienia CD

—————————————————————— » Modyfikacje pierscienia B

+ Modyfikacje pierscienia A

HO" HO

Takalcytol Kalcypotriol
(PRI-2191) (PRI-2201)

O~ -OH
Eldekalcytol

H:C,

HO" 'OH

Maxakalcytol Parikalcytol Seokalcytol

Rycina 6. Analogi kalcytriolu oraz modyfikacje strukturalne umozliwiajace wytworzenie

analogow.

3. Osteopontyna jako modulator odpowiedzi immunologicznej

Za zachowanie prawidlowej homeostazy organizmu i utrzymanie odpowiednich
proporcji migdzy czynnikami patologicznymi a fizjologicznymi oraz prawidlowe
reagowanie na szkodliwe czynniki egzogenne i endogenne w organizmie odpowiada
miedzy innymi uklad odpornosciowy. W odpowiedzi na zaburzenie fizjologicznych
funkcji organizmu, wramach odpowiedzi wrodzonej inabytej aktywowane sg
poszczegdlne komorki uktadu odporno$ciowego co prowadzi do odpowiedzi

25



cytotoksycznej, uwolnienia cytokin czy aktywacji bialek poszczegélnych szlakéw
sygnatowych.

Jednym z biatek wydzielanych na skutek dziatania czynnikéw stresogennych jest
kodowana przez gen SPP1, osteopontyna [113]. Ludzki gen kodujacy osteopontyne -
SPP1 znajduje si¢ na chromosomie 4, locus q22.1 i obejmuje 7 eksondow, z kolei mysi
gen Spp1l zlokalizowany jest na chromosomie 5 z regionem kodujacym 0 dtugosci okoto
6 kb, obejmujacym 8 eksondéw [114]. OPN jest fosfoproteing glikozylowang kwasowo
i nalezy do rodziny matych N-glikoprotein wigzacych integryny. Ludzka OPN ztozona
jest z 314, a mysia z 294 reszt aminokwasowych. Pomimo, ze masa czasteczkowa biatka
wynosi 35 kDa u ludzi 132 kDa u myszy, to ze wzgledu na liczne modyfikacje
potranslacyjne, jakim poddawane moze by¢ to biatko, w analizach biochemicznych
identyfikowane jest w zakresie od 40 do 80 kDa [115]. Z racji duzej ilosci reszt kwasu
asparaginowego lub kwasu glutaminowego budujacych OPN jest ona silnie natadowana
ujemnie ibardzo podatna na liczne modyfikacje potranslacyjne (w tym obrobke
proteolityczna, fosforylacje, glikozylacje, sulfonowanie i sieciowanie za posrednictwem
transglutaminazy) oraz alternatywny splicing, ktore prowadzag do powstania
réznorodnych pod wzgledem mas i funkcjonalnosci biatek [116], [117]. Pelnigc funkcje
biatka plejotropowego OPN nie jest biatkiem tkankowo-specyficznym, a jej obecnos¢
stwierdza si¢ W r6znych typach tkanek i komoérek, gdzie odpowiada za procesy zaré6wno
fizjologiczne, jak i patologiczne, do ktorych naleza migdzy innymi gojenie ran,
biomineralizacja, przebudowa ko$ci, regulacja stanéw  zapalnych, choroby
autoimmunologiczne. Reguluje migdzy innymi procesy takie jak angiogeneza,
regeneracja tkanek, immunomodulacja, ale odgrywa réwniez istotng role w zaburzeniach
neurologicznych czy procesie kancerogenezy. Produkowana jest przez osteoblasty,
osteoklasty oraz komorki §rodbtonkowe, neuronalne, nabtonkowe oraz odpornosciowe
wtym komorki T, komorki NK, makrofagi ikomorki Kupffera, adziala za
posrednictwem swoistych receptoréw, do ktorych nalezg miedzy innymi integryny takie
jak a5B1, a8B1, avpl, avB3, avBS i avpo6, o4pl, adp7 i a9B1 czy glikoproteiny typu I
i CD44. OPN identyfikowana jest wosoczu iulega konstytutywnej ekspresji
w narzgdach takich jak nerki, piersi, mozg, skora, kosci, szpik kostny i pecherz moczowy
[114], [118].

Modyfikacja potranslacyjna polegajaca na usunigciu sekwencji sygnatowej biatka
(delecja N-koncowej sekwencji sygnalowej 16 aminokwasow), zapobiega jego

lokalizowaniu si¢ W pecherzykach wydzielniczych iuwolnieniu poza komorke, co
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powoduje powstanie wewnatrzkomorkowej OPN (ang. intracellular OPN - iOPN)
zlokalizowanej w cytoplazmie lub jadrze komoérkowym. iOPN peini funkcje biatka
adaptorowego lub rusztowania w szlakach przekazywania sygnatu. Odpowiada réwniez
za stabilizacj¢ innych biatek wewnatrzkomoérkowych. OPN zewnatrzkomoérkowa (ang.
secreted OPN - sOPN), ze wzgledu na zachowana podczas modyfikacji sekwencje¢
sygnatowa, kierowana jest poza komorke, gdzie oddziatuje z receptorami, takimi jak
integryny czy glikoproteiny, adhezyny CD44, modulujac iaktywujgc szlaki
wewnatrzkomorkowe. OPN poprzez wigzanie z receptorem CD44, a doktadniej z jego
podjednostkami CD44s i CD44v, stymuluje inwazje komodrek nowotworowych.
Potaczenie OPN  zintegryng avpB3 aktywuje szlak wewnatrzkomorkowy
PI3K/Akt/NF-«kB, regulujac W ten sposob zalezny od NF-kB/ZEB sygnatl do przejs$cia
nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT) ipromuje rozwo6j nowotworu. z kolei, za
posrednictwem metaloproteinaz MMP2 1 MMP9 zwigksza potencjal migracyjny
komoérek nowotworowych pobudzajac proces inwazji komorkowej. Poprzez
oddziatywanie z receptorem oavpl reguluje ekspresj¢ C/EBP, hamujac roéznicowanie
adipogenne. Po potaczeniu OPN z a9B1 dochodzi do aktywacji szlakow sygnatowych
ERK 1ip38, co stymuluje ekspresje COX-2 w makrofagach iindukuje proces
angiogenezy. Interakcje pomigedzy OPN areceptorem o4pl bezposrednio wigzg sie
z promowaniem adhezji leukocytéw oraz, za posrednictwem NF-xB, prowadza do
zwiekszenia ekspresji genow odpowiadajacych za przezycie komorek (Rycina 7) [119]-
[123]. OPN okreslana jest jako biatko wczesnej aktywacji limfocytow T-1 (ang. early
T lymphocyte activation 1 - Eta-1), poniewaz aktywowane komorki T silnie ekspresjonuja
OPN, w szczegdlnosci sOPN. Inne komorki wrodzonej odpowiedzi immunologicznej,
takie jak makrofagi czy komorki dendrytyczne, wykazuja ekspresje obu podjednostek
IOPN oraz sOPN. Z kolei, w komérkach NK dominuje iOPN [114], [118].

Liczne badania wskazujg, ze wysoki poziom OPN czesto skorelowany jest ze
ztosliwym fenotypem nowotworu, gorszym rokowaniem U pacjentOw chorujacych na
raka istabg odpowiedziag na leczenie [124]. Wysoka ekspresja OPN zdaje si¢ byc
znaczaca W przypadku wielu nowotwordéw, w tym w raku skory, glowy i szyi, tarczycy,
piersi, ptuc, przetyku, zotadka, watroby, trzustki, jelita grubego, nerek, pecherza
moczowego, prostaty, jajnika, czerniaku, szpiczaku, kostniakomigsaku i glejaku
wielopostaciowym. Zidentyfikowana w osoczu i tkance nowotworowej OPN uczestniczy
w regulowaniu stopnia zaawansowania, wielko$ci guza, inwazyjnosci, przerzutowaniu

| stanowi staby prognostyk przezycia u pacjentow onkologicznych [116]. W raku piersi
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OPN dziata za posrednictwem receptorow CD44 i avp3, rekrutuje i aktywuje fibroblasty,
a takze promuje proces zapalny i sprzyja wzrostowi nowotworu [125]. OPN odpowiada
za promowanie angiogenezy poprzez regulacj¢ wydzielania czynnika wzrostu srodbtonka
naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor — VEGF) w komorkach
srodbtonka. Regulowanie przerzutowania komorek nowotworowych za posrednictwem
OPN odbywa si¢ przez wplyw na aktywno$¢ kinazy 1 i2 regulowanej sygnatem
zewnatrzkomérkowym ~ (ERK1/2)  oraz  aktywowaniem  szlakéw  kinazy
3-fosfatydyloinozytolu/kinazy biatkowej B (PI3K/AKT) [126], [127]. Ze wzgl¢du na
charakter oraz poznane mechanizmy dziatania OPN, uwaza si¢, ze biatko to moze
stanowi¢ dobry cel terapeutyczny przy wykorzystaniu tradycyjnych terapii
przeciwnowotworowych, takich jak radioterapia czy chemioterapia w skojarzeniu
z ukierunkowang terapia celujaca w OPN [124].

Bioragc pod uwage powyzsze informacje, stwierdzi¢ mozna, ze charakter dzialania
OPN jest dwukierunkowy. Zjednej strony, ulega ekspresji w prawidlowo
funkcjonujgcych komoérkach oraz reguluje takie procesy jak adhezja komorek, migracja,
proliferacja, przezycie czy rdéznicowanie, przez co jest kluczowym elementem
w utrzymaniu wielu funkcji fizjologicznych. Z drugiej strony, aktywnosci OPN
przypisuje si¢ stymulacje wzrostu guza, inwazyjnosci komorek nowotworowych, EMT
| powstawania przerzutow, a takze supresj¢ immunologiczng. Ze wzgledu na mechanizm
dziatania OPN, niezb¢dne jest przeprowadzenie dalszych badan zglebiajacych wiedzg na
temat tego biatka. Co wiecej, poktada si¢ duze nadzieje w wykorzystaniu OPN jako celu

terapeutycznego w leczeniu przeciwnowotworowym [116].
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Rycina 7. Efekty oddziatywan OPN ze swoistymi receptorami.

4. Udzial wybranych komérek ukladu odpornosciowego Ww progresji

nowotworow

Sprawny  uklad  odpornosciowy  jest niezbedny  w rozpoznawaniu
nieprawidtowych komorek rozwijajacych si¢ w organizmie. Wyspecjalizowane komorki
uktadu odpornosciowego petnigc funkcje¢ nadzoru immunologicznego, rozpoznajg
I niszczg patogeny oraz nieprawidtowe komorki. Komorki nowotworowe zdolne sg do
unikania odpowiedzi ze strony uktadu odporno$ciowego migdzy innymi za
posrednictwem mechanizmu okreslanego jako ucieczka immunologiczna. Zmniejszenie
lub catkowita utrata ekspresji bialek stanowigcych antygeny, za posrednictwem ktorych
komorki uktadu odpornosciowego zdolne sg do rozpoznania komoérek nowotworowych
jest jednym z mechanizméw ucieczki immunologicznej. Uktad odpornosciowy odgrywa
takze kluczowa rolge W ksztattowaniu mikrosrodowiska nowotworu (ang. tumor
microenvironment - TME). Przezycie i funkcjonowanie komoérek noworworowych, jak

roOwniez nabycie inwazyjnego fenotypu umozliwiajacego rozprzestrzenianie si¢ komorek
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do odlegtych miejsc od miejsca pierwotnego, regulowane jest przez interakcje migdzy
sktadnikami strukturalnymi a komérkami tworzacymi wspdlnie mikrosrodowisko guza
[128], [129], [130]. W zaleznosci od typu nowotworu sktad mikro$rodowiska moze
roézni¢ sie, lecz wspolnymi cechami sg komorki zrgbowe, naczynia krwiono$ne, macierz
zewnatrzkomoérkowa oraz komorki odpornosciowe [131].

Komorki wystepujace w TME, odgrywajace znaczaca role w rozwoju nowotworu
to komorki dendrytyczne, limfocyty naciekajgce nowotwor, makrofagi M2, komorki NK
oraz fibroblasty zwigzane z nowotworem [132]. Komorki dendrytyczne oraz makrofagi
obecne w TME, poprzez wydzielanie czynnikow hamujacych aktywnos$¢ limfocytow
T i promujgcych rozwdj naczyn krwionosnych, sprzyjaja wzrostowi guza iindukuja
immunosupresj¢ [128], [129]. Fibroblasty zwigzane Z nowotworem ze wzglgdu na swoja
funkcje, moduluja s$rodowisko nowotworu, wspomagajac procesy naprawcze
W organizmie, atym samym przyczyniajac si¢ do immunosupresji mikrosrodowiska
nowotworowego, co sprzyja wzrostowi nowotworu i przerzutom. W odpowiedzi na stan
zapalny w otoczeniu guza, fibroblasty zdolne sa do rekrutowania limfocytow T oraz
makrofagobw M2 i modulowania ich polaryzacji [133]. Komorkami efektorowymi,
zdolnymi do rozpoznawania i zabicia nowotworowych komoérek macierzystych oraz
niezréznicowanych lub stabo zréznicowanych komorek nowotworowych, wykazujacych
nizszy poziom ekspresji czasteczek gldownego kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC)
klasy I, sa komorki NK. Komorki te przyczyniajg si¢ do uwolnienia czynnika martwicy
nowotworu, perforyny czy granzymu B ipoprzez indukcje $mierci komorkowe;j,
powoduja efekt przeciwnowotworowy. Dziatanie przeciwnowotworowe komorek NK
polega rowniez na bezposredniej i zaleznej od przeciwciat cytotoksycznosci komorkowej
oraz regulacji funkcji innych komorek poprzez wydzielanie cytokin ichemokin
[134],[135]. Limfocyty T stanowig 75% wszystkich limfocytow naciekajacych nowotwor
(ang. tumor infiltrating lymphocytes — TIL). Uwaza si¢, ze obecnos$¢ limfocytow CD8*
koreluje z korzystnym rokowaniem pacjentdow chorujagcych na nowotwor, a obecnosé
wysokiego odsetka komorek CD8" jest powigzana z wydluzong przezywalno$cia
chorych. Fakt ten wynika z cytotoksycznego mechanizmu, za pomocg ktorego TIL
kontrolujg wzrost nowotworu. Dla optymalnego dziatania komorek CD8™ niezbedna jest
obecno$¢ limfocytow CD4", a ich prawidtowy stosunek jest kluczem do odpowiedniego
funkcjonowania limfocytow naciekajacych nowotwor. Zaburzenie tego stosunku moze
by¢ rézne W zalezno$ci od typu nowotworu I skutkowa¢ wspomniang wezesniej ucieczka

komorek nowotworowych spod kontroli uktadu odporno$ciowego i promowaniem
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powstawania przerzutow [136], [137]. Subpopulacja limfocytow T regulatorowych
dziatajac immunosupresyjnie zmniejsza indukcj¢ i proliferacje limfocytow T [138],
thumigc reakcje zapalne, dodatkowo przez wydzielanie czynnikdw wzrostu wspiera

przezycie komérek nowotworowych [132].

4.1 Rola limfocytéw Th17

Pierwsza klasyfikacja limfocytow T pomocniczych (CD4") dzielita je na dwa
podzbiory — komorki Thl oraz Th2, roznigce si¢ efektem dziatania oraz ekspresja
wybranych cytokin [139]. Usystematyzowano wowczas, ze komorki Thl wytwarzajace
IFN-y, ro6znicuja W obecnosci IL-12 iodpowiedzialne s3 za sprawowanie
wewnatrzkomorkowej kontroli nad patogenami. Natomiast komoérki Th2 wytwarzajace
IL-4, IL-5 oraz IL-13, réznicujg pod wptywem dziatania IL-4 oraz IL-2, aich funkcja
polega na ochronie komorek przed patogenami zewnatrzkomérkowymi [140]. Lata 90.
XX wieku przyniosty nowe odkrycia identyfikujac kolejny podzbior komorek
pomocniczych CD4" - komérki Th17 [141]. Subpopulacja limfocytow Th17 powstaje na
skutek polaryzacji dziewiczych komoérek T CD4" w obecnosci transformujacego
czynnika wzrostu B (TGFB) 1ilIL-6, agldéwnym czynnikiem transkrypcyjnym
odpowiedzialnym za ekspresje¢ genow kluczowych dla komorek Thl7 jest sierocy
receptor yt zwigzany Z receptorem kwasu retinowego (RORyt) (Rycina 8) [142]-[144].
Pierwszy sygnat do aktywacji komérek Th17 pochodzi od receptorow CD28 i ICOS
[145]. Drugi sygnat aktywacji pochodzi z synergistycznego dziatania TGFp i IL-6. IL-6
zdaje si¢ by¢ kluczowa cytoking W procesie roznicowania komoérek Th17, poniewaz
hamuje ona roznicowanie komorek Foxp3™ (limfocytéw T regulatorowych), ktore dziela
z komorkami Th17 drugi czynnik stymulujacy jakim jest TGFP [142]. Udowodnionym
jest, iz utrata 1L-6 podczas odpowiedzi autoimmunologicznej skutkuje zwigkszeniem
ilosci limfocytow T regulatorowych [146]. TGFB jest czynnikiem, hamujacym
réznicowanie komorek Thl i wydzielanie IFN-y, zwigkszajgc szanse na réznicowanie
limfocytow Th17 [144].

Komorki Th17 zdolne sa gtéwnie do wydzielania IL-17. Wyro6znia si¢ 6 podtypow
cytokin nalezacych do grupy IL-17 — IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-17F,
dziatajacych za posrednictwem swoistych receptoréw (IL-17RA - IL-17RF), aczkolwiek
najlepiej zbadang jest IL-17A [147]. IL-17 okre$lana jest jako cytokina prozapalna, a jej
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funkcje opisano w ludzkich chorobach autoimmunologicznych, takich jak reumatoidalne
zapalenie stawow (RZS; w modelu mysim - zapalenie stawoéw indukowane kolagenem
(ang. Collagen-Induced Arthritis — CIA)) czy stwardnienie rozsiane (w mysim modelu -
eksperymentalne, autoimmunologiczne zapalenie mozgu irdzenia kregowego (ang.
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis — EAE)) [148]. Mimo, iz IL-17 jest
cytoking wytwarzang gléwnie przez limfocyty Th17, nie sg one jedynymi komoérkami
zdolnymi do produkcji tej cytokiny. Za uwalnianie IL-17 odpowiedzialne sg rowniez
komorki takie jak limfocyty T CDS8*, limfocyty T 8, wrodzone komorki limfoidalne
(ILC), komorki NK [149]-[155]. Badania opisujace negatywna rolg IL-17 w patogenezie
chorob doprowadzity do powstania nowych terapii wykorzystujacych przeciwciata
monoklonalne, skierowane przeciwko IL-17A, jak rowniez IL-17F, IL-17RA lub IL-23,
co umozliwito leczenie niektdrych chordb autoimmunologicznych, miedzy innymi
luszezycy, tuszczycowego zapalenia stawow | zesztywniajacego zapalenia stawow
kregostupa [156]-[159].

Wspomniane wczesniej badania dowodzg patologicznej funkcji komorek Th17
jako tych, ktore gtownie wydzielajg IL-17. Jednakze, komoérki Th17, a w szczegolnosci
produkowane przez nie IL-17A i IL-17F uczestnicza rowniez W utrzymaniu homeostazy
tkanek, petlnigc role ochronng przed niektorymi infekcjami, szczegodlnie tymi
wywotywanymi przez patogeny grzybicze u ludzi. W przypadku infekcji grzybiczych
Candida uwaza si¢, ze IL-17 pelni kluczowa role ochronng. Zastosowanie terapii
neutralizujacych 1L-17, prowadzito do czgstszego wystepowania 0d tagodnej do

umiarkowanej kandydozy jamy ustnej [156].
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Rycina 8. Schemat r6znicowania komorek T oraz ich charakter w procesie howotworowym.
APC - komorka prezentujaca antygen; Th — limfocyt T pomocniczy; IL — interleukina; TGF-f -

transformujacy czynnik wzrostu beta; Stat4 - signal transducer and activator of transcription 4; Stat3 -
signal transducer and activator of transcription 3; RORyT - sierocy receptor yt zwiazany z receptorem

kwasu retinowego.

4.1.1 Znaczenie komorek Th17 w progresji nowotworéw

Mikrosrodowisko nowotworu, poprzez wzajemne interakcje pomigdzy
komoérkami i/lub skladnikami macierzy komorkowej, jest bezposrednio zwigzane
z rozwojem i progresja lub regresja nowotworu. Komorki uktadu odpornosciowego,
wtym limfocyty Th1l7, w zaleznosci od typu nowotworu mogg petni¢ funkcje
przeciwnowotworowa lub pronowotworowa. Nie jest jeszcze pewne, czy komorki Th17
sa indukowane, rekrutowane czy przeksztalcane zinnych komorek T w otoczeniu
nowotworu. Jednakze postuluje si¢, ze za obecnos¢ limfocytow Th17 w mikrosrodowisku
guza odpowiadaja mechanizmy indukcji réznicowania z udzialem TGF-B i IL-6,
aktywacja czynnika transkrypcyjnego STAT3, rekrutacja Thl7 w odpowiedzi na
chemokiny, takie jak CCL20, CCL17, CCL22, MIF, RANTES i MCP1 czy konwersja
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z innych typow limfocytow [142], [160]-[163]. W badaniach prowadzonych na myszach
wykazano, iz zwigkszenie ekspresji czasteczek charakterystycznych dla limfocytow
Th17, takich jak IL-17A, IL-17F, IL-22 i GM-CSF oraz zmniejszenie ekspresji PD-L1
mozliwe jest dzigki zastosowaniu aktywatoréw dla czynnika transkrypcyjnego RORYy
[164]. Plastyczno$¢ komoérek Thl7 umozliwia ich konwersj¢ w Kierunku
przeciwnowotworowych limfocytow Thl. Nie jest jeszcze pewne, czy transformacja ta
zachodzi w mikrosrodowisku nowotworu, czy tez komorki Th17/Thl rekrutowane sa do
otoczenia nowotworu. Badania pokazuja, ze polaryzacja komorek Th17 prowadzi do
wytworzenia czgsteczek zwigzanych z komérkami Thl, takich jak INF-y i T-bet [165].
Komorki Th17 odpowiedzialne sg za promowanie procesu zapalnego w przypadku raka
prostaty, jajnika oraz czerniaka [166]-[168], polegajacego na rekrutacji komorek uktadu
odporno$ciowego 1 wytwarzaniu cytokin prozapalnych, w szczegolnosci IFN-y. W ten
sposob petnig funkcje pronowotworowa. Wiadomo réwniez, ze odsetek komoérek Th17
jest obnizony w srodowisku nowotworu ztosliwego W poréwnaniu z guzem tagodnym
[169]. Korelacje nacieku komoérek Thl7 zlepszym przezyciem u pacjentow,
zaobserwowano w przypadku osob chorujgcych na raka jajnika, prostaty, ptuc, jelita
grubego, trzustki oraz raka watrobowokomorkowego [170]. W przypadku raka jajnika,
odnotowano, iz Th17 dziataty synergicznie z IFN-y w indukcji CXCL9 i CXCL10, ktore
rekrutowaty komorki T CD8" do mikrosrodowiska nowotworu [166]. W mysim modelu
czerniaka, komorki zréznicowane do Thl7 byly efektywniejsze w zwalczaniu
nowotworu niz spolaryzowane komorki Thl, gdzie efekt byt w duzej mierze zalezny od
IFN-y. Zauwazono réwniez wyzsza skuteczno$¢ przeciwnowotworowa, zwigzang zZe
wzrostem liczby aktywowanych limfocytéw T CD8" [171], [172].

Biorac pod uwage plastycznos¢ limfocytow Thl7, ich rola w procesie
nowotworowym nie jest jednoznaczna. Uwaza si¢, ze za charakter pronowotworowy tych
komorek odpowiada indukcja ekspresji IL-6, ktora odpowiedzialna jest za aktywacje
onkogennych przekaznikoéw sygnatu oraz czynnika STAT3, regulujacego geny
proangiogenne. IL-17A 1aczac si¢ ze swoistym receptorem IL-17RA dziata
pronowotworowo wskutek aktywacji szlakow sygnatowych ERK, p38 MAPK i NF-xB
[173], [174]. Produkowana przez komorki Thl7 cytokina IL-17 jest silnie
ekspresjonowana w nowotworach watroby, zotadka, okr¢znicy, trzustki, piersi, phuc
I jajnika oraz dodatnio koreluje z agresywno$cig nowotworu ztosliwego [175]. Obecnos¢
IL-17A  koreluje z przerzutami izlym rokowaniem takze w przypadku raka
watrobowokomorkowego. Odnotowano, ze poziom IL-17A jest istotnie wyzszy we Krwi
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pacjentoOw Z przerzutami niz U pacjentow bez przerzutow. Prawdopodobny mechanizm
stojacy za tym niekorzystnym dziataniem wigze si¢ z tym, ze IL-17A moze znaczaco
zwigksza¢ szybkos§¢ migracji komorek poprzez aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego
NF-kB i zwigksza¢ poziom metaloproteinaz MMP2 i MMP9 [176]. W innych badaniach
nad rakiem watrobowokomorkowym wykazano, iz inwazja imigracja komorek
promowana jest przez zalezng od Akt aktywacje IL-6/STAT3, co prowadzi do
zwigkszenia ekspresji IL-8, MMP2 i VEGF [174]. Proces przerzutowania komorek raka
pluc na drodze przej$cia nabtonkowo-mezenchymalnego modulowany jest przez IL-17
za posrednictwem NF-xB. Badania nad nowotworem ptuc pokazaty, ze komorki Th17
i IL-17 stymulujg angiogeneze I proliferacje komodrek nowotworowych. Dziatajac
poprzez transdukcje sygnalizacji NF-kB i ERK indukowaty ekspresje, migdzy innymi
G-CSF, Bv8i VEGF [177].

Tak kontrastujgca rola limfocytow Thl17 w progresji nowotworow wynika
z mozliwosci przenikania komoérek Th17 do réznych obszaréw guza i dostosowywania
si¢ do nich w funkcjonalnie odmienny sposdb. Mimo, ze dziatanie komorek Th17 opisuje
si¢ gldwnie W procesach promujacych powstawanie nowotworéw, to waznym, wartym
podkreslenia jest o§ dzialania Th17/Thl oraz zdolno$¢ konwersji komorek Thl7

w kierunku przeciwnowotworowych komorek Thl [178].

4.1.2 Wplyw witaminy D na limfocyty Th17

Aktywna forma witaminy D jaka jest kalcytriol, moze modulowaé ekspresje
IL-17A w limfocytach T, zaréwno ludzkich, jak i mysich, a receptor dla tej witaminy —
VDR ulega silnej ekspresji w limfocytach Th17. Fakt ten moze sugerowac, iz witamina
D lub jej analogi moga mie¢ wptyw na regulacje aktywnosci limfocytow Th17. Jednakze,
niektore badania wskazujg na brak korelacji pomiedzy obecnoscig komorek Thl7
a poziomem krazacego 25(OH)Ds. Badania prowadzone na pacjentach chorujacych na
stwardnienie rozsiane pokazaty, iz wudzial poszczegolnych frakcji komorek
T pomocniczych nie jest zalezny od suplementacji witaming D [179], [180]. W badaniu
dotyczacym ukladowego tocznia rumieniowatego wystepujacego we wczesnym
dziecinstwie zaobserwowano, ze poziom witaminy D ujemnie korelowat z odsetkiem
limfocytow Thl7, lecz poziom 25(OH)Ds byt dodatnio skorelowany z odsetkiem

komorek Treg [181]. Podobne zaleznos$ci zauwazono u pacjentek z niewyjasniong
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nawracajacg utratg cigzy (ang. unexplained recurrent pregnancy loss - URPL), u ktérych
stwierdzono, iz suplementacja witaming D powoduje zwigkszenie odsetka limfocytow
Treg i ekspresji genu FOXP3, oraz zmniejszenie odsetka limfocytow Th17 i ekspresji
RORyt [182]. Spdjny zZ weze$niej wymienionymi badaniami wynik otrzymano w badaniu
ex vivo ludzkich limfocytow T, gdzie traktowanie komoérek CD4" kalcytriolem
powodowato zmniejszenie polaryzacji W kierunku limfocytow Th17 [183]. Zwigkszenie
produkcji cytokin przez komorki Treg i Th2 (IL-4, IL-10) oraz obnizenie poziomu
cytokin prozapalnych IFN-y ilL-17 produkowanych przez komoérki Thl iThl7
zauwazono po zastosowaniu kalcytriolu w leczeniu zapalenia przyzebia u myszy [184].
Immunomodulujacy wptyw aktywnej formy witaminy D na komorki T pomocnicze
pokazato badanie, w ktorym kalcytriol w obecnosci komorek dendrytycznych,
w srodowisku zapalnym promowat réznicowanie komorek w kierunku Th2, zmniejszajac
potencjal do réznicowania si¢ limfocytow Th17 [185]. Kilka badan nad EAE pokazato,
ze kalcytriol zmniejszat liczbe limfocytow Thl17. Mechanizmy, za posrednictwem
ktoérych dochodzito do owej modulacji polegaty na hamowaniu wytwarzania IL-17F
W sposob zalezny od VDR lub hamowaniu transkrypcji genu 1117 poprzez blokowanie
czynnika jadrowego dla aktywowanych limfocytow T (ang. nuclear factor of activated T
cells - NFAT), rekrutacje deacetylazy histonow i wigzania czynnika transkrypcyjnego
zwigzanego z Runt (ang. Runt-related transcription factor 1- Runxl) lub za
posrednictwem mechanizmu zaprogramowanej Smierci komorki [186]-[188].

Powyzsze badania sugeruja, iz kalcytriol wykazuje hamujace dzialanie
w stosunku do limfocytow Thl7. Nie wszystkie badania jednak, potwierdzaja te
zaleznos¢. Dziatanie kalcytriolu i jego analogow — PRI1-2191 (takalcytolu) oraz PRI-2205
na komoérki mysiego raka gruczotu sutkowego u myszy mtodych (model
przedmenopauzalny) powodowato zwigkszong ekspresje genow charakterystycznych dla
komorek Th17, takich jak 1117a, 1117re, 111rl, 1121, Rora, Rorc [189]. Z kolei, u myszy
starych poddanych owariektomii (model pomenopauzalny), obarczonych tymi samymi
komoérkami nowotworowymi 1 traktowanych takalcytolem, lecz tylko we wczesnym
etapie choroby, dochodzito do stymulacji ekspresji gendw zwigzanych z ré6znicowaniem
Th17. Wyindukowane ex vivo iTh17 od myszy mtodych produkowaty wigksze iloSci
IL-17A na skutek dziatania takalcytolu, z kolei, u myszy starych zaobserwowano
odwrotny efekt [190]. Wynik ten moze wskazywac na zalezny od wieku i etapu progresji
guza wplyw kalcytriolu ijego analogow na rozwdj limfocytow Thl7 u myszy

obarczonych rakiem gruczotu sutkowego.
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4.1.3 Wplyw osteopontyny na limfocyty Th17

Stymulowane limfocyty T na wczesnym etapie tego procesu wykazuja ekspresje
genu kodujacego osteopontyne. Z tego powodu, OPN jest znana roéwniez pod nazwag
Eta-1, czyli biatko wczesnej aktywacji limfocytow T - 1. OPN wytwarzana jest rowniez
przez inne komoérki uktadu odpornosciowego izdolna jest do stymulacji réznych
komorek tego uktadu. Aktywacja komorek dendrytycznych (ang. dendritic cells - DC)
przez OPN prowadzi do wytworzenia przez nie TNF-a i IL-12, a dziewicze limfocyty T
pomocnicze stymulowane przez aktywowane DC wytwarzajg cytokiny charakterystyczne
dla komorek Th1 [191].

Ekspresja genu dla OPN w aktywowanych limfocytach T podlega regulacji przez
T-bet, nalezacy do rodziny czynnikow transkrypcyjnych T-box, co, w konsekwencji,
kieruje $ciezke réznicowania dziewiczych limfocytow T w kierunku komoérek Th1 [192].
Z kolei, w makrofagach ekspresja OPN regulowana jest przez heterogeniczne jadrowe
rybonukleoproteiny (ang. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins - hnRNP) [193].
Konwencjonalne komorki dendrytyczne wytwarzajagce wewnatrzkomorkowa OPN
odpowiadajg za promowanie odpowiedzi immunologicznej, W ktorg zaangazowane sg
komorki Th17. Mechanizm ten polega na hamowaniu ekspresji IL-27, ktéra odpowiada
za ttumienie rozwoju Th17. Wykazano, iz DC z obnizong ekspresja OPN charakteryzuja
si¢ wydzielaniem duzych ilo$ci IL-27, co w konsekwencji, powoduje stabszg odpowiedz
ze strony limfocytow Th17 [194]. Hamowanie komorek Th17 moze zachodzi¢ przez
zalezne od OPN wydzielanie IFN typu i przez plazmocytoidalne DC po aktywacji TLR7
lub TLRY, co skutkuje pobudzeniem receptora IFNAR (ang. interferon-o/f receptor) na
powierzchni konwencjonalnych komoérek dendrytycznych [195]. Ekspresja genu Sppl
kodujacego OPN okazata si¢ by¢ znaczaco zwigkszona w indukowanych Thl7
izolowanych od myszy mlodych obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4TI
traktowanych takalcytolem. Wynik ten dodatnio korelowal z ekspresja genow
zwigzanych z prozapalnym fenotypem tych komorek [190]. Zauwazono, ze zastosowanie
kalcytriolu lub jego analogow u myszy mtodych obarczonych rakiem gruczotu stukowego
powoduje wzrost poziomu OPN w tkance guza, podczas gdy u myszy starszych
poddanych owariektomii w celu indukcji statusu hormonalnego odpowiadajacego
modelowi pomenopauzalnemu, spadek poziomu OPN [86], [196]. Bezposredni wptyw
OPN na réznicowanie Th17 wynika z interakcji z jej receptorami. Z kolei, bezposredni

wplyw kalcytriolu na OPN w réznych komorkach wynika z genomowego dzialania
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kalcytriolu w obszarze elementow odpowiedzi na VDR w genie Sppl [197], [198]. Biorac
pod uwage powyzsze wyniki, wzrost parametrow zwigzanych z ekspresja OPN w tkance
nowotworowej 4T1 i komérkach indukowanych limfocytoéw Th17 u myszy miodych,
moze wskazywa¢ na wazng role OPN w pozytywnej stymulacji komoérek Thl7
I wytwarzania prozapalnej IL-17A u tych myszy [190], [196].

Wptyw OPN na dziatanie limfocytow Thl7, zarowno bezposredni jak |
Z udzialem komorek dendrytycznych stanowi jeden z czynnikow pobudzajacych te
komorki do dziatania w okreslonych warunkach. Zdolnos¢ OPN do regulowania
odpowiedzi komoérek Th17 moze okazaé si¢ istotna dla rozwoju nowych terapii

przeciwnowotworowych [79].

4.2 Rola limfocytow Thl

W odpowiedzi na wydzielanie specyficznych dla nowotworu czynnikow przez
tkanke guza, antygeny nowotworowe ulegaja fagocytozie przez komoérki dendrytyczne
| prezentowane sg na ich powierzchni W postaci czasteczek MHC klasy II. Docelowe
limfocyty T, ktore na skutek prezentacji antygenu dojrzewaja, zostaja aktywowane i staja
si¢ zdolne do petnienia funkcji efektorowych [199]. Jednym z glownych podtypow
komorek T, na temat ktdrego pierwsze badania pochodzg z lat 80. XX wieku sg limfocyty
Th1 [139].

Powstawanie limfocytow Thl zalezne jest od IFN-y i IL-12. Z kolei, czynnikami
transkrypcyjnymi, kluczowymi w réznicowaniu tych komorek sa STATL, STAT4
| T-bet. Wydzielane cytokiny, charakterystyczne dla komorek pomocniczych typu
1 stanowig IFN-y i IL-4 [200], [201]. Na zasadzie dodatniego sprze¢zenia zwrotnego,
w odpowiedzi na wydzielany IFN-y dochodzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
STAT1. STAT4 z kolei jest czynnikiem indukowanym przez sygnalizacj¢ zalezng od
IL-12. Oba te czynniki regulujace wptywaja na ekspresje genu Thx21 kodujacego biatko
T-bet, bedace czynnikiem transkrypcyjnym pelnigcym funkcje represora genow
specyficznych dla innych niz Thl komorek pomocniczych T [202]-[204]. Cytokiny
produkowane przez Thl takie jak IFN-y, TNF-a powoduja hamowanie wzrostu
nowotworu [205]. W mysich komodrkach watrobiaka, skapodrzewiaka i biataczki
szpikowej, TNF-a i IFN-y synergistycznie indukuja $mier¢ komorek, podobnie jak
w przypadku ostrej biataczki limfoblastycznej powstalej z prekursoréw komorek B, gdzie

synergizm tych cytokin prowadzil do apoptozy komorek nowotworowych [206].
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Aktywacja szlaku sygnalowego STATI, zalezna od IFN-y, zwigkszajac ekspresje
receptora $mierci FAS ijego ligandu FAS-L, moze przyczynia¢ si¢ do hamowania
proliferacji rozsianych komorek nowotworowych [207], [208]. Zlokalizowane w tkance
ptuc, skory, uktadu rozrodczego i w mysim modelu czerniaka, komérki nowotworowe
wykazywaty wlasciwosci komorek nieproliferujacych, za ktérych regulacje odpowiadaty

limfocyty Thl [209].

4.3 Rola limfocytéw Th2

Udziat w naprawie uszkodzonych tkanek oraz istotna rola w odpowiedzi na
infekcje pasozytnicze sg przypisywane komorkom uktadu odporno$ciowego —
limfocytom Th2. Komorki te zaangazowane sg rowniez W indukcj¢ przewlektych chorob
zapalnych takich jak astma czy réznego rodzaju alergie. W mikro$rodowisku dochodzi
wowczas do aktywacji limfocytow, w ktorej uczestnicza cytokiny pochodzenia
nabtonkowego - IL-25, IL-33 i TSLP, jak roOwniez wazna dla roznicowania komorek Th2
— IL-4. Efektem dziatan tych cytokin jest indukcja kaskady immunologicznej, ktorej
towarzyszy skurcz miesni gladkich, wytwarzanie S$luzu, mastocytoza, eozynofilia,
polaryzacja makrofagow M2 oraz proliferacja limfocytow B [210], [211].

Roéznicowanie limfocytow Th2 zalezne jest od obecnos$ci cytokin takich jak IL-4
oraz IL-2. IL-4, za posrednictwem STAT6, aktywuje szlak sygnalowy, w wyniku ktérego
dochodzi do zwigkszenia poziomu czynnika transkrypcyjnego GATA3,
odpowiadajagcego za wzrost réznicowania Th2. IL-4 jest kluczowym czynnikiem
indukujacym polaryzacj¢ tej populacji limfocytow T pomocniczych, produkowang
rowniez przez same limfocyty Th2. Druga cytoking zaangazowana W regulacj¢ Th2 jest
IL-2. IL-2 aktywujgc biatko STATS, stymuluje produkcje cytokin charakterystycznych
dla limfocytow Th2, takich jak wcze$niej wspomniane IL-4 iIL-2, dziatajagcych na
zasadzie dodatniego sprzgzenia zwrotnego, utrzymujacego stymulacje Th2, ale rowniez
produkcje takich cytokin jak IL-5, IL-13, IL-33 (uwalniana podczas uszkodzenia tkanki)
[211]-[213]. Zauwazono, ze populacja limfocytow Th2 dominuje w nowotworach
trzustki, jamy ustnej, przetyku i zotadka [214]-[216]. Aktywnos¢ limfocytow Th2 oraz
produkowanych przez te komodrki cytokin sprzyja wzrostowi nowotworu poprzez
tlhumienie odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego gospodarza [217]-[221]. Nie
wszystkie badania jednak wskazuja jednoznacznie na wspomniany wyzej charakter

limfocytow Th2. OdpowiedZz immunologiczng 0 charakterze przeciwnowotworowym,
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mediowang przez IL-5 irekrutujaca eozynofile zaobserwowano W nowotworze phuc
I wiokniakomiesaku [222], [223]. Aktywno$¢ eozynofiléw i ich migracja regulowana jest
przez IL-5. Dodatkowo uwaza si¢, ze eozynofile dzialajg w sposdb cytotoksyczny na
komorki nowotworowe [224]. Badania prowadzone na nowotworze okreznicy i trzustki
podkreslaja znaczenie IL-5 w promowaniu dziatania przeciwnowotworowego, ktoremu

towarzyszy aktywacja zar6wno makrofagow, jak i eozynofilii przez komorki Th2 [225].

4.4 Rola limfocytow T regulatorowych

Mechanizmy regulacyjne  wykorzystujace uktad odpornosciowy do
immunomodulacji sg kluczowym elementem utrzymania prawidlowej homeostazy
organizmu. Immunosupresyjna odpowiedz komoérek uktadu odpornosciowego zapobiega
chorobom autoimmunologicznym i tagodzi stan zapalny po infekcji lub urazie. Pierwsze
badania nad limfocytami T regulatorowymi, pozwolity na okreslenie funkcji limfocytow
Treg jako tych, ktére odpowiadajg za supresj¢ immunologiczng oraz petnig funkcje
mediatorow W tolerancji obwodowej [226]-[228]. Limfocyty T regulatorowe istotnie
wplywaja na rozwdj autotolerancji wobec wilasnych antygenéw lub antygenow
pochodzacych np. z zywnosci. Ich zadaniem jest rowniez regulowanie tolerancji wobec
ptodu, tlumienie nadmiernej odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego oraz
wspomaganie regeneracji tkanek [229]-[232].

Wsrod limfocytow T regulatorowych wyrdznia si¢ limfocyty Treg naturalne
(nTreg), ktore wywodza si¢ z grasicy isa pozytywne pod wzgledem ekspresji biatka
Foxp3 oraz indukowane Treg (iTreg), ktore powstajga z obwodowych, dziewiczych
prekursoréw komorek T CD4" w wyniku aktywacji poliklonalnej lub aktywacji
specyficznej dla antygenu, prowadzacej do przeksztalcenia komorek CD4" Foxp3
w komorki CD4" Foxp3*. nTreg stanowig podzbiér komérek CD4* Kkonstytutywnie
ekspresjonujacych CD25 oraz Foxp3, ktore sg kluczowe dla funkcjonowania i rozwoju
tych komorek [233]. Udziat komoérek Treg obserwowany jest nie tylko w patogenezie
chorob autoimmunologicznych, lecz réwniez W nowotworach. Uwaza si¢, ze rola
komorek Treg w mikrosrodowisku guza polega na promowaniu specyficznej dla
nowotworu odpowiedzi ukladu odpornosciowego, CO przyczynia si¢ do wytworzenia
tolerancji immunologicznej wobec komorek nowotworowych [175]. Mechanizm ten
oparty jest na dziataniu wytwarzanych przez te komorki cytokin takich jak I1L-10

i TGF-B lub hamowaniu dziatania inhibitoréw punktéow kontrolnych uktadu
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odpornosciowego takich jak TIGIT i CTLA-4 [169], [234], [235]. W warunkach in vivo,
rozwdj Treg zalezny jest rowniez od ekspresji cytokin IL-2 ilIL-15 [235], [236].
Tolerancja immunologiczna powstajagca za posrednictwem Treg I utrudniajaca
rozpoznanie immunologiczne nowotworu opiera si¢ na wydzielaniu rozpuszczalnych lub
zwigzanych z blong czasteczek immunosupresyjnych, zaburzeniach metabolicznych,
supresji komorek dendrytycznych i bezposrednim dziataniu cytolitycznym, jak rowniez
promowaniu angiogenezy poprzez modulacje mikrosrodowiska nowotworu [237].
Liczne badania pokazuja, ze charakter komorek Treg w réznych typach
nowotworu nie jest jednoznaczny. Korelacj¢ pomigdzy poprawa rokowania pacjentow
i zwickszong czestoscig wystepowania komorek Foxp3™ zaobserwowano w przypadku
nowotworow gltowy i szyi oraz raka jelita grubego, gdzie w tym drugim typie nowotworu,
mechanizm oparty byl na udziale Treg w hamowaniu odpowiedzi zapalnej na
drobnoustroje jelitowe [238], [239], [240]. Sprzeczne wyniki dotyczace udziatu
limfocytow Treg zauwazono W innym badaniu dotyczacym nowotworu glowy i Szyi,
gdzie wysoki odsetek komorek CD4*CD25"Foxp3* korelowal ze ztym rokowaniem dla
pacjentow i krotkim wskaznikiem przezycia [241]. Wiele badan ukazuje powigzanie
pomiedzy obecnoscig nacieku komoérek Treg w mikro§rodowisku nowotworowym
a ztym rokowaniem dla pacjentow. Metaanaliza obejmujgca badania na kilkunastu typach
nowotworéw wskazuje, iz Treg wystepujace W duzej ilosci w obszarze nowotworu
koreluja ~ z negatywnym  wspotczynnikiem calkowitego przezycia pacjentow
w wigkszosci badanych guzow. Efekt zalezat od umiejscowienia guza, a takze podtypu
molekularnego i stadium nowotworu [242]. Inne badania nad czerniakiem, rakiem piersi,
glejakiem wielopostaciowym, rakiem szyjki macicy, nerek, zoladka i rakiem
watrobowokomoérkowym  réwniez  wskazuja na negatywny wplyw komorek

T regulatorowych na rokowanie dla pacjentow i przebieg samej choroby [242]-[249].
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ZALOZENIA i CELE PRACY

Niedobor witaminy D3 jest zjawiskiem wystepujacym na calym $wiecie i pojawia
si¢ czgsciej u pacjentow chorych na nowotwory lub wtrakcie terapii
przeciwnowotworowej niz W populacji ogolne;.

Uwaza si¢, ze witamina Dz moduluje szlaki sygnatowe odpowiadajgce za
proliferacje, roznicowanie oraz przezycie komorek. Ekspresje receptora dla witaminy D
wykazano miedzy innymi w limfocytach Thl7 wydzielajacych prozapalng IL-17.
Dodatkowo udowodniono, ze witamina Ds moze modulowaé ekspresj¢ OPN, biatka
wplywajacego na proliferacj¢ iroznicowanie limfocytow Thl7, atakze na proces
przerzutowania nowotworéw. Znajac mozliwos¢ pro- lub przeciwprzerzutowego
dziatania witaminy D zatozono, ze W zaleznos$ci od mikro$rodowiska nowotworu oraz od
wieku moze modulowaé¢ ona réznicowanie limfocytéw Thl7, zarowno dziatajac
bezposrednio na te komorki, jak i za posrednictwem OPN, w ten sposob wptywajac na
proces przerzutowania i angiogeneze raka gruczotu sutkowego.

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu kalcytriolu i takalcytolu, na populacje
limfocytow Thl17, zuwzglednieniem udzialu receptorow dla OPN w procesie
réznicowania tych komoérek u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1
i 67NR. Ponadto w celu poszerzenia oraz usystematyzowania wiedzy na temat znaczenia
wieku w tych procesach, do badan witaczono dwie grupy myszy reprezentujace status
hormonalny kobiet w wieku przed menopauzg oraz kobiet po menopauzie.

Kolejne, szczegotowe cele badan obejmowaty:

1. Oceng efektu przeciwnowotworowego kalcytriolu ijego mniej
toksycznego analogu — takalcytolu, w tym:
e Okreslenie ich wplywu na wzrostu guzow 1 proces
przerzutowania;
e Okreslenie ich wptywu na proces angiogenezy;
2. Charakterystyke odpowiedzi immunologicznej Thl7 i Treg podczas
progresji raka gruczotu sutkowego u myszy traktowanych kalcytriolem
I takalcytolem, w tym:
e Oceng fenotypowa populacji limfocytow Th1l7 iTreg ze
szczegolnym uwzglednieniem ekspresji wybranych receptorow

dla OPN;
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e Ocen¢ wplywu Kalcytriolu itakalcytolu na ekspresje genow

i biatek kluczowych

w procesach proliferacji i réznicowania

limfocytow T, ze szczegdlnym uwzglednieniem limfocytow Th17;

3. Wskazanie roli receptorow dla OPN w roznicowaniu limfocytow Th1l7

pod wpltywem kalcytriolu
sutkowego 4T1.

i takalcytolu w modelu raka gruczotu

MATERIALY i METODY

5. Materialy i metody

Tabela 2. Odczynniki wykorzystane w badaniach oraz ich pochodzenie

Odczynniki

Pochodzenie

Przeciwciato Ultra-LEAF Purified CD3g,
przeciwciato Ultra-LEAF Purified anti-
mouse CD28, mysia rekombinowana IL-
6, ludzki rekombinowany TGF-B1, bufor
do utrwalania komorek (Fixation Buffer),
bufor do permabilizacji  komorek
(Intracellular Staining Permeabilization
Wash Buffer (10X)), Brefeldyna A

BioLegend, San Diego, USA

kapilar 66-440 kDa, RePlex Module,
zestaw  Total  Protein  Detection,
przeciwciato drugorzedowe anty-mysie

HRP, przeciwciato drugorzedowe anty-
krolicze HRP, Streptavidin-NIR,

Zestawy ELISA: DuoSet Ancillary | R&D Systems, Minnesota, USA
Reagent Kit 2, DuoSet Mouse

Osteopontin

Zestaw Kkapilar 12-230 kDa, zestaw | ProteinSimple, Minneapolis, USA

przeciwcialo drugorzedowe anty-mysie
NIR, przeciwciato drugorzedowe anty-
krolicze NIR

Bio-Techne, Abingdon, United Kingdom

TagMan Array 96-Well
Mouse FoxP3

FAST Plate

Life Technologies, Kalifornia, USA

Izofluran

Baxter, Deerfield, Niemcy

Quick Start Bio-Rad Protein Assay, BSA,
1Script™ cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad, Hercules, USA

Mouse 25 Dihydroxy vitamin D (25 OH
VD) ELISA kit

MyBioSource, San Diego, USA

Kalcytriol, Takalcytol - PRI-2191 (1,24-
dihydroxy Vitamin D3)

Cayman Chemical, Michigan, USA

eBioscience™ Fixable Viability Dye
eFluor™ 780, Mouse VEGF-A ELISA

Invitrogen, Waltham, Massachusetts,

USA
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Kit, ProcartaPlex Mo
Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg  17plex,
ProcartaPlex Mouse IL-21 Simplex

CD4 (L3T4) MicroBeads

Miltenyi Biotec, Auburn, USA

Trypsyno-wersen o pH=8, woda MiliQ,
PBS, PBS+2 mM EDTA+0,5% BSA
0 pH=7.2, 0,9% sdl fizjologiczna

PChO IITD, Wroctaw, Polska

DNAse I, Ca’**, ALTL, ASTL, CRE2,

Roche, Basel, Szwajcaria

Cleaner (Cobas)

Collagenase from Clostridium
histolyticum, Fetal Bovine Serum (FBS),
inhibitory fosfataz 2 13, inhibitory
proteaz, bufor do lizy erytrocytow Red
Blood Cell Lysing Buffer Hybri-Max™,
RIPA, streptomycyna, TRI Reagent,
trypan Blue, jonomycyna (lonomycin
calcium salt), PMA (Phorbol 12-myristate
13-acetate), 6-tioguanina

Fetal Bovine Serum (FBS) HyClone,
medium RPMI 1640 GlutaMAX, standard
mas (Page Ruler), p-merkaptoetanol,
medium IMDM + GlutaMax, medium
RPMI 1640, Horse Serum

Direct-zol™ RNA Miniprep

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

ZYMO RESEARCH, Tustin, CA, USA

Pasza SAFE 132 SAFE, Rosenberg, Niemcy
Penicylina Polfa Tarchomin S.A., Warszawa, Polska
Direct Tissue PCR Kit, agaroza, | EurX, Gdansk, Polska

SimplySafe, Bufor x50 TAE, Perfect 100-
1000 bp DNA Ladder
Bupag Multidose 0,3 mg/ml

Orion Pharma Poland, Warszawa, Polska

5.1 Linie komorkowe

W badaniach in vivo uzyte zostaty linie koméorkowe mysiego raka gruczotu sutkowego —
4T1 1 67NR (Tabela 3). Linie te sg czescig kolekeji linii komoérkowych nalezacych do
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.
Hodowle komoérkowe prowadzono w warunkach 5% CO», 37°C, 95% wilgotnosci
powietrza na plastikowych szalkach 10 cm (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy). Komorki,
po rozmrozeniu pasazowano 2 razy W tygodniu z wykorzystaniem roztworu trypsyno-
wersen, gdy hodowle osiggnety 85% poziom konfluencji. Zawiesing komorek wirowano
(195 xg, 7, 4°0C), ich

z wykorzystaniem roztworu Trypan Blue oraz liczono zuzyciem hemocytometru

anastgpnie  mikroskopowo  okreslano Zywotnos¢

(komory Biirkera). Ponizej scharakteryzowano wybrane linie komorkowe.
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Tabela 3. Charakterystyka linii komorkowych wykorzystanych w eksperymentach in vivo

Nazwa | Charakterystyka linii Pochodzenie | Stosowane medium

linii linii hodowlane

4T1 Linia  komoérkowa  mysiego raka | ATCC, RPMI 1640 + 10%
gruczohu sutkowego odpowiadajacego IV | Rockville, FBS + 3,5 g/L glukozy
stadium  ludzkiego raka  gruczotu | USA +1 mM pirogronianu
sutkowego, potrojnie ujemnego (ER(-), sodu +100 pg/ml
PR(-), HER2(-)), typu podstawnego. Linia streptomycyny
pozyskana z myszy szczepu BALB/c. + 100U/ml penicyliny

W badaniach in vivo zdolna do tworzenia
przerzutéw odlegtych [250], [251].
67NR | Linia  komorkowa  mysiego  raka | Barbara Ann | DMEM +10% CBS

gruczotu sutkowego pochodzaca z myszy | Karmanos + 2,0 mM L-glutaminy
szczepu BALB/c. Linia niezdolna do | Cancer +1%  aminokwasoéw
tworzenia przerzutow (model | Institute, + 100 pg/ml
nieprzerzutujacy) odpowiadajaca | Detroit, USA | streptomycyny + 100
ludzkiemu nowotworowi o charakterze U/ml penicyliny
luminalnym B (ER(+), PR(-), HER2(-))

[251].

5.2 Zwierzeta doSwiadczalne

W do$wiadczeniach in vivo wykorzystano myszy szczepu BALB/c/Foxp3¢F w
wieku 6-8 tygodni, jako model przedmenopauzalny, oraz myszy w wieku 40 tygodni,
poddane owariektomii, jako model pomenopauzalny. Myszy pochodzily z Instytutu
Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej PAN we Wroctawiu, gdzie zaktadano gniazda
zarodowe myszy ze szczepu Foxp3C®F (C57BL/6-Tg(Foxp3-GFP)90Pkraj) i BALB/c
[252], a krzyzowanie kolejnych pokolen odbywalo si¢ w bliskim pokrewienstwie, po
okresleniu pozadanego genotypu. Doswiadczenia terapeutyczne przeprowadzono za
zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Do§wiadczen na Zwierzgtach we Wroctawiu
(nr zgody 50/2020). Myszy utrzymywano w warunkach SPF (specific pathogen free) na
terenie zwierzg¢tarni IITD PAN przez caly okres trwania eksperymentu in vivo.
Wykorzystanie szczepu modyfikowanego umozliwilo oznaczanie populacji limfocytow

T regulatorowych (gen kodujacy biatko zielonej fluorescencji — Gfp, znajduje si¢ pod
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promotorem genu Foxp3) w analizach w cytometrze przeptywowym. Modyfikacja ta
ograniczyta liczbe niezb¢dnych dodatkowych barwien, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia
liczby wykorzystanych myszy, jak rowniez utatwita analizy podnoszac ich wiarygodnos¢.
W wybranych analizach, celem sprawdzenia wplywu obecno$ci samego nowotworu na
dany czynnik i poréwnania do myszy niezaszczepionych komdrkami nowotworowymi,
wykorzystane zostaly myszy zdrowe w modelu przedmenopauzalnym oraz myszy
zdrowe w modelu pomenopauzalnym, poddane procesowi pozorowanej owariektomii

(okreslane jako SHAM) (proces opisany w podrozdziale 5.3.1).

5.2.1 Genotypowanie

W celu potwierdzenia genotypu myszy modyfikowanych genetycznie, od
4-tygodniowych myszy pobierano skrawki uszu. Pobrane bioptaty poddane zostaty
analizie genotypowej z uzyciem zestawu Direct Tissue PCR Kit (EurX, Gdansk, Polska)
wedlug protokotu producenta. Startery uzyte do reakcji PCR (Instytut Biochemii
I Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Wroctaw, Polska) przedstawiono w tabeli ponizej
(Tabela 4).

Tabela 4. Lista gendw oraz sekwencje starterow uzytych do reakcji PCR w celu genotypowania

Gen Sekwencja startera Forward Sekwencja startera Reverse

Gfp CTCTCGAGTCACAGCATCCAACT | CGGTGGTGCAGATGAACTTCA
GAATC GGGT

ACTB TGTCATGGTAGGTATGGGTCAGA | GATGTCGCACAATCTCACGTT
AGG CAG

Celem wizualizacji produktéw reakcji PCR wykonano elektroforeze w 2% zelu
agarozowym. W celu przygotowania zelu odwazono 4 gramy agarozy (EurX, Gdansk,
Polska) irozpuszczono w200 ml buforu x1 TAE (Tabela 5) nastgpnie mieszaning
podgrzewano przez 15° temperaturze 80-90°C, po czym dodano do niej barwnika
SimplySafe (EurX, Gdansk, Polska) stuzacego do wybarwienia kwasow nukleinowych.
Zel wylano do formy z umieszczonymi wewnatrz grzebieniami, po czym pozostawiono
do wyschnigcia na 60°. Gdy zel spolimeryzowal, form¢ umieszczono W aparacie
elektroforetycznym, ktéry uzupetniono buforem x1 TAE, po czym naniesiono drabinkeg

masy Perfect 100-1000 bp DNA Ladder (EurX, Gdansk, Polska) oraz probki poddane
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amplifikacji w objetosci Sul/dotek. Rozdziat prowadzono z uzyciem aparatu Sub-Cell GT
Cell (BioRad, Kalifornia, USA) przy statym napieciu pradu (100V przez pierwsze 25°,
nastgpnie 120V przez 35°). Prazki zwizualizowano zuzyciem aparatu ChemiDoc
Imaging System (czas ekspozycji: 0,049 sekund, warto$¢ filtrow: 590/110, BioRad,
Kalifornia, USA).

Tabela 5. Sktad buforu x1 TAE do elektroforezy

Odczynnik Zastosowana ilo$¢ Producent
Bufor x50 TAE 10 ml EurX, Gdansk, Polska
Woda MilliQ 490 ml PChO IITD, Wroctaw, Polska

5.3 Badania in vivo

5.3.1 Owariektomia

Celem stworzenia modelu pomenopauzalnego, u myszy wykonano zabieg owariektomii
[253]. Myszy w wieku 30-35 tygodni, 30’ przed zabiegiem znieczulono buprenorfing
(Orion Pharma Poland, Warszawa, Polska) w dawce 0,4 mg/kg masy ciata, po czym
poddano narkozie (3% izofluranu (Baxter, Deerfield, Niemcy) w powietrzu
syntetycznym (200 ml/min). W gtebokim uspieniu, myszom wycigto oba jajniki i zaszyto
powtloki grzbietu. Jako kontrole powodzenia owariektomii oraz kontrole wptywu operacji
na parametry poddawane analizie, przeprowadzono réwnolegle zabieg pozorowanego
usuniecia jajnikow, poprzez rozcigcie powlok skornych, nastgpnie ich zaszycie (myszy
kontrolne ,,SHAM?”). Po usunigciu jajnikow, rany pokrywano proszkiem Dermatol
(Galen, Polska) przys$pieszajagcym gojenie ran. Myszy poddawano codziennej obserwacji
przez okres catkowitego wygojenia ran. Po 30 dniach od zabiegu myszom wszczepiono

komorki nowotworowe.

5.3.2 Wszczepienie komorek nowotworowych

Hodowle komorek nowotworowych in vitro przeprowadzano zgodnie ze schematem
przedstawionym w podrozdziale 5.1 w medium dedykowanym dla danej linii. Myszom

w wieku 6-8 tygodni oraz 40-tygodni (zaleznie od schematu eksperymentu) wszczepiono
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ortotopowo (wszczepienie komodrek nowotworowych do podscidtki tluszczowej
drugiego, prawego gruczolu mlekowego, anatomicznie prawa listwa mleczna) komorki
linii 4T1 (2,5%10° komoérek/mysz) lub 67NR (2x10° komoérek/mysz). Po 7 dniach
wykonano pomiar obj¢to$ci guza i przydzielono myszy do poszczegdlnych grup

terapeutycznych przez przeprowadzenie procesu randomizacji.

5.3.3 Ocena wzrostu guza i masy ciala

Celem oceny aktywnosci przeciwnowotworowej, po osiagni¢ciu przez guzy objetosci
okoto 15 mm? rozpoczynano pomiary wzrostu guza oraz monitorowanie masy ciala
myszy. Zmiany w masie ciata myszy oszacowano W 0Oparciu 0 zestawienie $redniej masy
myszy w danym dniu pomiaru w stosunku do masy ciata zmierzonej W dniu rozpoczgcia

eksperymentu, korzystajac z ponizszego wzoru:

BWC [%] = 2% x 100 — 100%

Gdzie:

BWC — zmiana masy ciata [%], BWh — $rednia masa ciala myszy w danej grupie
w n-dniu eksperymentu, BW, — $rednia masa ciala myszy w danej grupie w dniu

rozpoczecia eksperymentu

Pomiar wzrostu guza, z wykorzystaniem suwmiarki elektronicznej, umozliwit oceng
$rednicy guza W dwoch wymiarach (krotszym i dtuzszym). Objetos¢ guza obliczono na

podstawie wzoru:

_aZxb?

TV [mm®] = .

Gdzie:
TV — objetos¢ guza [mm?], a — krotszy wymiar guza, b — duzszy wymiar guza

Wyliczone objetosci guza dla kazdej myszy normalizowano, obliczajac stosunek pomiaru
z danego dnia wzgledem pierwszego wyniku W dniu rozpoczecia pomiarow. Pomiary

wykonywano 3 razy w tygodniu przez 24-dniowy okres trwania eksperymentu.
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5.3.4 Doustne podania kalcytriolu i takalcytolu

Po przydzieleniu myszy do odpowiednich grup terapeutycznych (5 myszy/grupg)
rozpoczeto doustne podania kalcytriolu (0,5 pg/kg masy ciata), takalcytolu (1 pg/kg masy
ciata) lub glikolu polietylenowego (kontrola rozpuszczalnika) w grupie kontrolnej.
Podanie za pomoca sondy dozotagdkowej wykonywano 3 razy w tygodniu przez 24 dni,

az do momentu zakonczenia eksperymentu in vivo.

5.3.5 Ocena perfuzji guza metoda obrazowania ultrasonograficznego

Guzy poddano ocenie perfuzji metoda obrazowania ultrasonograficznego za pomoca
systemu Vevo 2100 (VisualSonics, Ontario, Kanada). 13 dnia eksperymentu myszy
poddano znieczuleniu ogolnemu za pomocg 2% izofluranu (Baxter, Deerfield, Niemcy)
w powietrzu syntetycznym (200 ml/min), guzy wizualizowano zuzyciem sondy
ultrasonograficznej MS-250S  w przekroju  strzatkowym. 100 pul  kontrastu
MicroMarker™ Contrast Agent (VisualSonics, Ontario, Kanada) podano do zyly
ogonowej (bolus) w jatowej 0,9% soli fizjologicznej (PChO IITD, Wroctaw, Polska)
W stezeniu ~107 czasteczek kontrastu/mysz. Naptyw kontrastu do wizualizowanego
obszaru (perfuzj¢ guza) rejestrowano W trybie kontrastu nieliniowego przez ok. 30s, po
czym wykonywano rejestracj¢ reperfuzji guza po uprzednim zniszczeniu czasteczek
kontrastu w polu obrazowania (burst). Wygenerowane dane poddano analizie za pomocg
oprogramowania Vevo LAB 1.7.1 Software oraz VevoCQ (VisualSonics, Ontario,

Kanada). Stopien perfuzji guza oceniano na podstawie parametréw takich jak:

e Czas wysycenia kontrastem (time to peak; s)

e maksymalne wysycenie kontrastem (peak enhancement; AU)

5.3.6 Pobranie tkanek do analiz ex vivo

W dniu zakonczenia eksperymentu in vivo, z zatoki zylnej oka pobrana zostata krew.
Myszy znieczulono przez podanie buprenorfiny 10 pl/g masy ciata na 20’ przed
pobraniem krwi. Zwierzeta poddane zostaly ogdlnemu znieczuleniu wziewnemu, za
pomocg izofluranu, po czym usunigto gatke oczng i pobrano krew do jatowych probowek.
Po pobraniu krwi, myszy poddano humanitarnej eutanazji przez dyslokacj¢ kregow

szyjnych, od myszy pobrano tkanki do dalszych analiz:
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Guz - analiza histopatologiczna, cytometryczna oraz analiza detekcji bialek
metoda Jess Simple Western,

Sledziona - analiza cytometryczna, real-time PCR, analiza detekcji biatek
metoda Jess Simple Western, test klonogenny,

Watroba, szpik kostny — test klonogenny

Phuca - test klonogenny, analiza cytometryczna i histopatologiczna

Wezty chlonne — test klonogenny, analiza cytometryczna

Krew- analiza cytometryczna, analiza morfologiczna i biochemiczna, testy
ELISA

Schemat opisujacy przebieg eksperymentu in vivo przedstawiono na ponizszej

| —o—=0-

rycinie (Rycina 9).

myszy szczepu BALB/C x Szczepienie komorkami Rozpoczecie podan Eutanazja i pobranie
FOXP3°" (6-8 tygodni i 40- nowotworowymi linii 4T1  kalcytriolu lub takalcytolu tkanek
tygodni, OVX) lub 67NR

rl

Rycina 9. Schemat eksperymentu in vivo.

Przy wszystkich przeprowadzonych eksperymentach in vivo uczestniczytam

I asystowatam. Poszczegdlne procedury in vivo wykonywane byly przez przeszkolony

I doswiadczony  zespot specjalistow  z Laboratorium  Do$wiadczalnej — Terapii

Przeciwnowotworowej - dr inz. Beate¢ Filip-Psurska oraz dr inz. Mateusza Psurskiego.
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5.4 Badania ex vivo

5.4.1 Analiza histopatologiczna

Skrawki guza pobrane od myszy obarczonych guzami 4T1 i 67NR przeznaczono do
analizy histologicznej (barwienie metoda H&E) oraz Dbarwienia metods
immunohistochemiczng (pod katem ekspresji biatka CD31). Analizie histologicznej
poddano réwniez wycinki pluc z modelu raka gruczotu sutkowego 4T1. Badanie
histologiczne obejmowato oceng stopnia ztosliwosci, a takze odsetka martwicy badanych
guzow. Badanie immunohistochemiczne, w pierwszym etapie obejmowalo ocen¢
powierzchni catego analizowanego preparatu, W drugim etapie oceniano powierzchnig
tkanki  nowotworowej  z wykluczeniem obszaréw martwiczych. Dodatkowo
przeprowadzong analizg byta ocena mikroskopowa preparatow polegajaca na okresleniu
liczby naczyn krwiono$nych widocznych w polu widzenia. Analiza histopatologiczna
przeprowadzona zostata przez jednostk¢ zewngtrzng - Laboratorium Badawcze
SORBOLAB (Poznan, Polska).

5.4.2 Preparacja komérek z kKrwi

Krew pobrano w sposob jatowy do probowek VACUETTE TUBE 2 ml LH Lithium
Heparin (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuenster, Austria). Zkazdej probki
odpipetowano po 40 pl krwi i wykonano analiz¢ morfologiczng. Pozostatg krew peing
wirowano przez 15°, 1500 x g, 4°C w celu uzyskania osocza, ktore pobrano do §wiezych,
jatowych probowek konikalnych, po czym zamrozono i przechowywano w -80°C.
Pozostate elementy morfotyczne krwi zawieszono w ptynie Hanksa (PChO IITD,
Wroctaw, Polska) do uzyskania tacznej objetosci 2 ml. Tak przygotowang zawiesing
nawarstwiono na roztwor Ficoll-Paque Premium 1.084 (Sigma Aldrich, Saint Louis,
USA), nastgpnie wirowano przez 30°, 400 x g, w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu,
utworzony na powierzchni ficollu kozuch frakcji mononuklearnej (PBMC) przenoszono
do jatowych probowek, przeptukano 2x jalowym buforem PBS, po czym zwirowano
I policzono komorki zawieszone W koncowej objetosci 5 ml. Czgs¢ komorek frakcji
leukocytarnej od myszy obarczonych guzem 4T1 przeznaczono do analizy

cytometrycznej, pozostate komorki, zwirowano przez 7 min 350 x g, 4°C | zawieszono
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w 90% surowicy FBS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) i 10% DMSO (Sigma-Aldrich,

Saint Louis, USA), nastepnie zamrozono i przechowywano w -80°C.
5.4.3 Preparacja komérek z guza, pluc, moézgu i watroby

Swiezo pobrana tkanke guza, phuc, watroby i moézgu umieszczono na szklanej szalce,
dodano 1 ml medium IMDM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) i rozdrobniono
z uzyciem skalpela na drobne kawatki. Tkanke umieszczono W probowce konikalnej,
uzupetniono medium IMDM do ¥3cznej objetosci 3,6 ml i dodano 400 ul kolagenazy IV
(Img/ml; Collagenase from Clostridium histolyticum; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
140 ul DNazy i (Img/ml; Roche, Basel, Szwajcaria), po czym inkubowano przez 1
godzing, w temperaturze 37°C w piecu hybrydyzacyjnym z funkcjg delikatnego
wstrzasania. Po godzinnym trawieniu zawarto$¢ probowki przelewano do filtra (Srednica
porow 40 um, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmuenster, Austria) umieszczonego
w proboéwce konikalnej 50 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy) w celu oddzielenia
wytrawionych komorek od niestrawionych resztek. Resztki tkanek guza, ktore nie ulegty
strawieniu przenoszono do probdéwek wraz z ceramiczng kulkag do homogenizacji (MP
Bio-medicals, Santa Ana, USA) i dodano 500 pl RIPY z koktajlem inhibitorow proteaz
| fosfataz 2, 3 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Probki homogenizowano W sposob
mechaniczny z uzyciem homogenizatora FastPrep®-24 Instrument (MP Bio-medicals,
Santa Ana, USA) z ustawieniami: 5m/s, 30s. Probki inkubowano na lodzie przez 30°,

umieszczono w ciektym azocie na 1’ po czym przechowywano w temperaturze -80°C.

Przefiltrowane komoérki wirowano przez 7°, 350 x g, 4°C, usunig¢to supernatant po czym
do osadu komoérek dodano 1 ml buforu do lizy erytrocytéw (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA), wytrzagsano przez 1°, nastepnie dodano 10 ml buforu PBS (PChO IITD, Wroctaw,
Polska). Ponownie wirowano komorki przez 7°, 350 x ¢, 4°C, usuni¢to supernatant,
zawieszono komorki 5 ml buforu PBS + 2% FBS i policzono z uzyciem roztworu Trypan

Blue i komory Biirkera. Tak przygotowane komorki przeznaczono do dalszych analiz.
5.4.4 Preparacja komoérek ze $ledzion i wezlow chlonnych

Celem uzyskania zawiesiny zawierajacej pojedyncze komorki, bezposrednio na tkanke

dodano 5 ml schtodzonego buforu PBS + 2% FBS i sterylng koncowka strzykawki
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roztarto $ledziong lub wezty chtonne. Roztartg tkanke przeniesiono do nylonowego filtra
(wielko$¢ porow 40 um) umieszczonego W probowce konikalnej 50 ml w celu
oddzielenia resztek tkanek. Przeplukano szalke oraz filtr 10 ml buforu PBS + 2% FBS
I wirowano komorki przez 7°, 350 x g, 4°C. Po wirowaniu, usuni¢to supernatant
I zawieszono komorki w 1 ml buforu do lizy erytrocytow mieszano delikatnie obracajgc
probowke przez 1°, nastepnie dodano 10 ml buforu PBS i wirowano przez 7 min 350 x g,
4°C. W przypadku S$ledzion, jesli pelet po jednorazowej lizie erytrocytow nadal
pozostawat czerwony, lize powtdrzono. Po zwirowaniu komorek, pelet zawieszono w 10
ml buforu PBS +2% FBS (dla $ledziony) oraz 2 ml PBS +2% FBS (dla wezléw
chtonnych), po czym policzono komorki z uzyciem komory Biirkera i roztworu Trypan
Blue. Czeg$¢ przygotowanych w ten sposéb komorek z modelu 4T1 przeznaczono do
analiz cytometrycznych, pozostala cz¢s¢ zamrozono W probowkach do mrozenia
(Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy) w 90% surowicy FBS (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) i 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) i przechowywano w ciektym

azocie.

5.4.5 Preparacja komorek ze szpiku kostnego

Kosci udowsg i piszczelowg wycieto W sposOb nienaruszajacy stawy biodrowe
i kolanowe, a nastgpnie oddzielono tkank¢ migéniowg z uzyciem skalpela. Celem
utrzymania kosci W warunkach sterylnych, po wycieciu umieszczono je w roztworze
antybiotykow (penicylina i streptomycyna) z buforem PBS (PChO IITD, Wroctaw,
Polska). Za pomoca skalpela usunigto nasady kosci po czym kazdg z nich przeptukiwano
roztworem PBS + 2% FBS przy pomocy strzykawki i igty (0,5 x 25 mm) do catkowitego
wyptukania szpiku z wnetrza ko$ci. Uzyskane komarki szpiku kostnego zwirowano przez
7, 432 x g, 4°C, supernatant usuni¢to, po czym przeptukano komodrki buforem PBS
I ponownie zwirowano w tych samych warunkach. Po wirowaniu supernatant usunigto
a osad komorek zawieszono w 90% surowicy FBS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)
110% DMSO (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), nastgpnic zamrozono

I przechowywano w ciektym azocie.
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5.4.6 Analiza parametrow morfologicznych i biochemicznych krwi

Pobrang od myszy krew poddano analizie hematologicznej w aparacie Mythic 18
(Cormay, Warszawa, Polska). Reszt¢ krwi odpowiednio przygotowano do dalszych
analiz (opis przygotowania krwi opisano w rozdziale 5.4.2). Zabezpieczone osocze
przeznaczono do analizy toksyczno$ci wzgledem watroby i nerek oraz analizy poziomu
jonéw wapnia W organizmie. U kazdej z myszy oznaczono poziom wapnia, kreatyniny
(CRE2) oraz aminotransferazy asparaginianowej (AST) i aminotransferazy alaninowej
(ALT) przy pomocy analizatora biochemicznego Cobas c111z ISE (Roche Diagnostics,

Warszawa, Polska).

5.4.7 Analiza fenotypu komérek CD4" i T regulatorowych za pomoca

cytometrii przeplywowej

Komorki pochodzace z guza, ptuc i $ledziony od myszy obarczonych guzami 4T1 1 67NR
oraz wezlow chtonnych i krwi od myszy obarczonych guzami 4T 1, przygotowane wedtug
schematow kolejno W podrozdziatach 5.4.3, 5.4.4, 5.4.2 przeznaczono do analizy
cytometrycznej. Analizie poddano komoérki zywe w iloéci 1x10°/probke, zawieszano
w100 ul PBS +2% FBS zdodatkiem przeciwciata blokujacego receptory dla
fragmentow Fc przeciwcial TruStain FcX™ (anti-mouse CD16/32) (BioLegend, USA)
i inkubowano w ciemnosci w temperaturze 4°C przez 15°. Po inkubacji komorki
wirowano 7’ 350 x g, 4°C i usuni¢to supernatant. Kolejny etap stanowil wybarwienie
komorek martwych w celu pdzniejszego oddzielenia ich od frakcji komoérek zywych,
dlatego do osadu komodrek dodano 50 ul PBS + 2% FBS i przeciwciato Fixable Viability
Dye eFluor™ 780 (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA). Komorki inkubowano
30°, 4°C. Po 30’ dodano kolejng porcje przeciwcial przeciwko okreslonym antygenom
mysim (Fixable Viability Dye, anty-CD3, anty-CD4, anty-CD25, anty-CD29, anty-
CD61, anty-CD44, anty-CD51 (Tabela 6) zawieszong w 50 ul PBS + 2% FBS, po czym
probki ponownie inkubowano przez 30° w 4°C. Po uptywie czasu inkubacji komorki
odwirowano 7’ 350 x g, 4°C, zawieszono W 200 ul PBS + 2% FBS i wykonano odczyt
przy pomocy cytometru LSR Fortessa (BD Biosciences, San Jose, USA). Analizg

uzyskanych danych przeprowadzono za pomoca oprogramowania FACSDiva software.
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Tabela 6. Przeciwciala monoklonalne stosowane

komorek CD4* i limfocytow T regulatorowych

w oznaczeniach cytometrycznych fenotypu

ANTYGEN | CHARAKTERYSTYKA KLASA PRZECIWCIAtA | FLUOROCHROMY STOSOWANE PRODUCENT
PRZECIWCIALA (KLON) ROZCIENCZENIE
CcD3 Chomicze anty-mysz 1gG (145-2C11) PE/Dazzle™ 594 1:200 BiolLegend
CcD4 Szczurze anty-mysz 18G2b, k (GK1.5) Alexa Fluor® 700 1:1000 BioLegend
CD44 Szczurze anty-mysz 18G2b, k (IM7) APC 1:400 BioLegend
CD29 Chomicze anty-mysz 1gG (HMB1-1) PerCP/Cyanine5.5 1:400 BioLegend
CD61 Chomicze anty-mysz 18G, PE/Cyanine7 1:400 BioLegend
2C9.G2 (HMB3-1)
CD25 Szczurze anty-mysz 1gG1, A (PC61) Brilliant Violet 605 | 1:200 BioLegend
CD51 Szczurze anty-mysz 1gG1, k (RMV-7) Brilliant Violet 786 | 1:400 BD
Biosciences

5.4.8 Analiza poziomu IL-17 i IFN-y w komérkach CD4* za pomocg

cytometrii przeplywowej

Komorki pochodzace z tych samych tkanek przedstawionych w rozdziale 5.4.7 policzono
z wykorzystaniem roztworu Trypan Blue i komory Biirkera. Celem pobudzenia komorek
do produkcji cytokin, na ptytce 24-dotkowej (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy) wysiano po
5x10° komérek zawieszonych w medium do stymulacji (medium IMDM + GlutaMax
+10% FBS +PMA (50 ng/ml) + jonomycyna (500 ng/ml) + brefeldyna A (5pg/ml))
I inkubowano przez 4 godziny w 5% CO2, 37°C, 95% wilgotnosci powietrza. Po
4-godzinnej stymulacji komorki zebrano i1ponownie policzono. Komoérki w liczbie
1x10%/probke rozpipetowano do probéwek i zwirowano (7°, 350 x g, 4°C). Usunigto
supernatant i dodano 100 ul przeciwciata blokujacego TruStain FcX™ (anti-mouse
CD16/32) (BioLegend, USA) zawieszonego w buforze PBS + 2% FBS, inkubowano
W ciemnosci przez 15° w temperaturze 4°C. Po uptywie 15° komorki ponownie
zwirowano, anastgpnie W celu wybarwienia komodrek martwych osad komorek
zawieszono w 100 pl mieszaniny przeciwciata Fixable Viability Dye eFluor™ 780
(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) z buforem PBS + 2% FBS, inkubowano 30’
W ciemnosci W temperaturze 4°C. W celu dalszego barwienia wewnatrzkomorkowego
komorki utrwalono poprzez dodanie 500 ul buforu Fixation Buffer (BioLegend, San

Diego, USA) i 20’ inkubacje w temperaturze pokojowej, w ciemnos$ci. Kolejno, celem
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permeabilizacji komorek, trzykrotnie wirowano je W objetos$ci 500 ul/probke w buforze
1% Intracellular Staining Perm Wash Buffer (BioLegend, San Diego, USA) w warunkach
wirowania 7°, 350 x g, temperatura pokojowa. Na skutek inkubacji z PMA, jonomycyna
i brefeldyng antygeny CD3 i CD4 pierwotnie wystepujace na powierzchni komorki
ulegaja internalizacji, dlatego W kolejnym etapie barwienia wewnatrzkomorkowego,
komorki poddane permeabilizacji w poprzednim etapie, barwiono z uzyciem wybranych
przeciwcial anty-CD3, anty-CD4, anty-IL17A i anty-IFN-y (Tabela 7) zawieszonych
w 100 pl buforu do permeabilizacji i inkubowano przez 30°, w ciemnosci W temperaturze
pokojowej. Komorki wirowano, zawieszono W buforze PBS + 2% FBS i odczytano
z uzyciem cytometru LSR Fortessa (BD Biosciences, San Jose, USA). Analiz¢ danych

przeprowadzono za pomocg programu FACSDiva software.

Tabela 7. Przeciwciata monoklonalne stosowane W 0znaczeniach cytometrycznych poziomu IL-

17 w komérkach CD4*
ANTYGEN CHARAKTERYSTYKA KLASA PRZECIWCIALA | FLUOROCHROMY STOSOWANE PRODUCENT
PRZECIWCIALA (KLON) ROZCIENCZENIE
CcD3 Chomicze anty-mysz 1gG (145-2C11) PE/Dazzle™ 594 1:200 BioLegend
CcD4 Szczurze anty-mysz 18G2b, k (GK1.5) Alexa Fluor® 700 1:1000 BioLegend
IL-17A Szczurze anty-mysz 1gG1, k (TC11-18H10.1) Brilliant Violet | 1:200 BioLegend
421™
IFN-y Szczurze anty-mysz 1gG1, k (XMG1.2) PE 1:200 Invitrogen

5.4.9 Okreslenie zdolnosci komérek do tworzenia kolonii — test klonogenny

W celu analizy zdolno$ci komorek nowotworowych do tworzenia przerzutéw odlegtych
wykonano test klonogenny. Tkanki takie jak ptuca, $ledziona, watroba, mozg, wezty
chtonne iszpik kostny zostaly pobrane I przygotowane w sposob umozliwiajacy
uzyskanie zawiesiny pojedynczych komorek zgodnie ze schematami opisanymi
w rozdziatach 5.4.3, 5.4.4, 5.4.5. Komorki policzono iwysiano na szalke <10 cm
(Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy) w liczbie: ptuca (0,25x10° komérek), watroba (4,5x10°
komorek), $ledziona (5x108 komérek), mozg (10x10° komoérek), wezty chtonne (0,5%10°
komoérek), szpik (10x10° komorek) w 10 ml medium przeznaczonym dla danej linii.
Wykorzystujac oporno$¢ komorek linii 4T1 na 6-tioguaning (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA), po 24 godzinach od wysiania komoérek, medium uzupetniano 0 6-tioguaning
w stezeniu 10 uM. Po uptywie 48 godzin, odbierano 5 ml medium po czym ponownie

uzupehiano szalke wiasciwym dla danej linii medium z czynnikiem selekcjonujgcym
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(dla komorek 4T1) lub bez (dla komorek 67NR) do tacznej objetosci 10 ml. Po uptywie
4 dni od wysiania, z szalki odbierano medium, przemywano 10 ml buforu PBS (PChO
IITD, Wroctaw, Polska) i dodawano 10 ml $wiezego medium. Komorki pochodzace
z phuc, $ledziony i weztow chtonnych hodowano przez 3 tygodnie, z kolei komorki
watroby i szpiku kostnego hodowano przez 2 tygodnie zmieniajac pozywke co 3 dni
wedtug procedury z dnia czwartego. Po uptynigciu okreslonego czasu hodowli (37°C; 5%
CO2; wilgotnos¢ 95%), komorki na szalkach przemywano buforem PBS, nastepnie
barwiono przez godzing w 0,5% fiolecie krystalicznym (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) (1 ml fioletu/szalkg). Po godzinie odebrano fiolet iszalki przemywano
wielokrotnie wodg. Po plukaniu usuni¢to pozostatosci wody z szalki i pozostawiono do
wyschnigcia. Szalki fotografowano z uzyciem aparatu ChemiDoc Imaging System

(BioRad, Kalifornia, USA) i analizowano w oprogramowaniu ImageJ.

5.4.10 Magnetyczna separacja komérek CD4" z mysich §ledzion

Limfocyty CD4" wyizolowane zostaly z mysich $ledzion za pomocg zestawu do
magnetycznej separacji (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). Komérki $ledziony
rozmrozono i odwirowano w warunkach 7°, 300 x g, 4°C, osad komorek policzono
i zawieszono w roztworze buforu do separacji — PBS +2mM EDTA +0,5% BSA
0 pH=7.2 (70pl na kazde 10" komérek; PChO IITD, Wroctaw, Polska) oraz przeciwciata
blokujacego anty-CD16/CD32 (1ul na kazde 10° komorek; TruStain FcX, BioLegend,
San Diego, USA). W celu zablokowania receptoréw dla fragmentow Fc przeciwciat
komorki inkubowano 10° wtemp. 4°C. Kolejno dodano przeciwcialo do separacji
magnetycznej skoniugowane z kulkami magnetycznymi (CD4 (L3T4) MicroBeads, 10ul
na kazde 107 komérek (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) i inkubowano przez 30’
w 4°C w ciemnosci. Po inkubacji komorki przeptukano buforem do separacji (90ul na
kazde 107 komorek) i wirowano 7°, 300 x g, 4°C. Usunigto supernatant zawierajacy
niezwigzane przeciwciato, a osad zawieszono w $wiezym buforze do separacji (500
ul/2x108 komoérek). Kolumny MS (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) umieszczono
W magnesie na statywie separatora magnetycznego MACS (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA) i aktywowano przez dodanie do kolumny 500 ul buforu do separacji. Po
aktywacji, na kolumne dodano zawiesing komoérek w buforze do separacji (maksymalna
przepuszczalno$é kolumny - 2x10® komérek/kolumne MS), odczekano do catkowitego

przejécia zawiesiny przez kolumng po czym kolumng¢ dwukrotnie przeptukano 500 pl
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buforu do separacji. Po przeptukaniu kolumny, umieszczono ja W §wiezej, sterylnej 5 ml
probowce, dodano na kolumng 1 ml buforu do separacji po czym wypchni¢to komorki
tlokiem dotgczonym do kolumny. Komorki policzono przy uzyciu roztworu Trypan Blue
i komory Biirkera, a nastepnie przeznaczono do dalszych analiz oraz sprawdzono pod
wzgledem czystosci separacji Z uzyciem cytometrii przeplywowej (ze wzgledu na
niewielkg ilos¢ komorek uzyskanych po separacji i po przeznaczeniu ich na kluczowe
analizy, w celu oznaczenia czysto$ci komorki z poszczegdlnych probek po procesie
separacji tagczono W obrgbie grupy). Proces barwienia komoérek opisano w rozdziale 5.4.7.
Przeciwciata zastosowane w barwieniu cytometrycznym: anty-CD3, anty-CD4, anty-
CD45, anty-CD326 (EpCAM,; dla modelu 4T1), anty-podoplanina (dla modelu 67NR)
(Tabela 8).

Tabela 8. Przeciwciala monoklonalne stosowane W oznaczeniach cytometrycznych czysto$ci

separacji magnetycznej

ANTYGEN CHARAKTERYSTYKA KLASA PRZECIWCIALA | FLUOROCHROMY STOSOWANE PRODUCENT
PRZECIWCIALA (KLON) ROZCIENCZENIE

CcD3 Chomicze anty-mysz 1gG (145-2C11) PE/Dazzle™ 594 1:200 BioLegend

CcD4 Szczurze anty-mysz 18G2b, k (GK1.5) Alexa Fluor® 700 1:1000 BioLegend

CD326 Szczurze anty-mysz 18G2a, k (G8.8) PE/Cyanine7 1:1000 BioLegend

(EpCAM)

Podoplanina Chomicze anty-mysz 1gG (eBio8.1.1(8.1.1)) PE/Cyanine7 1:200 Invitrogen

CD45

Szczurze anty-mysz

18G2b, k (30-F11)

PerCP/Cyanine5.5

1:200

BD Biosciences

5.4.11 Przygotowanie lizatéw komorkowych do analizy PCR i Jess Simple
Western

Komorki CD4" pochodzgce ze $ledziony zabezpieczono do analizy ekspresji genow oraz
biatek. Uzyskane na drodze magnetycznej separacji komorki CD4" (schemat separacji
opisany zostal w rozdziale 5.4.10) stymulowano do produkcji cytokin. Na plytke 24-
dotkowg komorki wysiano w liczbie 5x10° komérek/dotek w medium do stymulacji
(IMDM + GlutaMax +10% FBS +PMA (50 ng/ml) +jonomycyna (500 ng/ml)
I inkubowano przez 4 godziny w warunkach 5% CO2, 37°C, 95% wilgotno$ci powietrza.
Po stymulacji komorki zebrano do $wiezych probowek, zwirowano 12°, 200 x g, 4°C.
Supernatanty zamrozono W -80°C do dalszych analiz. Komorki przeznaczone do analizy
PCR zawieszono w 200 ul odczynnika TRI-Reagent (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA)

dla komérek w ilosci <107 oraz 500 pl dla komoérek w ilosci >107 komorek. Komorki
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przeznaczone do analizy bialek zawieszono w buforze lizujagcym RIPA z dodatkiem
koktajlu inhibitorow fosfataz 2 i 3 oraz inhibitoréw proteaz (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) (50 ul/probke), inkubowano na lodzie przez 10°, po czym zamrozono W ciektym

azocie i przechowywano w -80°C.

5.4.11.1 Ocena ekspresji genéw na poziomie mRNA za pomocg analizy real-

time PCR

5.4.11.1.1 lzolacja RNA

Proces izolacji catkowitego RNA zlizatow komorkowych zabezpieczonych
w odczynniku TRI-Reagent (Sigma Aldrich, Saint-Louis, USA) przeprowadzony zostat
za pomocg zestawu do izolacji RNA (Direct-zol™ RNA Miniprep (ZYMO RESEARCH,
Tustin, CA, USA). Procedure izolacji przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta.
W trakcie izolacji, celem usuni¢cia pozostalosci genomowego DNA zastosowano
trawienie DNAzg i bezposrednio na kolumnach do izolacji. Po wyizolowaniu materiatu
genetycznego zmierzono stgzenie RNA z uzyciem spektrofotometru NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

5.4.11.1.2 Odwrotna transkrypcja

Odwrotna transkrypcj¢ przeprowadzono zZ uzyciem zestawu SuperScript IV VILO Master
Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Do reakcji odwrotnej transkrypcji
uzyto catos¢ wyizolowanego RNA. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano
w termocyklerze Veritii 9902 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) w warunkach: 10’
w temp. 25°C, 10> wtemp. 50°C i 5’ wtemp. 85°C. Zsyntetyzowane probki cDNA

przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych analiz.

5.4.11.1.3 Real-time PCR

Analize ekspresji genow specyficznych dla komorek CD4™ przeprowadzono z uzyciem
specjalnie zaprojektowanych ptytek TagMan Array 96-Well FAST Plate Mouse FoxP3

optaszczonych sondami, celem analizy okreslonych genow (Tabela 9).
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Tabela 9. Wykaz sond uzytych w reakcji real-time PCR

Numer
Nazwa genu identyfikacyjny

sondy
T-bet Thx21 MmO00450960_m1
RORa RORA, NR1F1 Mm01173766_m1
RORyt | RAR-related orphan receptor C (Rorc/ROR-yt) Mm01261022_m1
FoxP3 | forkhead box P3 MmO00475165_m1l
Gata3 GATA Binding Protein 3 Mm01337569_m1l
Stat3 signal transducer and activator of transcription 3 Mm01219775_m1
Stat5 STAT5a MmO00839861_m1
Gfi-1 growth factor independent 1 MmO00515855 m1
vdr vitamin D receptor MmO00437297_m1
Sppl osteopontin MmO00436767_m1
17 IL17a MmO00439619_ml
Gapdh* | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Mm99999915 g1
Actb* Actin, beta Mm01205647_gl
Sdha* | Succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A | Mm01352366_m1
B2m* Beta-2 microglobulin MmO00437762_m1

*- kontrole endogenne

Analize genéw W komorkach pochodzacych od myszy obarczonych guzami 4T1
przeprowadzono z uzyciem 18,5 ng cDNA na reakcjg¢, z kolei w przypadku 67NR
z uzyciem 10 ng cDNA na reakcje¢. Mix reakcyjny oprocz okreslonej ilosci cDNA sktadat
si¢ rowniez z 2x TagMan™ Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) oraz wody wolnej od RNaz — DEPC. Reakcje¢ przeprowadzono
wurzadzeniu ViiA™ 7 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) zgodnie
z programem: 40 cykli, w temp. 95°C przez 15s, nastgpnie W temp. 60°C przez 60s. Po
zakonczeniu reakcji wybrano kontrole endogenne (B2m, Actb, Sdha dla 4T1; B2m, Actb
dla 67NR) i przeprowadzono analize¢ poréwnawcza AACt. Jako kalibratory celem
uzyskania parametru RQ wybrano probki z grupy myszy kontrolnych. Analizy
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania ExpressionSuite Software v1.3
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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5.4.11.2 Ocena poziomu bialek za pomoca analizy Jess Simple Western

Analiz¢ biatek zwigzanych zroznicowaniem limfocytow Thl17 w odpowiedzi na
witaming D przeprowadzono na stymulowanych komoérkach CD4" pochodzacych ze

$ledziony oraz z guza (opis przygotowania komorek CD4" ze $ledziony i guza opisano
w rozdziatach 5.4.4 oraz 5.4.3).

5.4.11.2.1 Pomiar poziomu bialka

W celu oznaczenia poziomu biatka w przygotowanych lizatach komérkowych uzyto
zestawu DC Protein Assay Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, USA). Oznaczenie opiera si¢ na
metodzie kolorymetrycznej Lowry’ego, gdzie st¢zenie biatka w probce wyznaczono na
podstawie krzywej wzorcowej wykonanej dla standardu biatkowego (albuminy surowicy
wolowej; BSA; 2 mg/ml-0,125 mg/ml; Bio-Rad, Hercules, USA). Po rozmrozeniu
probek, odwirowano supernatant (10 000 x g, 4°C, 10 min), po czym przeniesiono go do
$wiezej probowki. Lizaty CD4* zaggszczano przy uzyciu kolumn Amicon Ultra-0.5 ml
Centrifugal Filter Unit (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Catkowita objetos¢ probki
przenoszono na filtr, wirowano 14 000 x g, 4°C, 15 min, po czym zaggszczong probke
przenoszono do §wiezej probéwki. Biatko oznaczono z uzyciem wspomnianego powyzej
zestawu, dla guza, w oznaczeniu zastosowano 30-krotne rozcienczenie. Pomiar
absorbancji wykonano przy uzyciu czytnika Synergy H4 Hybrid Multi-Mode Microplate
Reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

5.4.11.2.2 Analiza poziomu bialek z wykorzystaniem metody detekcyjnej Jess

Simple Western

Zautomatyzowana metoda detekcji bialek Jess Simple Western stanowi nowoczesng
alternatywe dla tradycyjnej metody Western Blot. Uzycie analizy Simple Western
umozliwito oznaczenie biatka z lizatow komorek CD4", w ktorych st¢zenie biatka byto
bardzo niskie. Do analizy wykorzystano odczynniki dedykowane metodzie Jess Simple
Western (ProteinSimple, Bio-Techne, Minneapolis, USA). Oznaczenia biatek takich jak
ERK/p-ERK, mTOR/p-mTOR, NF-kB/p-NF-xB, JNK/p-JNK, p38/p-p38, Akt/p-Akt
oraz receptor dla witaminy D (VDR) prowadzone byty na lizatach z komorek CD4"
pochodzacych ze $ledziony, z kolei oznaczenie osteopontyny przeprowadzone zostato na

komorkach pochodzacych z guza. Probki przygotowano w buforze x0,1 Sample Buffer
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(ProteinSimple, Bio-Techne), po czym do kazdej z nich dodano x4 Master Mix (EZ
standard pack 1/3; ProteinSimple) w stosunku 4:1. Ilosci biatka catkowitego uzytego do
oznaczen poszczegolnych biatek przedstawiono w Tabela 11. Probki inkubowano na
bloku grzejnym w temperaturze 95°C przez 5°, po czym przeniesiono na 16d. Kolejny
etap stanowilo przygotowanie przeciwciala pierwszorzedowego (spis uzytych
przeciwcial przedstawiono w Tabela 10), zgodnie zpodanym rozcienczeniem
(przeciwciala  pierwszorzedowe rozpuszczano W Milk-free antibody  diluent
(ProteinSimple, Bio-Techne)). W przypadku oznaczen, w ktérych w jednej analizie
badano dwa rozne biatka w kanatach detekcji NIR oraz HRP (CHEMI) przygotowano
przeciwciata drugorzedowe w stosunku 1:1000 (Anti-Mouse NIR Detection
Antibody/Anti-Rabbit NIR Detection Antibody:Anti-Mouse secondary antibody/Anti-
Rabbit Secondary antibody (ProteinSimple, Bio-Techne)). Nastgpnie celem wykonania
analizy multiplex i normalizacji probek do biatka catkowitego przygotowano roztwor
Replex (ProteinSimple, Bio-Techne) oraz roztwor Total Protein Detection
(ProteinSimple, Bio-Techne) zgodnie z protokotem producenta. W kolejnym etapie
przygotowano roztwér luminolu-S (ProteinSimple, Bio-Techne) oraz Peroksydazy
(ProteinSimple, Bio-Techne) w stosunku 1:1. Tak przygotowane roztwory naniesiono na
25-kapilarowa ptytke (12-230 kDa separation module lub 66-440 kDa separation module,
ProteinSimple, Bio-Techne) dedykowang do analizy Jess Simple Western, zgodnie ze
$cisle okreslonym schematem (Rycina 10). Analize¢ prowadzono w aparacie Jess Simple
Western System (ProteinSimple, Minneapolis, USA), przy warunkach reakcji opisanych
w Tabela 12.

Tabela 10. Przeciwciata stosowane do immunodetekcji biatek metoda Jess Simple Western

STOSOWANE KANAL
BIAtKO POCHODZENIE KLASA PRZECIWCIALA . PRODUCENT
ROZCIENCZENIE DETEKCIJI
Human/Mouse/Rat NIR R&D Systems,
krélicze 18G 1:25
ERK1/ERK2 Minnesota, USA
Human/Mouse/Rat HRP
Phospho-ERK1 (CHEMI) R&D Systems,
krélicze 18G, # 269434 1:25
(T202/Y204)/ERK2 Minnesota, USA
(T185/Y187)
HRP R&D Systems,
mTOR (L27D4) mysie 1gG1 1:5
(CHEMI) Minnesota, USA
Phospho-mTOR HRP R&D Systems,
krélicze 1gG 1:5
(Ser2448) (D9C2) (CHEMI) Minnesota, USA
HRP Cell Signaling
NF-kB p65 (D14E12) krélicze 18G 1:25
(CHEMI) Technology,
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STOSOWANE KANAL
BIAtKO POCHODZENIE KLASA PRZECIWCIALA . PRODUCENT
ROZCIENCZENIE DETEKCIJI
Massachusetts,
USA
HRP Cell Signaling
Phospho-NF-kB p65 (CHEMI) Technology,
mysie 1gG2b 1:25
(Ser536) (7F1) Massachusetts,
USA
HRP Cell Signaling
(CHEMI) Technology,
SAPK/JNK Antibody krélicze - 1:25
Massachusetts,
USA
HRP Cell Signaling
Phospho-SAPK/INK (CHEMI) Technology,
mysie 1gG1 1:25
(Thr183/Tyr185) (G9) Massachusetts,
USA
NIR Cell Signaling
Technology,
p38 MAPK (D13E1) krélicze 1gG 1:125
Massachusetts,
USA
HRP Cell Signaling
Phospho-p38 MAPK
(CHEMI) Technology,
(Thr180/Tyr182) mysie 1gG1 1:125
Massachusetts,
(28B10)
USA
NIR (dla
Cell Signaling
4T1)  HRP
Technology,
Akt (pan) (40D4) mysie 1gG1 1:125 (CHEMI; dla
Massachusetts,
67NR)
USA
HRP Cell Signaling
Phospho-Akt  (Serd73) (CHEMI) Technology,
krélicze 1gG 1:125
(193H12) Massachusetts,
USA
HRP Cell Signaling
Vitamin D3 Receptor (CHEMI) Technology,
krélicze 18G 1:125
(D2K6W) Massachusetts,
USA
HRP Proteintech,
Osteopontin Krolicze 18G 1:250
(CHEMI) Rosemont, USA

Tabela 11. Tlosci biatka catkowitego uzytego w analizie Jess Simple Western

Analizowane bialko

bialka

uzyta w analizie

Hos¢ calkowitego

ERK/p-ERK

1,12 ng / dotek

mTOR/p-mTOR

1 pg / dotek

NF-«B/p-NF-«B

1,5 g/ dotek

INK/p-INK

1,75 ng / dotek
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Ilos¢
Analizowane bialko

bialka calkowitego

uzyta w analizie

p38/p-p38

1,25 pg / dotek

Akt/p-Akt

1,75 ng / dotek

Receptor dla witaminy D
(VDR)

3 ng/ dotek

Osteopontyna

ES

- — I o mMm m QN w >

=
Y

0 0 1
I 1 01 1

A Evaporation sensitive

Peel off immediately before
placing in instrument

N

0,75 pg/ dotek

@ Biotinylated Ladder, 5 pL; @ Prepared Samples, 3 ul

@ Antibody Diluent (2 or Milk-Free), 10 uL; 0 Total Protein labeling reagent, 10 pL

D Antibody Diluent (2 or Milk-Free), 10 uL

@ Antibody Diluent (2 or Milk-Free), 10 pL; ) Primary Antibody for Probe 1, 10 uL

@ streptavidin-HRP or NIR, 10 pL; @ Secondary Antibody for Probe 1, 10 pL

@ Total Protein Streptavidin-HRP for Probe 2, 8 pL

Wash Buffer
500 pL/compartment

D Luminol-Peroxide Mix, 170 uL/compartment
[JRePlex” reagent mix, 300 pL/compartment

Rycina 10. Schemat ptytki do zautomatyzowanej detekcji biatek Jess Simple Western (dzigki

uprzejmosci Rachael Preston, Bio-Techne).

Tabela 12. Warunki reakcji zautomatyzowanej detekcji biatek Jess Simple Western

Etap Warunki reakcji
Pobranie zelu rozdzielajacego 200s
Pobranie Zelu zageszczajacego 15s
Pobranie probek badanych 9s
Rozdziat probek 25°,375V
Czas ekspozycji standardu 4s

Replex 30°
Znakowanie biotyna 30°
Rozcienczenie przeciwciata 5
Pobieranie  iinkubacja  z przeciwciatem 30°
pierwszorzedowym

Pobieranie  iinkubacja  z przeciwciatem 30°
drugorzedowym
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Etap Warunki reakcji
Analiza biatka catkowitego (Total Protein, 30’

HRP)

1 ekspozycja — 1s
2 ekspozycja — 2s
3 ekspozycja — 4s
4 ekspozycja — 8s
5 ekspozycja — 16s
6 ekspozycja — 32s
7 ekspozycja — 64s
1 ekspozycja — 5s
2 ekspozycja — 10s
Detekcja w kanale bliskiej podczerwieni | 3 ekspozycja — 30s
(NIR) 4 ekspozycja — 60s
5 ekspozycja — 120s
6 ekspozycja — 300s

Detekcja ~ w kanale  chemiluminescencji
(CHEMI)

5.4.12 Roéznicowanie limfocytow Th17

Indukowane limfocyty Th17 (iTh17) zréznicowano w warunkach ex vivo ze $ledzion
pochodzacych od myszy z modelu przed- i pomenopauzalnego obarczonych guzami 4T1.
W celu zréznicowania limfocytow Th17, ptytke 24-dotkowsa optaszczono przeciwciatami
anty-CD3 (5 upg/ml) oraz anty-CD28 (5 ug/ml) zawieszonymi w jalowym PBS-ie
(500 pl/dotek) i inkubowano przez noc w 4°C. Kolejnego dnia, przeptukano dwukrotnie
PBS-em optaszczong dzien wezesniej ptytke i wysiano 0,5x108 komérek CD4* (separacja
magnetyczna i przygotowanie komorek CD4" opisano w podrozdziale 5.4.10)
zawieszonych w medium IMDM + GlutaMax + 10% FBS + 100 pg/ml streptomycyny
+ 100 U/ml penicyliny + IL-6 (50 ng/ml) + TGF-B (1 ng/ml) + -merkaptoetanol (5x10°
*M). Komérki hodowano przez 4 dni w 5% CO2, 37°C, 95% wilgotnosci powietrza. Po
uplywie 4 dni zr6znicowane limfocyty Th17 poddawano dalszym analizom, a supernatant

zabezpieczono w -80°C do dalszych analiz.

5.4.12.1 Blokowanie receptoréw dla osteopontyny w warunkach in vitro

Celem zbadania wptywu biatek powierzchniowych majacych szczegodlne
znaczenie w ro6znicowaniu limfocytoéw Th17 i zidentyfikowanych w analizie opisanej
w rozdziale 5.4.7 przeanalizowano wptyw zablokowania CD44, CD51 i CD29 na proces
réznicowania komoérek Th17 pochodzacych od myszy zdrowych, SHAM oraz myszy
obarczonych guzami 4T1. Przeprowadzono analiz¢ réznicowania limfocytow Thl7

zgodnie ze schematem przedstawionym w rozdziale 5.4.12, gdzie komorki CD4*

65



bezposrednio po separacji, poddano inkubacji 2z przeciwcialami blokujacymi
poszczegolne biatka, zawieszonymi w medium IMDM + GlutaMax + 10% FBS + 100
ug/ml streptomycyny + 100 U/ml penicyliny + B-merkaptoetanol (5x10°M) z dodatkiem
przeciwcial blokujacych (Tabela 13) na czystej, nieoplaszczonej ptytce 24-dotkowe;.
Komorki inkubowano przez 30° w 5% CO2, 37°C, 95% wilgotnosci powietrza. Po
30-minutowej inkubacji komorki zebrano wraz z medium, uzupelniono 0 czynniki
réznicujace (IL-6 (50 ng/ml) i TGF-B (1 ng/ml)), wysiano na oplaszczone ptytki
i hodowano przez 4 dni wtych samych warunkach. Ostatniego dnia, kazdy dotek
uzupetniono 0 PMA (50 ng/ml) + jonomycyne (500 ng/ml) + brefeldyne A (5 pg/ml)
I inkubowano przez 4 godziny w 5% CO2, 37°C, 95% wilgotnosci powietrza. Po
zakonczonym procesie réznicowania, indukowane limfocyty Th17 poddano analizie
cytometrycznej celem oznaczenia wewnatrzkomérkowego poziomu IL-17 oraz IFN-y,
bedgcych sprawdzeniem wptywu blokowania na roznicowanie sie komorek CD4*

(schemat barwienia wewnatrzkomorkowego opisano w rozdziale 5.4.8).

Tabela 13. Przeciwciata stosowane do blokowania receptoréw dla osteopontyny

ANTYGEN POCHODZENIE KLASA PRZECIWCIAtA | STOSOWANE PRODUCENT
(KLON) STEZENIE

CD44 Szczurze 1gG2b, kappa (IM7) 2ug/ml eBioscience

Monoclonal

Antibody

Rat 1gG2b | Szczurze 1gG2b, kappa 2ug/ml eBioscience

kappa (eB149/10H5)

Isotype

Control

CD51 Szczurze 1gG1, kappa (RMV-7) 2ug/ml eBioscience

(Integrin

alpha V)

Monoclonal

Antibody

Rat 1gG1 | Szczurze 1gG1, kappa (eBRG1) 2ug/ml eBioscience

kappa

Isotype

Control

CD29 Chomicze IgG (eBioHMb1-1 (HMb1- | 4ug/ml eBioscience

(Integrin 1))

beta 1)

Monoclonal

Antibody

Armenian Chomicze 1gG (eBio299Arm) 4ug/ml eBioscience

Hamster IgG

Isotype

Control
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5.4.13 Ocena poziomu ekspresji wybranych czynnikéw metoda ELISA

Analiz¢ poziomu ekspresji wybranych czynnikéw za pomoca metody ELISA
przeprowadzono w osoczu myszy zdrowych, myszy zaszczepionych komoérkami
nowotworowymi linii 4T1 i 67NR (oznaczenie poziomu osteopontyny, VEGF oraz
25(0OH)D3) oraz supernatantach znad hodowli stymulowanych komérek CD4" oraz
hodowli réznicowanych limfocytoéw Th17 pochodzacych ze §ledzion myszy obarczonych
guzami 4T1 (oznaczenie osteopontyny). Przygotowanie 0socza oraz supernatantow
opisano kolejno w podrozdziatach 5.4.2, 5.4.11, 5.4.12. Poszczegdlne testy ELISA
wykonano zgodnie z protokotami producentéw. Uzyte testy przedstawiono w Tabela 14.
Stezenie biatek w analitach obliczono z réwnania krzywej wyznaczonej W programie

CurveExpert 1.4,

Tabela 14. Lista zestawéw ELISA wykorzystanych do oznaczen poziomu czgsteczek

Nazwa Numer Model Badany Producent
katalogowy nowotworowy | material
OPN DY441 4T1 i 67NR, | Osocze R&D Systems,
myszy zdrowe Minnesota,
4T1 supernatanty znad USA
hodowli
stymulowanych
komorek CD4*
4T1 supernatanty znad
hodowli
réznicowanych
limfocytow Th17
VEGF BMS619-2 4T1 i 67NR, | Osocze Invitrogen,
myszy zdrowe Waltham,
Massachusetts,
USA
25(0OH)Ds MBS2601506 4T1 i 67NR, | Osocze MyBioSource, San
myszy zdrowe Diego, USA

OPN - Osteopontyna, VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego, 25(OH)D3s — metabolit witaminy D
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6. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng wynikow przeprowadzono w programie do analizy danych
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., USA). Pierwszy etap stanowito sprawdzenie
normalnos$ci rozktadu z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilk’a. Dane, ktore spelniaty
zatozenia rozkladu normalnego poddawano analizie wykorzystujac test ANOVA
(Jednokierunkowa lub dwukierunkowa ANOVA) zkolei w przypadku danych
niespetniajgcych zatozen testu normalnosci przeprowadzano analize wykorzystujac test
Kruskal-Wallis’a. Porownujac dwie grupy danych korzystano z testu U Manna-Whitneya
lub testu t-Studenta. Istotne statystycznie roznice pomigdzy grupami uznawano, gdy
p=0,05.

WYNIKI

7. Badania in vivo

7.1 Ocena wplywu Kkalcytriolu itakalcytolu na wzrost guza u myszy

obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR

Pomiary wzrostu guza u myszy mtodych obarczonych rakiem gruczotu sutkowego
4T1 lub 67NR wskazywaly na brak istotnych rdznic w przyroScie wielkosci guza
pomigdzy grupami myszy traktowanych kalcytriolem lub takalcytolem a grupa kontrolng
(Rycina 11Ai B).

U myszy obarczonych tymi samymi nowotworami, lecz starszych, poddanych
owariektomii (model pomenopauzalny) rowniez obserwowano brak znaczacych réznic

pomigdzy badanymi grupami (Rycina 11C i D).
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Rycina 11. Kinetyka wzrostu guza mysich rakéw gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR.

Wyniki przedstawiono w postaci procentu zmiany objetosci guza w stosunku do dnia pierwszego
pomiaru (dzien 8) + odchylenie standardowe, N=20/grupe (Na wykresach przedstawiono wyniki
z czterech eksperymentow). Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu
dwukierunkowej ANOVA i testu post hoc Tukey’a. Za rdznice istotne statystycznie uznano

wyniki, dla ktorych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
7.2 Ocena wplywu kalcytriolu i takalcytolu na mase ciala myszy

Ocena toksycznosci stosowanych preparatow w modelu przedmenopauzalnym
myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 nie wykazala rdéznic w zmianie
masy ciala myszy przez caty czas trwania eksperymentu, az do ostatniego dnia pomiaru
(dzien 24), w ktorym masa ciata myszy traktowanych kalcytriolem oraz takalcytolem
istotnie obnizyta si¢ dwukrotnie wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 12A).

Nie wykazano istotnych roznic W masie ciala migdzy grupami ekperymantalnymi

u myszy obarczonych guzami 4T1 w modelu pomenopauzalnym (Rycina 12C).
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Podobnie, nie obserwowano istotnych réznic W masie ciata mi¢dzy grupami
eksperymentalnymi myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 67NR w modelu
przed- i pomenopauzalnym (Rycina 12B i D).
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Rycina 12. Kinetyka zmiany masy ciata myszy obarczonych mysim rakiem gruczotu sutkowego
4T1 i 67NR. Pomiary masy ciata dla kazdej myszy normalizowano, obliczajac stosunek pomiaru
z danego dnia eksperymentu wzgledem pomiaru w dniu rozpoczecia eksperymentu dla kazdej
z myszy. Wyniki przedstawiono w postaci procentu zmiany masy ciata w odniesieniu do dnia
pierwszego pomiaru (dzien 0). N=20/grupe (Na wykresach przedstawiono wyniki z czterech
eksperymentow). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu dwukierunkowej
ANOVA i testu post hoc Tukey’a. Za roznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych

*p<0,05 w poroéwnaniu do grupy kontrolne;j.
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7.3 Ocena wplywu kalcytriolu i takalcytolu na proces angiogenezy

w guzach myszy obarczonych rakiem gruczotlu sutkowego 4T1 i 67NR

Przyzyciowa analiza ultrasonograficzna - USG nie wykazata réznic miedzy
badanymi  grupami myszy obarczonych guzami 4T1 wmodelu przed-
I pomenopauzalnym (Rycina 13A i1 C).

Parametr maksymalnej intensywnosci sygnatu (PE) w guzach myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 67NR w modelu przedmenopauzalnym wzrést dwukrotnie
w grupie traktowanej takalcytolem wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 13B, LI11), zas
w modelu pomenopauzalnym wykazano pigtnastokrotny spadek wartosci PE w grupie
myszy traktowanej takalcytolem wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 13D, J.111).

Niezalezna analiza histopatologiczna guza pozwolila okresli¢ liczbe naczyn
krwiono$nych przypadajaca na pole widzenia. Zarowno dla myszy w modelu przed- jak
I pomenopauzalnym myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1, nie
zauwazono istotnych réznic migdzy grupami traktowanymi Kalcytriolem i takalcytolem
a grupa kontrolng (Rycina 13E i G). Natomiast w grupie myszy mtodych obarczonych
guzami 67NR, traktowanych Kkalcytriolem liczba naczyn zwigkszyta sie istotnie
wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 13F). Liczba naczyn przypadajgca na pole widzenia
w modelu pomenopauzalnym myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 67NR nie

roznita si¢ znaczaco miedzy grupami eksperymentalnymi (Rycina 13H).
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Rycina 13. Analiza wptywu kalcytriolu i takalcytolu na proces angiogenezy w mysim modelu
raka gruczotu sutkowego 4T1 i67NR. Na wykresach (A-D) przedstawiono parametr
maksymalnej intensywnosci sygnatu/maksymalnego wysycenia kontrastem (peak enhancement -
PE) dla myszy w modelu przed- i pomenopauzalnym raka gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR, ktory
okreslono poprzez wykonanie badania ultrasonograficznego. Na wykresach (E-H) przedstawiono

liczbe naczyn krwiono$nych guza przypadajaca na pole widzenia, ktéra oceniono za pomocg
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analizy histopatologicznej. Reprezentatywne zdjecia z badania perfuzji krwi w obrebie guza
w modelu przedmenopauzalnym (1) oraz pomenopauzalnym (J) myszy obaczonych rakiem
gruczohu sutkowego 67NR; | — grupa kontrolna; 1l — kalcytriol; 111 — takalcytol. Na zdjeciach (K-
L) przedstawiono reprezentatywne wyniki z analizy immunohistochemicznej (barwienie anty-
CD31) w tkance guza dla modelu pomenopauzalnego 67NR; K - grupa kontrolna; L — kalcytriol;
L — takalcytol. Czerwone strzatki wskazuja na lokalizacje skupisk komoérek CD31*. N=5. Analize
statystyczna dla przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowego ANOVA i testu post hoc
Sidak’a. Za réznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do

grupy kontrolnej.

73



8. Badania ex vivo

MODEL

PRZEDMENOPAUZALNY

MODEL
POMENOPAUZALNY

<Sledziona -Sledziona
Analiza fenotypowa “Guz *Guz
wybranych -Ptuca +Pluca
limfocytow T *PBMC *PBMC
*Wezty chfonne ~Wezty chfonne
Analiza ekspresji
:’-_ genow metoda <$ledziona -Sledziona
8 real-time PCR
<
e
R Analiza ek %
g b'n? 'ia e :pc;'esjl' Sledziona «Sledziona
& ia el metoda Jess o “Guz
Simple Western (tylko dla modelu 4T1) (tylko dla modelu 4T1)
Analiza poziomu .?ussgsatanty znad .?::;::HBNW znad
cytokin metodg stymulowanych CD4+ stymulowanych CD4+
ELISA (tylko dla modelu 4T1) (tylko dla modelu 4T1)
Analiza wplywu S
blokowania 5
Fecaptonsw OPN na (tylko dla modelu 4T1)
: réznicowanie Th17
=
=
: . =Supernatanty znad
Analiza poziomu stymulowanych Th17
OPN metoda ELISA (tylko dla modelu 4T1)

Rycina 14. Lista tkanek i komoérek wykorzystanych w do§wiadczeniach ex vivo.

8.1 Ocena wybranych parametréw morfologicznych krwi wobec

dzialania kalcytriolu i takalcytolu

Okres$lenie poszczegdlnych parametrow morfologicznych krwi z uzyciem
analizatora hematologicznego pozwolito na ocene¢ wptywu kalcytriolu i takalcytolu na
poszczegdlne frakcje komorek krwi peitnej. Do analizy wilaczono rowniez wyniki
pochodzace od mlodych myszy zdrowych, stanowigcych kontrole niezaszczepiong

komoérkami nowotworowymi oraz wyniki pochodzace od myszy w modelu
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pomenopauzalnym, z grupy SHAM, poddanej pozorowanej owariektomi, rowniez jako
kontrolg bez nowotworu.

W analizie wynikéw pochodzgcych od myszy z modelu przedmenopauzalnego
4T1, bezwzgledna liczba leukocytow, limfocytow, monocytow, granulocytow oraz
ptytek krwi byla istotnie nizsza w grupie myszy zdrowych. Co wigcej, we wszystkich
wspomnianych powyzej frakcjach, z wyjatkiem plytek krwi obserwowany byl wzrost
liczby komoérek w grupie traktowanej takalcytolem wzgledem grupy kontrolnej. Odsetek
limfocytow w grupie myszy zdrowych byt istotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej.
Z kolei, wyrazny spadek odsetka limfocytow odnotowano po traktowaniu kalcytriolem
I takalcytolem. W przypadku frakcji monocytéw, granulocytéw oraz hematokrytu
wykazano istotne nizsze wartosci tych parametrow w grupie myszy zdrowych wzgledem
grupy kontrolnej.

Analiza krwi pelnej, pobranej od myszy obarczonych tym samym typem
nowotworu, lecz reprezentujacych model pomenopauzalny dowiodta, iz liczba
leukocytow, limfocytow, monocytow i granulocytow byta istotnie nizsza w grupie myszy
SHAM w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podwyzszong liczbe erytrocytow
i hemoglobiny wykazano w grupie myszy SHAM wzgledem grupy Kkontrolne;.
Zwigkszony odsetek komorek wtej grupie stwierdzono rowniez w badaniu frakcji
limfocytow oraz hematokrytu. Co wigcej, W tej samej grupie myszy odsetek monocytow
oraz granulocytow byt istotnie mniejszy W poréwnaniu do grupy kontrolne;.

We krwi myszy mtodych, obarczonych komodrkami 67NR stwierdzono istotne
statystycznie obnizenie bezwzglednej liczby leukocytow 1 granulocytow u myszy
traktowanych takalcytolem wzgledem grupy kontrolnej. Stwierdzono réwniez obnizona
liczbe monocytow i i ptytek krwi w grupie myszy zdrowych w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. U myszy z grupy kontrolnej wystepowato obnizenie frakcji limfocytarnej oraz
podwyzszenie frakcji monocytarnej w poréwnaniu do myszy zdrowych.

Ocena parametrow morfologicznych u myszy zaszczepionych tym samym
nowotworem, lecz w modelu pomenopauzalnym pokazata znaczaco nizsza bezwzgledna
liczbg leukocytow, limfocytow, monocytéw i granulocytéw w grupie myszy SHAM
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W grupie tej odnotowano rowniez nizszy odsetek
granulocytow W porownaniu do grupy kontrolnej. Analiza morfologiczna wykazata we
krwi myszy SHAM istotnie wyzszy odsetek limfocytow W pordwnaniu do myszy

kontrolnych obarczonych rakiem sutka 4T1. Istotne obnizenie poziomu hematokrytu,
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zaobserwowano w grupie myszy traktowanych takalcytolem wzgledem grupy kontrolne;j
(Tabela 15).

Tabela 15. Analiza wybranych parametrow morfologicznych krwi pobranej od myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR w dwoch grupach wiekowych. Analizg
przeprowadzono w czterech niezaleznych eksperymentach dla myszy z grup eksperymentalnych
kontrolnej, traktowanej kalcytriolem i takalcytolem oraz jeden niezalezny eksperyment dla myszy
zdrowych i SHAM. N=5/1 niezalezny eksperyment. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie
+ odchylenie standardowe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu
jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Fisher’a lub Kruskalla-Wallis’a oraz testu t-Studenta
lub  Manna-Whitney’a dla pojedynczych poréwnan grup Kkontrolnej oraz myszy
zdrowych/SHAM. Za réznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktorych *p<0,05

W porownaniu do grupy kontrolne;j.

Parametr Nazwa Model nowotworowy/ grupa wiekowa
grupy
4T1 4T1 67NR 67NR
przedmenopauzaln | pomenopauzaln | przedmenopauzaln | pomenopauzaln
e e e e
Zdrowe/ 6,8+1,2* 145+ 13,5* 6,8+1,2 47+21*
o SHAM
% — Kontrola 143,8+87,4 181,7 £132,5 6,4+21 79+21
g= Kalcytriol | 212,8 + 165,5 226,9 +136,0 6,6 +1,8 74+20
§ mg Takalcyto | 238,7 +138,6* 201,4£1254 49+15* 6,8+1,7
= I
Zdrowe/ 57+1,0* 11,5+10,9* 57+1,0 3,8+1,8*
- SHAM
% — Kontrola 27,4 +9,9 27,1+110 48+14 55+14
= Kalcytriol | 22,8 +5,5 352+14,4 51+19 50+1,3
.E =) Takalcyto | 40,0 +17,3* 31,4+128 39+1,0 45+11
= I
Zdrowe/ 0,3+ 0* 0,8+0,6* 0,3+ 0* 0,4 +0,2*
- SHAM
S Kontrola 19,6 £9,6 20,0+121 0,7+0,3 0,8+0,2
§ = Kalcytriol | 29,8+19,7 27,4137 0,8+0,3 0,8+0,2
§ ‘g ;I'akalcyto 33,6 +18,7* 26,0+ 135 0,6+0,3 0,8+0,2
Zdrowe/ 0,7+0,1* 21+21* 0,7+0,1 0,7+0,4*
=) SHAM
S Kontrola | 87,0+588 113,9+79,2 1,0+06 16+0,7
2= Kalcytriol | 147,6 +125,2 158,6 +104,6 1,0£0,6 1,6+0,8
g "’3 Takalcyto | 161,6 +98,7* 144,0+101,2 0,6 +0,4* 1,6+0,8
= I
Zdrowe/ 8,7+0,1 19,1 +£13,4* 8,7+0,1 7,8+0,8
> SHAM
> Kontrola | 10,0+2,0 9824 8111 7,808
S= Kalcytriol | 10,8 +2,8 11,0+14 8,4+07 7,6+038
E“’g Takalcyto | 10,5 +2,2 11,1+17 86+14 73+07
= I
= Zdrowe/ 16,4+0,3 35,1 +23,9* 16,4 +0,3 149+14
S s — |SHAM
& _g % Kontrola 17,3+5,9 195+4,7 153+2,2 150+1,3
Lo= Kalcytriol | 19,1+7,9 213+27 155+1,2 145+1,6
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Parametr Nazwa Model nowotworowy/ grupa wiekowa
grupy
4T1 4T1 67NR 67NR
przedmenopauzaln | pomenopauzaln | przedmenopauzaln | pomenopauzaln
e e e e
Takalcyto | 18,1+6,2 21,1+3,7 151+1,2 141+1,2
I
= Zdrowe/ 209,0 £ 77,7 532,3 +379,6 209,0 £ 77,7* 317,8+1224
£ SHAM
Kontrola 502,5 + 146,9 551,2+113,0 343,6 +134,0 418,1+115,7
v R Kalcytriol | 544,8 + 1417 541,4 +161,7 355,0 +£120,4 410,6 +109,1
é % Takalcyto | 505,8 +127,2 581,6 + 158,6 301,5 +100,7 392,2+134,8
= I
Zdrowe/ 84,1+ 2,6* 79,2 + 3,6* 84,3 +2,6* 79,2 + 3,4*
SHAM
% Kontrola 22,1+6,5 18,0+4,8 71,0+ 157 70,4 +55
S Kalcytriol | 18,0 +4,2* 18,6 +4,5 61,8 + 22,2 68,7 +5,7
£ <3 Takalcyto | 17,8 +2,0* 18,1+5,0 76,3+ 10,9 66,8 +9,7
4 I
Zdrowe/ 53+1,1* 8,0+ 3,5* 53+14* 93+32
- SHAM
g Kontrola 146+ 3,4 129+35 121+40 97+19
S Kalcytriol | 154 +3,6 137+25 137+37 10,8 +25
¢ Takalcyto | 14,6 +1,8 13,6 +2,2 123+3,2 112+23
== |
Zdrowe/ 10,6 +2,4* 13,4 +3,4* 10,6 +2,4 123+2,7*
2 SHAM
§ Kontrola 63,3 + 8,9 67,7 +10,3 139+6,4 199+59
2 Kalcytriol | 67,0 6,7 67,7 £6,6 153+7,4 20,5+6,3
ey Takalcyto | 67,5+3,8 679+72 12,2+8,3 220+88
(O I
Zdrowe/ 35,7 +0,6* 140,1 +9,4* 35,7+0,6 359+3,3
> SHAM
< Kontrola 479+8/4 475+12.2 35,3+ 3,3 36,9 +2,7
E Kalcytriol | 51,0 +14,1 522+6,1 36,9+ 3,2 35,6 +3,5
R Takalcyto | 50,6 +10,3 50,6 £9,3 36,9+2,7 34,6 £2,8*
I = I

8.2 Ocena wybranych parametréw biochemicznych wobec dzialania

kalcytriolu i takalcytolu

Parametry biochemiczne stanowig istotny czynnik prognostyczny, dajacy
mozliwos$¢ oceny stanu poszczegdlnych narzgdéw. w badaniu okreslono poziom ALT
(aminotransferaza alaninowa) i AST (aminotransferaza asparaginianowa) oraz wskaznika
de Ritisa, markera zaawansowanego uszkodzenia watroby [254]. Wskaznik de Ritisa
wyliczono na podstawie stosunku wartosci poziomu AST do ALT. W analizie
biochemicznej okreSlono rowniez stezenie wapnia, ktory moze by¢ regulowany
dziataniem obu form witaminy D oraz poziom kreatyniny umozliwiajacy ocen¢ pracy
nerek.

Analiza osocza pochodzacego od myszy miodych obarczonych guzami 4T1

wskazala na istotnie wyzszy poziom ALT u myszy zdrowych wzgledem grupy kontrolnej.
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Z kolei wskaznik de Ritisa oraz poziom wapnia byty znaczaco nizsze u myszy zdrowych
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Dziatanie kalcytriolu powodowato u myszy w tej
grupie zwiekszenie st¢zenia wapnia W 0S0CZU W pordéwnaniu do grupy myszy
kontrolnych. Nie obserwowano istotnych zmian mi¢gdzy grupami w poziomie Kreatyniny
(Rycina 15A-C).

Analogiczng analiz¢ wykonano dla mysiego modelu pomenopauzalnego myszy
obarczonych guzem 4T1. Poziom wskaznika ALT by! istotnie nizszy za§ AST istotnie
wyzszy W kontroli wzgledem grupy SHAM. Obecno$¢ nowotworu u myszy Z grupy
kontrolnej spowodowata istotny wzrost wartosci wskaznika de Ritisa poréwnujac do
grupy SHAM. Stezenie wapnia bylo nizsze w grupie SHAM oraz podwyzszone W grupie
traktowanej kalcytriolem. Z kolei, poziom kreatyniny byt wyzszy zar6wno w grupie
SHAM jak i leczonej kalcytriolem wzgledem myszy z grupy kontrolnej (Rycina 15F-H).

U myszy wmodelu przedmenopauzalnym, obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 67NR zauwazono wyraznie wyzsze st¢zenie ALT w grupie myszy zdrowych
oraz traktowanych takalcytolem wzgledem grupy kontrolnej. Drugi parametr watrobowy
—AST w tym mysim modelu nie r6znit si¢ migdzy leczonymi grupami. Spadek wskaznika
uszkodzenia watroby u mtodych myszy tego modelu odnotowano dla grupy traktowanej
takalcytolem wzglgdem grupy kontrolnej. Leczenie myszy aktywng forma witaminy D —
kalcytriolem spowodowato podwyzszenie poziomu wapnia oraz kreatyniny W 0soczu
w pordéwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto, leczenie takalcytolem powodowato wzrost
stezenia kreatyniny wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 15K-L.).

Wyzszy poziom AST stwierdzono w grupie myszy SHAM poréwnujac do grupy
kontrolnej, przy czym drugi parametr watrobowy oraz wskaznik de Ritisa nie roznity si¢
istotnie pomiedzy badanymi grupami w modelu pomenopauzalnym myszy obarczonych
rakiem gruczolu sutkowego 67NR. Odnotowano nizsze st¢zenie wapnia W 0S0CZu
wzgledem grupy kontrolnej w grupie SHAM oraz podwyzszenie jego stezenia W grupie,
ktorej podawany byt takalcytol. Stezenie kreatyniny pozostawalo bez zmian niezaleznie

od obecnosci nowotworu i sposobu leczenia (Rycina 150-R).
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Rycina 15. Analiza wybranych parametréw biochemicznych w 0soczu u myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR traktowanych kalcytriolem lub takalcytolem w modelu
przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym. A-E parametry biochemiczne oznaczone w osoczu
myszy w modelu przedmenopauzalnego 4T1. F-J parametry biochemiczne oznaczone w 0soczu
myszy w modelu pomenopauzalnego 4T1. K-L parametry biochemiczne oznaczone w 0soczu
myszy w modelu przedmenopauzalnego 67NR. O-R parametry biochemiczne oznaczone
w osoczu myszy w modelu pomenopauzalnego 67NR. Do analizy danych pochodzacych od
myszy w modelu przedmenopauzalnego wiaczono wyniki z analiz pochodzacych od myszy
zdrowych, pozbawionych nowotworu, z kolei do analiz myszy w modelu pomenopauzalnego
jako dodatkowa kontrole wlaczono wyniki pochodzace od myszy SHAM, poddanych
pozorowanej owariektomi, pozbawionych nowotworu. N=5. Analiz¢ statystyczna
przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowego ANOVA i testu post hoc Tukey’a oraz
testu t-Studenta dla pojedynczych poréwnan grup kontrolnej oraz myszy zdrowych/SHAM. Za
roznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy

kontrolngj.
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8.3 Ocena aktywnoS$ci przeciwprzerzutowej Kalcytriolu i takalcytolu

w modelu mysiego raka gruczohlu sutkowego 4T1

Zdolnos¢ komorek 4T1 do tworzenia przerzutoOw zostala zbadana za pomocg testu
klonogennego. Traktowanie myszy takalcytolem, spowodowato zwickszong zdolnosé
komorek do tworzenia kolonii w ptucach. Kalcytriol i takalcytol nie wptynely na proces
przerzutowania do watroby, mozgu oraz szpiku kostnego. Analiz¢ przeprowadzono
rébwniez W $ledzionie i weztach chtonnych, w ktérych nie odnotowano obecno$ci
komorek nowotworowych u myszy mtodych (Rycina 16A-D).

Liczba przerzutoéw w plucach u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego
4T1 z modelu pomenopauzalnego i traktowanych kalcytriolem byta istotnie nizsza
w porowaniu do grupy kontrolnej. Podobnie, traktowanie myszy kalcytriolem
i takalcytolem powodowato spadek potencjatu przerzutowego komorek, wyrazony
obnizong kolonii w watrobach w stosunku do grupy kontrolnej. Leczenie kalcytriolem
I takalcytolem nie wptyneto na proces przerzutowania do mézgu i $ledziony. Zdolnosé¢
komorek 4T1 do tworzenia przerzutow odlegtych badano rowniez w szpiku kostnym oraz
weztach chtonnych, gdzie nie stwierdzono obecnosci komoérek nowotworowych
niezaleznie od sposobu leczenia myszy pomenopauzalnych (Rycina 16E-H).
Reprezentatywne zdje¢cia z hodowli komorek pochodzacych z poszczegdlnych tkanek

zatgczono w suplemencie (Rycina S - 1).
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Rycina 16. Ocena zdolnosci komoérek mysiego raka gruczotu sutkowego 4T1 do tworzenia
przerzutéw odlegtych. A-D analiza zdolnosci komorek z ptuc, watroby, mozgu i szpiku kostnego
do tworzenia przerzutow W modelu przedmenopauzalnym 4T1. E-H analiza zdolno$ci komoérek
z ptuc, watroby, mézgu i §ledziony do tworzenia przerzutoéw w modelu pomenopauzalnym 4T1.
Analize¢ przeprowadzono W trzech niezaleznych eksperymentach dla myszy mtodych w ptucach;
dwoch dla myszy starych w ptucach; trzech dla myszy mtodych w watrobie; dwoch dla myszy
starych w watrobie; po jednym eksperymencie dla myszy mtodych i starych w mézgu, szpiku
i weztach chtonnych oraz jeden niezalezny eksperyment dla myszy zdrowych i SHAM. N=5/1
niezalezny eksperyment. Wynik testu klonogennego stanowi procent powierzchni zajetej przez
kolonie utworzone przez komorki nowotworowe. Analize statystyczng przeprowadzono za
pomoca testu jednokierunkowego ANOVA itestu post hoc Tukey’a. Za rdznice istotne

statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

8.4 Ocena fenotypowa limfocytéw T pomocniczych wobec dzialania
kalcytriolu i takalcytolu

Wptyw traktowania myszy Kkalcytriolem itakalcytolem na limfocyty

T pomocnicze, w tkankach takich jak sledziona, ptuca, wezty chtonne, guz i krew (frakcja

komorek jednojadrzastych krwi obwodowej — PBMC), oceniono wykorzystujac technike
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cytometrii przeptywowej. Populacja komoérek CD3*CD4" zostala wyselekcjonowana
zgodnie ze schematem bramkowania przedstawionym na Rycina 17A. Odsetek komorek
identyfikowanych jako limfocyty T pomocnicze wyznaczony zostat jako procentowy
udziat komorek o fenotypie CD3"CD4". Analizie poddano komoérki pochodzace
z wyszczegblnionych wyzej tkanek od myszy z modelu nowotworowego 4T1 oraz
$ledzion, ptuc iguzéw od myszy reprezentujacych model przed- i pomenopauzalny
myszy obarczonych guzem 67NR.

Ilosciowe oznaczenie komoérek T pomocniczych w poszczegolnych tkankach
I narzadach u myszy obarczonych guzami 4T1 w modelu przedmenopauzalnym nie
wykazato réznic w intesywnosci nacieku (Rycina 17B-F).

Wyrazny wzrost liczby komorek T pomocniczych odnotowano w modelu
pomenopauzalnym myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1, w grupie
traktowanej takalcytolem w guzie oraz w grupie myszy traktowanych kalcytriolem
I takalcytolem w ptucach. W $ledzionie, weztach chtonnych ikrwi nie odnotowano

istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi (Rycina 17G-K).
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Rycina 17. Analiza odsetka komorek stanowiacych frakcje limfocytow T pomocniczych
(CD3*CD4") w komorkach pochodzacych ze $ledziony (B i G), ptuc (C i H), weztow chtonnych
(D il), guza (E iJ) oraz krwi (F iK) zmodelu raka gruczotu sutkowego 4T1 u myszy
reprezentujagcych grupe przed- i pomenopauzalng. Schemat bramkowania komoérek w analizie
cytometrycznej (A) dotyczy wyodrebnienia komorek frakcji limfocytarnej (I, 0§ x FSC-A, 0§ Y
SSC-A), oddzielenie pojedynczych komorek od zlepow komoérkowych (11, 0§ x FSC-A, 0§ Y
SSC-H), kolejno komorek zywych (I11, 0§ x APC-Cy7-A, o$ Y SSC-A), wyodrebnienie frakcji
komoérek CD3*CD4* (1V, o$ x Pe-TexasRed-A, 0§ Y AlexaFluor700-A), okreslanej jako frakcja
limfocytow T pomocniczych (Th). Oznaczenia dotyczace krwi zostaty przeprowadzone na frakcji
mononuklearnej (PBMC). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie

standardowe. N=5-10. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej
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ANOVA i testu post hoc Fisher’a. Za réznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych

*p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Naciek limfocytow T pomocniczych do guza, $ledziony i ptuc nie rdznit si¢
istotnie miedzy leczonymi grupami w modelu przed- i pomenopauzalnym raka gruczotu
sutkowego 67NR (Rycina S - 3A-F).

8.4.1 Poziom ekspresji receptorow dla osteopontyny w komorkach

pochodzacych ze Sledziony

Celem okreslenia wptywu Kkalcytriolu i takalcytolu na zmiany ekspresji
receptorow dla OPN w komorkach $ledziony, przeprowadzono wieloparametryczng
analiz¢ cytometryczng.

Wykazata ona, ze zastosowanie kalcytriolu w modelu przedmenopauzalnym
myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 powoduje statystycznie znamienny
wzrost odsetka komorek wykazujacych ekspresje CD44. W modelu pomenopauzalnym

nie odnotowano istotnych r6znic migdzy grupami (Rycina 18).

przedmenopauzalne pomenopauzalne
A _ C E G
60 =0,0686 100 40 100
80 30 80 -
o 10 © . 60 by S . 6
oxX ax o=X2 o=
o . O 4 o O 4
20 10 20
0 "N > 0 AN 0 AN AN 0 >
B\ i\o ‘tD 0\ (\D ‘g\ﬂ ‘_’\ (2) & u\“b éo ‘?‘O
& @ & & @ & ¢ I
B D F H
60 150 150 150
. .
@ 40 T 100 . @ 100 T 100
a e a= e
© g © 5 © 5 © s
0 y > 0 N A 0 Y A 0 AN a
2 () =) (%) ) 2 ~0 o) 2 L o)
\So\ ‘\‘*\ \5’:' x&o\ A'& \C-";N \‘o\ -ﬂé\ \$ \'-‘u\ ("o \"hih
& & NG & & ey & Pl N & » g
+ + B + N G N + ry + + VG

Rycina 18. Identyfikacja receptorow dla OPN na powierzchni komoérek pochodzacych ze
$ledziony u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 w modelu przed-
i pomenopauzalnym. Analizie cytometrycznej poddano receptory oddziatujace z OPN ((B i F)
CD29, (A i E) CD51, (D iH) CD44, (CiG) CD61) wsrdd limfocytow T pomocniczych (Th,
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CD3*CD4"). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe. N=5-10.
Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post
hoc Fisher’a. Za réznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu

do grupy kontrolnej.

Nie zaobserwowano istotnego wpltywu kalcytriolu i takalcytolu na ekspresje

receptoréw dla OPN w modelu nowotworowym 67NR (Rycina S - 4A-H).

8.4.2 Poziom ekspresji receptorow dla osteopontyny w komorkach

pochodzacych z guza

Analiza cytometryczna nie wykazata wptywu Kkalcytriolu i takalcytolu na poziom
wybranych receptoréw dla OPN w modelu przedmenopauzalnym myszy obarczonych
guzem 4T1 (Rycina 19A-D).

W modelu pomenopauzalnym myszy obarczonych guzem 4T1 w efekcie
traktowania takalcytolem dochodzito do istotnego statystycznie, pottorakrotnego
zwigkszenia liczby komorek posiadajacych receptor CDS51  (p=0,0020) oraz
poéttorakrotnego zmniejszenia liczby komorek ekspresjonujacych receptor CD29
(p=0,0165) (Rycina 19E-F). Nie odnotowano wptywu witaminy D na odsetek komorek
posiadajacych receptor CD61 i CD44 u tych myszy (Rycina 19G-H).
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Rycina 19. Analiza poziomu receptoré6w dla OPN na powierzchni komorek pochodzacych z guza
od myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 w modelu przed- i pomenopauzalnym.
Analizie cytometrycznej poddano receptory oddziatujace z OPN ((B i F) CD29, (A i E) CD51,
(D iH) CD44, (C iG) CD61) wsrod limfocytow T pomocniczych (Th, CD3*CD4*). WyniKki
przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe. N=5-10. Analize statystyczna
przeprowadzono za pomocg testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Fisher’a. Za ro6znice

istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Zastosowanie kalcytriolu i jego analogu u myszy obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 67NR, zarowno w modelu przed- i pomenopauzalnym nie miato istotnego
wptywu na ekspresje CD29, CD61, CD44 oraz CD51 (Rycina S - 5A-H).

8.4.3 Poziom ekspresji receptorow dla osteopontyny w komorkach

pochodzacych z pluc

Poziom ekspresji wybranych receptorow oddziatujacych z OPN w modelu raka
gruczohu sutkowego 4T1 i 67NR oceniono w tkance ptucnej. Zastosowane analogi nie
wykazaty wptywu na ekspresje receptorow dla OPN w komarkach ptuc myszy w modelu
przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym raka gruczotu sutkowego 4T1 (Rycina 20A-
D, Rycina 20E-H) i 67NR (Rycina S - 6).
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Rycina 20. Analiza poziomu receptorow dla OPN w komdrkach pochodzacych z ptuc od myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 w modelu przed- i pomenopauzalnym. Analizie
cytometrycznej poddano receptory oddziatujace z OPN ((B i F) CD29, (A i E) CD51, (D i H)
CD44, (C i1G) CD61) wsérdd limfocytow T pomocniczych (Th, CD3*CD4%). Wyniki
przedstawiono jako wartosci $rednie = odchylenie standardowe. N=5-10. Analizg statystyczna

przeprowadzono za pomocg testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Fisher’a.

8.4.4 Poziom ekspresji receptorow dla osteopontyny w komorkach

pochodzacych z krwi

Wieloparametrowa analiza cytometryczna przeprowadzona zostata na frakcji
stanowigcej komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, pochodzacej od myszy z modelu
raka gruczohu sutkowego 4T1.

Oceniajac ekspresje poszczegdlnych markerow na powierzchni badanych
komorek stwierdzono, ze dziatanie kalcytriolu i takalcytolu nie wplywato na obecnosé¢
receptorow CD29, CD44, CD51 iCD61 w modelu raka gruczotu sutkowego 4T1
w grupie myszy mtodych (Rycina 21A-D).

W grupie myszy starych, poddanych owariektomii, dziatanie kalcytriolu
spowodowato istotny wzrost ekspresji receptora CD29 (p=0,0345) oraz receptora CD44
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(p=0,0145) (Rycina 21F iH). W przypadku receptorow CD51 iCD61, analiza nie
wykazala istotnych roznic pomigdzy poszczegdlnymi grupami (Rycina 21E i G).

przedmenopauzalne pomenopauzalne
A Cc E G
15 100 30 100
- 80 80
5 10 © o 20 ©
1] wn [1<]
a R 8= * QR Qx ®
o 40 o L, © a
20 20
0 > o > > 0 > ) S o > >
5 g
‘\ée\b Gé\o y ‘J;@ &o\ . & p th p (“'@ N G‘S ¥ 4}‘:} ‘&0\" g{‘k\o < 5?9
B 3 D ¥ ¢ F ¢ ¢ 3 H ¢ & &

Rycina 21. Ocena poziomu receptorow dla OPN w komodrkach pochodzacych z krwi myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 w modelu przed- i pomenopauzalnym. Analizie
cytometrycznej poddano receptory oddziatujagce z OPN ((B i F) CD29, (A i E) CD51, (D i H)
CD44, (C iG) CD61) wsérod limfocytow T pomocniczych (Th, CD3*CD4%). Analiza
przeprowadzona zostata na frakcji mononuklearnej krwi obwodowej. Wyniki przedstawiono jako
warto$ci srednie = odchylenie standardowe. N=5-10. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za
pomocg testu jednokierunkowej ANOVA itestu post hoc Fisher’a. Za roéznice istotne

statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w porownaniu do grupy kontrolne;j.

8.4.5 Poziom ekspresji receptorow dla osteopontyny w komorkach
pochodzacych z wezlow chlonnych dla modelu nowotworowego 4T1

Analiza przeprowadzona na komorkach pochodzacych z weztéw chlonnych
myszy obarczonych rakiem 4T1, nie wykazata znaczgcych zmian W ekspresji receptorow
dla OPN — CD51, CD29, CD61 i CD44 na powierzchni tych komorek (Rycina 22).
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Rycina 22. Ocena poziomu receptorow dla OPN w komorkach pochodzacych z weziow
chtonnych u myszy obarczonych rakiem gruczolu sutkowego 4T1 w modelu przed-
i pomenopauzalnym. Analizie cytometrycznej poddano receptory oddziatujace z OPN ((B i F)
CD29, (A iE) CD51, (D iH) CD44, (CiG) CD61) wsrod limfocytow T pomocniczych (Th,
CD3*CD4"). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe. N=5-10.
Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post

hoc Fisher’a. Za roznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktorych

8.4.6 Wplyw Kalcytriolu itakalcytolu na odsetek komérek IL-17*

pochodzacych z §ledziony, guza, ptuc, krwi i weztéw chlonnych

Analiza cytometryczna przeprowadzona na komorkach pochodzacych od myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 wykazata znaczacy wzrost odsetka
komoérek IL-17* w grupie traktowanej takalcytolem w modelu przedmenopauzalnym
w plucach oraz w grupie traktowanej kalcytriolem w modelu pomenopauzalnym
w komorkach guza w porownaniu do grupy kontrolnej. W $ledzionie, krwi oraz weztach
chtonnych  modelu  przed- ipomenopauzalnego oraz plucach w modelu
pomenopauzalnym nie zaobserwowano znaczacych réznic miedzy grupami
eksperymentalnymi (Rycina 23). Odsetek komoérek IL-17" zguza dla modelu
przedmenopauzalnego 4T1 byt niemozliwy do okreslenia, z powodu braku populacji

CD3"CD4" po 4-godzinnej stymulacji PMA, jonomycyna i brefeldyna.
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Rycina 23. Ocena odsetka komorek IL-17* pochodzacych z komérek (A i F) §ledziony, (B i G)
ptuc, (C i H) guza, (D il) krwi i (E iJ) weztow chtonnych poddanych 4-godzinnej stymulacji
PMA, jonomycyng i brefeldyna, w modelu przed- i pomenopauzalnym u myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 4T1. Analizie cytometrycznej poddano komorki pozytywne pod
wzgledem IL-17 sposrod limfocytow T pomocniczych (Th, CD3*CD4"). Oznaczenia dotyczace
krwi zostaty przeprowadzone na frakcji mononuklearnej (PBMC). Wyniki przedstawiono jako
warto$ci Srednie = odchylenie standardowe. N=5-10. Analize¢ statystyczng przeprowadzono za
pomocg testu jednokierunkowej ANOVA itestu post hoc Fisher’a. Za réznice istotne

statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Oznaczenie odsetka komorek IL-17" pochodzacych od myszy z modelu przed-
I pomenopauzalnego 67NR przeprowadzono na komoérkach wyizolowanych ze sledziony,
ptuc i guza. Analiza nie wykazata istotnych r6éznic migdzy grupami eksperymentalnymi
(Rycina S - 9).

8.5 Ocena fenotypowa limfocytow T regulatorowych wobec dzialania

kalcytriolu i takalcytolu

Celem okreslenia zdolno$ci limfocytow T regulatorowych (Foxp3*CD25") do
infiltrowania narzadow i tkanek takich jak $ledziona, pluca, wezty chtonne, guz i krew,
wyizolowane znich komorki wyznakowano Zzuzyciem przeciwciata anty-CD25
| przeanalizowano metoda cytometrii przeptywowej. Zgodnie z modyfikacja genetyczna
myszy opisang W podrozdziale 5.2, komorki z ekspresjg biatka Foxp3 wykazywaty
ekspresje bialka zielonej fluorescencji, umozliwiajac okreslenie poziomu tego biatka bez
potrzeby jego dodatkowego znakowania. Rycina 24A przedstawia schemat analizy
cytometrycznej ibramkowania komorek celem wyodrebnienia badanej populacji.
Analizie poddano komoérki pochodzace z wyzej wymienionych tkanek pochodzacych od
myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 oraz komorki ze $ledziony, ptuc
iguza od myszy obarczonych rakiem 67NR w modelach przedmenopauzalnym
I pomenopauzalnym.

Znaczacy spadek odsetka komorek Foxp3*CD25" wzgledem grupy kontrolnej
wykazano we krwi na skutek dzialania kalcytriolu oraz w wezlach chtonnych wskutek
traktowania myszy takalcytolem u myszy z modelu pomenopauzalnego (Rycina 24Blad!

Nie mozna odnalez¢ zrodla odwolania.).
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Rycina 24. Analiza odsetka komorek stanowigcych frakcje limfocytow T regulatorowych
(Foxp3*CD25%) w sledzionie (B i G), ptucach (C i H), weztach chtonnych (D i), guzie (E iJ)
oraz krwi (F iK) pochodzacych od myszy obarczonych guzami 4T1 w modelu przed-
I pomenopauzalnym. Schemat bramkowania komorek w analizie cytometrycznej (A) przedstawia
wyodrebnienie komorek frakcji limfocytarnej (I, o§ x FSC-A, 0§ Y SSC-A), oddzielenie
pojedynczych komoérek od agregatow komorkowych (II, 0§ x FSC-A, 0§ Y SSC-H), nastgpnie
komorek zywych (III, o§ x APC-Cy7-A, o$ Y SSC-A), wyodrebnienie frakcji komorek
CD3'CD4* (IV, o$ x Pe-TexasRed-A, o Y AlexaFluor700-A), wsrdod ktérych pozytywna,
podwojna selekcja pod wzgledem markera CD25 oraz Foxp3 (V, 0$§ x BV605-A, 0§ Y FITC-A)
pozwolita na identyfikacj¢ komoérek T regulatorowych. Oznaczenia dotyczgce krwi zostaly
przeprowadzone na frakcji mononuklearnej (PBMC). Wyniki przedstawiono jako wartoSci

srednie + odchylenie standardowe. N=5-10. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg

92




testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Fisher’a. Za roznice istotne statystycznie uznano

wyniki, dla ktoérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Odsetek frakcji komorek T regulatorowych w modelu przed- i pomenopauzalnym
u myszy obarczonych guzem 67NR nie roznit si¢ istotnie miedzy grupa kontrolng

a grupami traktowanymi kalcytriolem i takalcytolem (Rycina S - 2A-F).

8.6 Ocena czystosci izolacji frakcji komorkowej CD4*

Analizy ekspresji genow ibialek opisane W kolejnych podrozdziatach
przeprowadzano na komérkach CD4" izolowanych magnetycznie na zasadzie selekcji
pozytywnej. Po kazdym niezaleznym eksperymencie, ktérego efektem bylo
wyizolowanie frakcji komoérek T pomocniczych, wykonywano oznaczenie czysto$ci
uzyskanej frakcji komorek w celu sprawdzenia, czy podczas separacji magnetycznej, nie
doszto do przedostania si¢ komorek pochodzenia nabtonkow0o — nowotworowego
(EpCAM™ lub podoplanina) czy immunologicznego innego niz limfocyty T
(CD45'CD3), a jesli tak, to w jakiej ilo$ci. Oceng czysto$ci wyizolowanego preparatu
oznaczano w komorkach pochodzacych ze $ledzion myszy, w obu badanych modelach
wiekowych i nowotworowych.  Strategia bramkowania komodrek  w analizie
cytometrycznej polegata na oddzieleniu zlepéw komoérkowych od pojedynczych
komorek, nastgpnie analizowano pojedyncze, zywe komorki, z ktérych wyodrgbniono
populacjie komorek CD3*CD4*. We frakcji komérek T pomocniczych oznaczano
markery EpCAM lub podoplaning i CD45, identyfikujac obecno$¢ poszczegolnych grup
komorek (Rycina 25A).

Analiza cytometryczna wykazala, ze zanieczyszczenie komorkami pochodzenia
nabtonkowo-nowotworowego probki pochodzacej od myszy obarczonych rakiem
gruczotu sutkowego 4T1 dla grupy kontrolnej, traktowanej kalcytriolem i takalcytolem
wynosito kolejno, $rednio 2,9%, 3,1%, 2,7% dla modelu przedmenopauzalnego (Rycina
25B) oraz 6,6%, 6,7%, 6,5% dla modelu pomenopauzalnego (Rycina 25D). Ten sam
parametr badany na komorkach pochodzacych od myszy obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 67NR wykazal, Ze poziom zanieczyszczenia preparatu komorkami
pochodzenia nabtonkowo-nowotworowego w grupie kontrolnej, kalcytriolowej
i takalcytolowej wyniost kolejno, srednio 14%, 10,2%, 9,9% u myszy mtodych (Rycina
25F) oraz 12,8%, 9%, 9,6% w modelu pomenopauzalnym (Rycina 25H).
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Celem identyfikacji w separowanej probce odsetka komorek pochodzenia
immunologicznego innego niz limfocyty Th, oznaczono komorki poddane pozytywnej,
magnetycznej separacji, sposrod ktorych badane komorki stanowity frakcje komorek
CD45°CD3". Analiza cytometryczna dowiodta, ze wspomniane komorki, CD45°CD3"
w modelu nowotworu 4T1 dla grup eksperymentalnych — kontrolnej, traktowanej
kalcytriolem i takalcytolem stanowity kolejno, $rednio 13,4%, 20,9% i 12,9% u myszy
miodych (Rycina 25C) oraz 19,2%, 16,2% i23,6% u myszy w modelu
pomenopauzalnym (Rycina 25E). Odsetek badanej frakcji komorkowej w mysim modelu
raka 67NR, w grupie kontrolnej, leczonej kalcytriolem i takalcytolem wynidst kolejno
$rednio 4,8%, 4,2% i 3,6% w modelu przedmenopauzalnym oraz 11,4%, 9,3% i 5% u

myszy w modelu pomenopauzalnym.
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Rycina 25. Analiza czystosci izolacji magnetycznej komorek CD4". Przeanalizowane zostaly
komoérki poddane pozytywnej selekcji magnetycznej, sposrod ktorych oceniano poziom
niepozadanych komorek (B i D) EpCAM?/ (F i H) PODOPLANINAY, (C, E, G, I) CD45*CD3.
Komorki w trakcie analizy cytometrycznej poddano bramkowaniu (A), gdzie wyodrebnieno
komorki frakcji limfocytarnej (I, 0§ x FSC-A, 0§ Y SSC-A), oddzielono pojedyncze komorki od
agregatow komorkowych (II, 0§ x FSC-A, 0§ Y SSC-H), nastgpnie komorki zywe (111, 0§ x APC-
Cy7-A, 0§ Y SSC-A), wyodrgbnieno frakcje komorek CD3*CD4* (IV, o$ x Pe-TexasRed-A, o§ Y
AlexaFluor700-A), wsrdd ktorych analizowano komorki CD45"EpCAM* (V, 0§ x PeCy7-A, 0§
Y PerCP-Cy5.5-A) lub CD45"PODOPLANINA* (V, 0§ x PeCy7-A, 0§ Y PerCP-Cy5.5-A).

Wykresy przedstawiaja reprezentatywne wyniki pochodzace z separacji komorek ze $ledziony

myszy z modelu przed- i pomenopauzalnego obarczonych guzami 4T1 i 67NR.

8.7 Badanie wplywu stosowania kalcytriolu i takalcytolu na ekspresje
gen6w kluczowych dla réznicowania limfocytow T metoda real-time

PCR

Celem okreslenia wptywu kalcytriolu i takalcytolu na poziom wybranych genow,
Kluczowych w procesie regulacji komorek T, przeprowadzono analize real-time PCR na
separowanych komoérkach CD4* pochodzenia $ledzionowego, ktore poddano 4-godzinnej
stymulacji PMA i jonomycyng. Analizie poddane zostaly komorki pochodzace od myszy
obarczonych guzami 4T1 i 67NR w modelu przed- i pomenopauzalnym (Rycina 26).

Analiza real-time PCR w modelu przedmenopauzalnym w grupie myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 wykazata znaczace podwyzszenie ekspresji
genu Thx21 w grupie traktowanej takalcytolem (p=0,0126) wzgledem grupy kontrolne;j.
W przypadku genéw Rora, Gfil, Rorc, Sppl, Stat3, Stat5a, Foxp3, Gata3, I117a oraz Vdr
nie zaobserwowano réznic migdzy grupami (Rycina 26).

Dla tego samego modelu, lecz myszy reprezentujacych grupg pomenopauzalng
wykazano istotne statystycznie obnizenie ekspresji genéw Foxp3 oraz Rora w grupach
taktowanych kalcytriolem i takalcytolem (odpowiednio p=0,0008 i p=0,0022 dla genu
Foxp3; oraz p=0,0002 i p<0,0001 dla genu Rora) w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Zastosowanie takalcytolu spowodowato istotny spadek ekspresji genu Rorc w grupie
myszy starych (p=0,0158) wzgledem grupy kontrolnej. Kalcytriol podnosit ekspresje
gendéw Gfil oraz Statba w $ledzionowych komorkach CD4" (odpowiednio p=0,0161

I p=0,0117) w porownaniu do kontroli. Stymulacje ekspresji spowodowang dziataniem
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zarowno kalcytriolu i1 takalcytolu zaobserwowano dla genu Vdr (kolejno p=0,0001
I p=0,0230). Traktowanie myszy kalcytriolem i takalcytolem nie wplyn¢to na zmiany
w ekspresji genéw Gata3, 1117a, Sppl, Stat3 oraz Tbx21 (Rycina 26).

Analogiczng analize przeprowadzono dla tych samych gendéw dla komorek
pochodzacych ze $ledziony myszy obarczonych rakiem gruczolu sutkowego 67NR.
W modelu przedmenopauzalnym odnotowano istotny wzrost ekspresji genéw Gata3
i Gfil wskutek dziatania kalcytriolu (kolejno p=0,0055 ip=0,0217). Wyrazny
i statystycznie istotny wzrost ekspresji w odpowiedzi na takalcytol wykazano dla genu
l117a (p=0,0473) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stymulujacy ekspresj¢ wplyw
kalcytriolu i takalcytolu zaobserwowano w przypadku genéw Rora i Rorc (odpowiednio
p=0,0003 i p=0,0264 dla genu Rora oraz p=0,0204 i p=0,0137 dla genu Rorc). Obnizenie
ekspresji genu Sppl wykazano dla grupy myszy traktowanych takalcytolem (p=0,0077)
wzglgedem kontroli. Nie stwierdzono réznic pomiedzy grupami eksperymentalnymi dla
genow Foxp3, Stat3, Statba, Vdr, Thx21 (Rycina 27).

W mysim pomenopauzalnym modelu raka 67NR, badanie ekspresji gendéw
pokazato, iz takalcytol w istotny sposob obniza ekspresj¢ genu 1l17a (p=0,0020)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie wykazano wplywu zastosowanego traktowania
na ekspresje genow Foxp3, Gata3, Gfil, Rora, Stat5a, Thx21, Sppl, Stat3, Vdr oraz Rorc
(Rycina 27).
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Rycina 26. Analiza real-time PCR wybranych gendéw w komorkach CD4*, poddanych
4-goddzinnej stymulacji PMA i jonomycyng, pochodzacych ze §ledzion myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 4T1 w modelu przed- i pomenopauzalnym. Analiz¢ przeprowadzono
na materiale z dwoch niezaleznych eksperymentéw dla kazdego modelu nowotworowego.
Analize wykonano z zastosowaniem metody AACt jako kalibrator stosujac probke z grupy
kontrolnej. Uzyskane warto$ci stanowia krotno$¢ zmian ekspresji (RQ). Wyniki przedstawiono
jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe. N=5-8. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono
za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Fisher’a lub testu Kruskal-Wallis’a.
Za réznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy

kontrolnej.
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Rycina 27. Analiza real-time PCR wybranych genéw w komorkach CD4*, poddanych
4-goddzinnej stymulacji PMA ijonomycyng, pochodzacych ze $ledzion myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 67NR wmodelu przed- ipomenopauzalnym. Analize
przeprowadzono na materiale z dwoch niezaleznych eksperymentow dla kazdego modelu
nowotworowego. Analiz¢ wykonano z zastosowaniem metody AACt jako kalibrator stosujac
probke z grupy kontrolnej. Uzyskane wartosci stanowig krotno$¢ zmian ekspresji (RQ). Wyniki
przedstawiono jako wartoséci $rednie £ odchylenie standardowe. N=5-8. Analize statystyczna
przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Fisher’a lub testu
Kruskal-Wallis’a. Za roznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05

W poréwnaniu do grupy kontrolne;j.



8.8 Badanie wplywu stosowania kalcytriolu i takalcytolu na ekspresje
bialek szlakéw sygnalowych waznych dla ré6znicowania komérek Th17

metodg Jess Simple Western

W komorkach CD4" pochodzacych ze $ledzion myszy obarczonych rakiem
gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR w modelu przed- i pomenopauzalnym, poddanych
4-godzinnej stymulacji PMA i jonomycyng, zbadano poziom wybranych biatek, ktore
wedhlug pismiennictwa odpowiadajg za regulacje procesu roznicowania komoérek Th17:
ERK1/2, p38, Akt, INK, NFkB, mTOR oraz ich fosforylowane formy. Dodatkowo,
w tych samych komorkach oznaczeniu poddano poziom receptora dla witaminy D —
VDR. Ponadto, zbadano poziom OPN w catej populacji nieseparowanych komorek
pochodzacych z mysich guzéw. Wykorzystanie metody Jess Simple Western umozliwito
oznaczenie okreslonych biatek w bardzo niewielkiej ilo$ci probki jaka dysponowano
W tym eksperymencie, niemiej jednak niewielka ilo$¢ materiatu, w przypadku oznaczenia
biatek JNK, NFxB, mTOR (dla 4T1) i Akt, INK, NFkB, mTOR (dla 67NR) oraz ich
fosforylowanych form uniemozliwita oznaczenie ich obu form w komorkach
pochodzacych od tej samej myszy. Wobec tego, zdecydowano si¢ dokona¢ oznaczenia
tych biatek (formy niefosforylowanej i fosforylowanej) w komorkach pochodzacych od
myszy z dwoch, niezaleznych eksperymentow. W zwigzku ztym, w analizie
statystycznej stosunku formy fosforylowanej do niefosforylowanej bialek JNK, NFxB,
mTOR (dla 4T1) i Akt, INK, NFkB, mTOR (dla 67NR) zastosowano wyniki poddane
permutacji i z tego powodu nie wykonywano testow statystycznych umozliwiajacych
okreslenie istotno$ci statystycznej, 8 omawiane wyniki dotycza wytacznie tendencji.

W  przypadku  zastosowania  Kkalcytriolu  itakalcytolu  w modelu
przedmenopauzalnym odnotowano tendencje do spadku aktywnosci biatka JNK (Rycina
28D), z kolei dla biatek NFxB, mTOR (Rycina 28E i F) efekt byt odwrotny - stwierdzono
tendencje do stymulowania aktywno$ci tych biatek. Traktowanie kalcytriolem
| takalcytolem nie wyptynelo na zmiany w ekspresji biatka VDR (Rycina 28G) oraz
aktywacji biatek ERK1/2, Akt, p38 (Rycina 28A, B, C).

W tym samym modelu nowotworowym, lecz u myszy zmodelu
pomenopauzalnego wykazano aktywacje biatka ERK1/2 (Rycina 28A) po zastosowaniu

kalcytriolu. Tendencje do spadku aktywnosci po traktowaniu kalcytriolem i takalcytolem
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wykazano dla biatek NFkB, mTOR i wzrost aktywnosci dla biatka JNK (Rycina 28E, F,
D).
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Rycina 28. Analiza Jess Simple Western wybranych biatek, kluczowych w procesie

roznicowania limfocytow Th17 w komoérkach CD4* pochodzacych ze $ledziony u myszy
z modelu 4T1, przed- i pomenopauzalnym. Biatka poddane analizie stanowily (A) ERK1/2/p-
ERK1/2, (B) p38/p-p38, (C) Akt/p-Akt, (D) JNK/p-IJNK, (E) NFkB/p-NFkB, (F) mTOR/p-
MTOR, (G) VDR. Komoérki CD4* wyizolowane ze $ledziony poddano 4-godzinnej stymulacji
PMA ijonomycyna. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji biatka catkowitego i grupy
kontrolnej. Wyniki przedstawiono za pomocg wartosci $redniej + blad standardowy $rednie;j.
Analizie poddano stosunek poziomu biatka fosforylowanego do niefosforylowanego. N=4-5.
Analizg biatek JNK, p- JNK, NFkB, p- NFkB, mTOR, p-mTOR przeprowadzono na dwoch
niezaleznych eksperymentach. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg testu
jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Tukey’a. Za roznice istotne statystycznie uznano

wyniki, dla ktorych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
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W przypadku myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 67NR w modelu
przedmenopauzalnym nie odnotowano istotnych zmian w aktywacji biatek ERK1/2 i p38
(Rycina S - 8A, B). Tendencje w kierunku aktywacji biatek INK, mTOR i Akt (Rycina S
- 8D, F, C) zaobserowowano dla grupy, w ktorej myszy traktowane byty takalcytolem.
Z kolei, zastosowanie obu analogéw powodowato aktywacje biatka NFxB (Rycina S -
8E). Istotny wzrost ekspresji VDR wzgledem grupy kontrolnej dowiedziono w grupie
traktowanej takalcytolem (Rycina S - 8G).

U myszy obarczonych guzem 67NR w modelu pomenopauzalnym traktowanie
myszy zarowno kalcytriolem i takalcytolem spowodowato tendencje¢ do spadku
stymulacji biatek JINK, mTOR, Akt i NFkB w modelu 67NR (Rycina S - 8D, F, C, E).
Trakotwanie myszy kalcytriolem i takalcytolem nie wptyn¢lo na zmiang aktywnosci
biatek p38 i ERK1/2 oraz ekspresji VDR (Rycina S - 8A, B, G, H).

Analiza poziomu OPN w catej populacji komorek pochodzacych z guza wykazata
obnizenie ekspresji tego biatka w grupie traktowanej kalcytriolem w modelu

pomenopauzalnym myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 (Rycina 29C).
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Rycina 29. Analiza Jess Simple Western biatka OPN w pelnej populacji komorek pochodzacych
zguza u myszy z modelu przed- i pomenopauzalnego 4T1 (A i C) i 67NR (B i D). Komorki
pochodzace z guza stanowig zawiesing wszystkich komorek tej tkanki. Wyniki normalizowano
wzgledem ekspresji biatka catkowitego i grupy kontrolnej. Wyniki przedstawiono za pomoca
wartosci §redniej + btad standardowy $redniej. N=4-5. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono za
pomoca testu jednokierunkowej ANOVA itestu post hoc Tukey’a. Za rdznice istotne
statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Rycina S -6

8.9 Analiza wplywu stosowania kalcytriolu itakalcytolu na poziom
25(OH)Ds w mysim osoczu

Analiza osocza pod wzgledem poziomu 25(OH)D3 uwzglednia grupe myszy
zdrowych (model przedmenopauzalny) oraz grup¢e myszy SHAM (model
pomenopauzalny), ktorym nie wszczepiono nowotworu Oraz myszy traktowane

kalcytriolem i takalcytolem w grupie wiekowej przedmenopauzalnej i pomenopauzalnej.
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Przeprowadzona analiza nie wykazata wplywu traktowania kalcytriolem
I takalcytolem na poziom 25(OH)Ds w osoczu myszy obarczonych guzem 4T1, w obu
grupach wiekowych (Rycina 30A-B).

W grupie wiekowej pomenopauzalnej myszy obarczonych guzem 67NR
zaobserwowano znaczacy wzrost st¢zenia 25(OH)Ds u myszy, ktorym podawany byt
kalcytriol. Analiza nie wykazata znamiennych réznic pomig¢dzy grupami u myszy
mtodych (Rycina 30C-D).
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Rycina 30. Analiza st¢zenia 25(OH)Ds w 0soczu myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego
4T1 (A iB) i 67NR (C i D) w grupie wiekowej przedmenopauzalnej i pomenopauzalnej przy
uzyciu testu ELISA. Stgzenie badanego biatka oszacowano woparciu 0 krzywa
z wykorzystaniem oprogramowania CutveExpert 1.4. Analiz¢ przeprowadzono W dwoch
niezaleznych eksperymentach dla kazdego modelu nowotworowego oraz jednego niezaleznego
eksperymentu dla myszy zdrowych iSHAM. N=5/1 niezalezny eksperyment. Analizg
statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc

Tukey’a oraz testu t-Studenta dla pojedynczych porownan grup kontrolnej oraz myszy
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zdrowych/SHAM. Za rdznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05

W porownaniu do grupy kontrolne;j.

8.10 Analiza wplywu stosowania kalcytriolu i takalcytolu na poziom

VEGF w mysim osoczu

St¢zenie VEGF w osoczu zbadano z uzyciem testu ELISA. W modelu przed-
I pomenopauzalnym myszy obarczonych guzami 4T1 nie zaobserwowano istotnych
roéznic miedzy grupami eksperymentalnymi (Rycina 31A, B).

W wyniku analizy poziomu VEGF w osoczu myszy reprezentujacych model
przedmenopauzalny raka 67NR, stwierdzono, iz stezenie badanego analitu w grupie
myszy zdrowych jest wyzsze W porownaniu do grupy kontrolnej. Ponadto, zastosowanie
kalcytriolu i takalcytolu powodowato istotne zwigkszenie stezenia VEGF wzgledem
grupy kontrolnej (Rycina 31C). W modelu pomenopauzalnym nie odnotowano istotnych

zmian poziomu VEGF w osoczu myszy (Rycina 31D).
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Rycina 31. Analiza stezenia VEGF w 0soczu myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego
4T1 (A iB) i 67NR (C i D) w modelu przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym przy pomocy
testu ELISA. Poziom badanego biatka oszacowano w oparciu o krzywa z wykorzystaniem
oprogramowania CutveExpert 1.4. Analiz¢ przeprowadzono na dwoch niezaleznych
eksperymentach dla kazdego modelu nowotworowego oraz jednym niezaleznym eksperymencie
dla myszy zdrowych iSHAM. N=5/1 niezalezny ecksperyment. Analiz¢ statystyczna
przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Tukey’a oraz testu
t-Studenta dla pojedynczych poréwnan grup kontrolnej oraz myszy zdrowych/SHAM. Za r6znice

istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w porownaniu do grupy kontrolne;.

8.11 Analiza wplywu stosowania kalcytriolu i takalcytolu na poziom

osteopontyny w mysim osoczu

Do oceny poziomu OPN w osoczu myszy obarczonych rakiem gruczotu

sutkowego 4T1 lub 67NR w obu modelach wiekowych wykorzystano test ELISA.
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Istotnie nizsze stezenie OPN w 0soczu wzgledem kontroli zauwazono

w grupie myszy zdrowych i SHAM, bez wszczepionego nowotworu 4T1 zaréwno

u myszy w modelu przed- jak i pomenopauzalnym (Rycina 32A-B).

Analogiczna obserwacja miala miejsce W przypadku stezenia OPN

w osoczu myszy w modelu przed- i pomenopauzalnym raka 67NR, przy czym

dodatkowo traktowanie myszy mlodych takalcytolem powodowato spadek

poziomu OPN w 0soczu w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 32C-D).
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Rycina 32. Analiza

poziomu OPN w osoczu myszy obarczonych nowotworem gruczotu

sutkowego (A iB) i67NR (C iD) wmodelu przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym

z wykorzystaniem testu ELISA. Poziom badanego biatka oszacowano w oparciu 0 krzywa

z wykorzystaniem oprogramowania CurveExpert 1.4. Analize przeprowadzono na dwodch

niezaleznych eksperymentach dla kazdego modelu nowotworowego oraz jednym niezaleznym
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eksperymencie dla myszy zdrowych iSHAM. N=5/1 niezalezny eksperyment. Analizg
statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc
Tukey’a oraz testu t-Studenta dla pojedynczych porownan grup kontrolnej oraz myszy
zdrowych/SHAM. Za rdznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktorych *p<0,05

W porownaniu do grupy kontrolne;j.

8.12 Analiza wplywu stosowania kalcytriolu i takalcytolu na poziom

osteopontyny w supernatantach znad stymulowanych komérek CD4*

Z pochodzacych ze $ledzion, separowanych komoérek CD4*, izolowanych od
myszy obarczonych guzami 4T1, podanych 4-godzinnej stymulacji PMA i jonomycyng
zabezpieczano media znad hodowli komorkowe;.

Nie wykazano znaczacych réznic w poziomie OPN migdzy grupami

eksperymentalnymi, zaréwno w modelu przed- jak i pomenopauzalnym (Rycina 33).
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Rycina 33. Analiza stezenia OPN w medium hodowlanym znad komérek CD4" poddanych
4-godzinnej stymulacji PMA i jonomycyna u myszy reprezentujacych model przedmenopauzalny
(A) i pomenopauzalny (B) obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 przy uzyciu testu
ELISA. Poziom badanego analitu oszacowano w oparciu o0krzywa z wykorzystaniem
oprogramowania CurveExpert 1.4. N=5. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg testu
jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Tukey’a.
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8.13 Analiza wplywu kalcytriolu i takalcytolu na poziom osteopontyny

W supernatantach znad roznicowanych komorek Th17

Wykorzystujac test ELISA, oznaczono poziom OPN w nadsgczach z hodowli
indukowanych ex vivo limfocytow Th17 (iThl7) pochodzacych od myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 4T1 z modelu przedmenopauzalnego. Zabezpieczono
réwniez supernatanty znad hodowli limfocytoéw Th17 pochodzacych od myszy z modelu
pomenopauzalnego. Analiza cytometyczna, w ktorej przeanalizowano zywotno$¢
komorek wskazata na bardzo niski odsetek zywych komorek po réznicowaniu (Rycina S
- 7), stad zdecydowano si¢ zrezygnowaé z analizy supernatantdow pochodzacych od
myszy z modelu pomenopauzalnego. Wyseparowane magnetycznie komorki CD4*
poddane rdznicowaniu W kierunku Thl7 (proces roznicowania opisany zostat
w podrozdziale 5.4.12), ostatniego dnia réznicowania poddano 4-godzinnej stymulacji
z uzyciem PMA i jonomycyny, celem pobudzenia komodrek do wyrzutu cytokin.

Przeprowadzone oznaczenie wykazato, ze poziom OPN nie ulegt istotnej zmianie

na skutek traktowania myszy kalcytriolem i takalcytolem (Rycina 34).
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Rycina 34. Analiza st¢zenia OPN w supernatantach znad r6znicowanych komorek Th17 u myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 w modelu przedmenopauzalnym. Poziom
badanego analitu oszacowano w oparciu 0 krzywa z wykorzystaniem oprogramowania
CurveExpert 1.4. N=5. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu jednokierunkowej
ANOVA i testu post hoc Tukey’a.

8.14 Wplyw zablokowania receptorow dla osteopontyny na proces
roznicowania komorek Th17 izolowanych od myszy obarczonych
rakiem gruczolu sutkowego 4T1 traktowanych Kkalcytriolem

i takalcytolem

Na podstawie wczesniejszych analiz cytometrycznych do dalszych badan
wybrano integryny CD51 i CD29 oraz czgsteczke CD44. Wplyw zablokowania tych
receptorOw na proces roéznicowania si¢ komorek Th17 oraz ekspresj¢ IFN-y zbadano
z zastosowaniem analizy cytometrycznej na komorkach CD4" ze $ledzion myszy
z modelu przed- i pomenopauzalnego obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4Tl
zgodnie z procedurg opisang W podrozdziale 5.4.12.1. Zréznicowane komorki
analizowano poprzez zabramkowanie populacji limfocytow, nastepnie oddzielenie
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pojedynczych komoérek od zlepéw komorkowych, wyodrgbnienie populacji zywych
komorek, a nastepnie populacji komérek CD3*CD4", sposrod ktorej analizie poddano
komorki IL-17" IFN-y™ reprezentujace populacje Th17 oraz IL-17" IFN-y* reprezentujace
populacje Thl (Rycina 36A). Do analizy wiaczono rowniez komorki pochodzace od
myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem. Dodatkowo analizie poddano komorki
pochodzace ze $ledziony, ktore nie byty poddane separacji. Komorki te stymulowano
PMA ijonomycyng i analizowano zgodnie z opisem zawartym w podrozdziale 5.4.8,
W celu oznaczenia odsetka komorek IL-17*. Otrzymany wynik poréwnano z odsetkiem
komorek Th17 po réznicowaniu.

Analiza przeprowadzona na komorkach pochodzacych od myszy obarczonych
guzem 4T1 w grupie przedmenopauzalnej wykazata, iz odsetek komorek §ledzionowych
iTh17 (IL17%) istotnie wzrasta na skutek indukcji roznicowania Th17 w warunkach in
vitro: w grupie kontrolnej osmiokrotnie, traktowanej kalcytriolem siedmiokrotnie
I traktowanej takalcytolem czternastokrotnie (kolejno p=0,0053, p=0,0017, p=0,0049)
(Rycina 35 B).

Analiza cytometryczna przeprowadzona na komorkach od myszy mtodych
udowodnita, ze roznicowanie komoérek Th17, niepoddanych blokowaniu nie roéznito si¢
miedzy grupami traktowanymi kalcytriolem i takalcytolem od grupy kontrolnej.
Stwierdzono natomiast trzykrotny wzrost odsetka limfocytow Th17 w grupie kontrolnej
wzgledem myszy zdrowych (Rycina 36A, B, C).

Zablokowanie receptora CD51 spowodowato trzykrotny spadek roéznicowania
komorek Th17 w grupie kontrolnej wzgledem kontroli nieblokowanej (Rycina 36B).
Przeciwny efekt zaobserwowano po zablokowaniu CD29, gdzie odsetek komorek Th17
wzrést pottorakrotnie w grupie kontrolnej wzgledem nieblokowanej kontroli (Rycina
36C).

W efekcie zablokowania CD44 nastgpit kolejno dwukrotny i czterokrotny wzrost
liczby komorek Th17 w grupach traktowanych kalcytriolem i takalcytolem w stosunku
do grupy kontrolnej (Rycina 36A).

Po zablokowaniu receptora CD51, odnotowano istotny wzrost odsetka komorek
Th17 w grupie traktowanej kalcytriolem (trzykrotny wzrost) i takalcytolem (dwukrotny
wzrost) (Rycina 36B).

Zablokowanie receptora CD29 prowadzito do wzrostu odsetka komorek Th17

w grupie kontrolnej wzglegdem myszy zdrowych (czterokrotny wzrost). Z kolei
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w grupach traktowanych kalcytriolem i takalcytolem zaobserwowano dwukrotne
obnizenie owego odsetka w stosunku do grupy kontrolnej (Rycina 36C).

Analiza odsetka populacji komorek IL-17'IFN-y" pozwolita oceni¢, jak
zablokowanie receptorow dla OPN w warunkach charakterystycznych dla réznicowania
limfocytéw Th17, wptynie na wspoiréznicowanie komorek Thl.

Wyniki analizy cytometrycznej pokazuja, ze w warunkach nieblokowania
receptorow komorkowych, odsetek populacji IL-17"IFN-y* byl istotnie wyzszy W grupie
myszy zdrowych oraz grupie traktowanej kalcytriolem w porownaniu do grupy
kontrolnej (Rycina 36D, E, F).

Zablokowanie receptora CD44 iCD29 powodowato wzrost réznicowania
komorek Thl w grupie kontrolnej wzglgdem kontroli nieblokowanej (Rycina 36D i F).
Efektem zablokowania receptorow CD51 i CD29 byt istotny wzrost odsetka komorek
IL-17"IFN-y* w grupie traktowanej takalcytolem wzgledem tej samej grupy, ale przy
braku blokowania receptora (Rycina 36E i F). Zaobserwowano rowniez, iz zablokowanie
receptora CD29 powodowato wzrost odsetka komoérek Thl w grupie traktowanej
kalcytriolem w poréwnaniu do tej samej grupy w warunkach braku blokowania receptora
(Rycina 36F).

Blokowanie receptora CD44 u myszy mtodych powodowato stymulacje komorek
Thl w grupie kontrolnej wzgledem myszy zdrowych (dwukrotny wzrost), natomiast
dziatanie kalcytriolu i takalcytolu w warunkach zablokowania CD44 przyczynito si¢ do
obnizenia odsetka komorek Th1 kolejno trzykrotnie i pigciokrotnie (Rycina 36D).

Analiza udziatu procentowego komoérek Thl przy zablokowaniu receptora CDS51
wskazata na znaczacy, trzykrotny spadek ilosci tych komodrek w grupie myszy
kontrolnych wzgledem myszy zdrowych. Natomiast wtych samych warunkach
blokowania, w grupie myszy traktowanych takalcytolem doszlo do stymulacji komérek
Th1 (trzykrotny wzrost) wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 36E).

Podczas oceny wptywu blokowania CD29 na odsetek komoérek Th1 odnotowano,
iz zablokowanie wspomnianego receptora powoduje dwukrotny wzrost odsetka Thl
w grupie kontrolnej wzgledem myszy zdrowych. Ocena komorek w grupie traktowanej
kalcytriolem i takalcytolem, przy zablokowaniu CD29 pokazata kolejno dwukrotny

I trzykrotny wzrost odsetka komorek wzgledem grupy kontrolnej (Rycina 36F).
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Rycina 35. Strategia bramkowania komoérek w analizie cytometrycznej blokowania receptorow
(A) dla OPN w komorkach pochodzacych ze §ledziony oraz liczba komérek Th17 oznaczona
sposrod komorek CD4" roznicowanych i nier6znicowanych do limfocytow Th17 (B).
Sprawdzono odsetek komoérek IL-17" w nieseparowanych komorkach pochodzacych ze
$§ledziony, poddanych 4-godzinnej stymulacji PMA ijonomycyng oraz w komorkach
separowanych, poddanych réznicowaniu do limfocytow Th17 oraz 4-godzinnej stymulacji PMA
i jonomycyng (B). W trakcie analizy cytometrycznej wyodrebnieno komorki frakcji limfocytarne;j
(L, 08 x FSC-A, 0§ Y SSC-A), oddzielono pojedyncze komorki od agregatow komorkowych (11,
0§ x FSC-A, 0§ Y SSC-H), nastepnie komorki zywe (III, o§ x APC-Cy7-A, 0§ Y SSC-A),
wyodregbnieno frakcje komorek CD3*CD4* (IV, o$ x Pe-TexasRed-A, o§ Y AlexaFluor700-A),
wérod ktorych analizowano komorki IL-177IFN- oraz IL-17-IFN* (V, 0§ x HorizonV450-A, 0§ Y
PE-A). N=5. Analizg statystyczna przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta dla pojedynczych
porownan grup eksperymentalnych pomigdzy komérkami réznicowanymi a nieré6znicowanymi.

Za roznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktorych *p<0,05.
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Rycina 36. Wptyw zablokowania CD44, CD51 i CD29 na réznicowanie limfocytow Thl7.
Analiza cytometryczna przeprowadzona zostata na populacjach IL-17* IFN-y~ oraz IFN-y* IL-17.
Dokonano oceny odsetka komoérek odpowiadajacych Th17 i Thl w odpowiedzi na zablokowanie
receptorow CD44 (A iD), CD51 (B iE) iCD29 (C iF) wzaleznosci od zastosowanego
traktowania myszy kalcytriolem i takalcytolem. Eksperyment blokowania przeprowadzono
z zastosowaniem grupy kontrolnej (cze$¢ nieblokowana) oraz grupy z zablokowanym
poszczegdlnym receptorem (cze$¢ blokowana CD44; CD51; CD29). N=5. Analize statystyczng
przeprowadzono za pomocg testu dwukierunkowej ANOVA i testu post hoc Sidak’a oraz testu t-
Studenta lub Manna-Whitney’a dla pojedynczych poréwnan grup kontrolnej oraz myszy
zdrowych. Za réznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do
grupy kontrolnej lub tych samych grup w dwoch czgéciach eksperymentu (blokowanie vs

nieblokowanie).

Analogiczny eksperyment przeprowadzony zostal na komdrkach pochodzacych
od myszy zmodelu pomenopauzalnego, obarczonych guzem 4T1. Analiza
cytometryczna wykazata jednak, ze komorki pochodzace z grup eksperymentalnych —
kontrolnej, traktowanej kalcytriolem i takalcytolem, obumarty w trakcie réznicowania in
vitro (Rycina S - 7A-D). Dlatego, z powodu zbyt niskiej zywotnosci komoérek w grupach

badanych, postanowiono nie analizowa¢ wynikow wptywu blokowania receptorow dla
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OPN na roznicowanie komoérek Th17 i Thl na komoérkach pochodzacych od myszy
z modelu pomenopauzalnego obarczonych guzem 4T1.

PODSUMOWANIE WYNIKOW

Na podstawie przeprowadzonych w niniejszej rozprawie doktorskiej badan,
dotyczacych oceny przeciwnowotworowego efektu kalcytriolu i takalcytolu, stwierdzi¢

mozna, ze:

1. Objetos¢ guza w zadnej z grup eksperymentalnych, zarowno w modelu
4T1 jak 167NR nie nie roznita si¢ po traktowaniu kalcytriolem
i takalcytolem.

2. W grupie myszy otrzymujacych takalcytol wzrosta liczba kolonii
przerzutowych w ptucach w mysim przedmenopauzalnym modelu 4T1.
W modelu pomenopauzalnym 4T1 odnotowano spadek liczby przerzutow
do phluc po traktowaniu kalcytriolem oraz do watroby po traktowaniu
kalcytriolem i takalcytolem.

3. Traktowaniu kalcytriolem i takalcytolem myszy obarczonych rakiem
gruczotu sutkowego 67NR w modelu przedmenopauzalnym towarzyszyt
wzrost liczby naczyn krwionosnych oraz warto$ci PE, informujacej
0 warto$ci najwigkszego wysycenia badanej tkanki kontrastem. Przeciwny
efekt, spadek wartosci PE, spowodowato traktowanie takalcytolem myszy
z modelu postmenopauzalnego. W modelu 4T1 nie zauwazono istotnych

réznic W wyzej wymienionych parametrach.

Badania pozwalajace na okreslenie toksyczno$ci zastosowania kalcytriolu

I takalcytolu wykazaty, ze:

1. Ostatniego dnia eksperymentu (24 dzien) masa ciata myszy z modelu
przedmenopauzalnego, obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4Tl,
traktowanych kalcytriolem i takalcytolem obnizyta si¢ dwukrotnie.

2. W modelu przedmenopauzalnym 4T1 bezwzgledna liczba limfocytow,

leukocytow, monocytow I granulocytow wzrosta W 0soczu myszy
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traktowanych takalcytolem. Zkolei odsetek limfocytow w grupie
traktowanej kalcytriolem i takalcytolem istotnie obnizyt si¢ w kazdej
z grup eksperymentalnych. W przedmenopauzalnym modelu 67NR
bezwzgledna  liczba  leukocytow i granulocytow;  aw modelu
pomenopauzalnym warto§¢ hematokrytu obnizyly si¢ w grupie
traktowanej takalcytolem.

3. Traktowanie kalcytriolem spowodowato podwyzszenie W mysim 0soczu
poziomu Ca®** w modelu przed- ipomenopauzalnym 4T1 oraz CRE
w modelu pomenopauzalnym 4T 1. Wskutek dziatania takalcytolu u myszy
wzrost poziom ALT iobnizyl si¢ wskaznik de Ritisa w modelu
przedmenopauzalnym 67NR. W grupie traktowanej kalcytriolem (model
przedmenpauzalny) i takalcytolem (model pomenopauzalny) poziom Ca?*
wzrést. Odnotowano wzrost poziomu CRE w grupach otrzymujacych

kalcytriol i takalcytol.

Badania pozwalajace na scharakteryzowanie odpowiedzi immunologicznej

podczas wzrostu guza, przy zastosowaniu kalcytriolu i takalcytolu wykazaty, ze:

1. U myszy z modelu pomenopauzalnego 4T1, liczba komorek CD3*CD4*
wzrosta W probkach z guza myszy traktowanych takalcytolem oraz z ptuc
w grupie traktowanej kalcytriolem i takalcytolem.

2. Podwyzszenie ekspresji IL-17 zaobserwowano w limfocytach CD4*
pochodzacych zpluc myszy w modelu przedmenopauzalnym 4T1,
w grupie traktowanej takalcytolem. U myszy, ktorym podawany byt
kalcytriol, wykazano wzrost ekspresji CD44 w limfocytach CD4" ze
§ledzion myszy miodych. W modelu pomenopauzalnym myszy
obarczonych rakiem 4T1 po traktowaniu myszy kalcytriolem odnotowano
wzrost ekspresji receptorow CD29 i CD44 w mononuklearach krwi oraz
wzrost poziomu IL-17 w limfocytach CD4" pochodzacych z guza. Z kolei
zastosowanie takalcytolu spowodowato spadek ekspresji CD29 i wzrost
ekspresji CD51 w limfocytach CD4" z guza myszy z tego samego modelu.

3. W modelu pomenopauzalnym 4T1, stosowanie kalcytriolu powodowato

spadek odsetka komérek Treg (Foxp3*CD25%) we frakcji mononuklearnej
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krwi, zas stosowanie takalcytolu - w komodrkach pochodzacych z weztow
chtonnych.

4. W izolowanych limfocytach CD4* pochodzacych ze $ledzion myszy
traktowanych kalcytriolem i takalcytolem w modelu pomenopauzalnym
4T1, obserwowano wzrost ekspresji genu Vdr oraz spadek ekspresji
genow Rora i Foxp3. Geny Gfil i Statba w modelu pomenopauzalnym
ulegty nadekspresji wskutek dziatania kalcytriolu. W grupie traktowanej
takalcytolem wykazano spadek ekspresji genu Rorc w modelu
pomenopauzalnym oraz wzrost ekspresji genu Thx1 w modelu
przedmenopauzalnym.

5. W limfocytach CD4* §ledzionowych pochodzacych z modelu
przedmenopauzalnego 67NR, w grupach traktowanych kalcytriolem
i takalcytolem wykazano wzrost ekspresji genow Rorc i Rora. Dziatanie
kalcytriolu spowodowalo wzrost ekspresji genow Gfil oraz Gata3,
a dziatanie takalcytolu — wzrost ekspresji 1117a i spadek Sppl. W modelu
pomenopauzalnym, w tych samych komoérkach odnotowano obnizenie
ekspresji genu I117a po traktowaniu takalcytolem.

6. Podawanie kalcytriolu myszom obarczonym rakiem gruczotu sutkowego
4T1 wmodelu pomenopauzalnym spowodowato aktywacje szlaku
sygnatlowego ERK w mysich splenocytach CD4" oraz obnizenie poziomu
OPN w komérkach CD4" pochodzacych z guza.

7. Wazrost ekspresji receptora VDR zaobserwowano w limfocytach CD4*
izolowanych ze $ledziony myszy traktowanych takalcytolem, w modelu

przedmenopauzalnym 67NR.

Badania majace na celu wskazanie znaczenia receptorow dla OPN w procesie
réznicowania komorek Thl7 pod wptywem kalcytriolu i takalcytolu w modelu raka

gruczotu sutkowego 4T1 wykazaty, zZe:

1. Zablokowanie receptorow CD44 i CD51 w procesie réznicowania do Th17
splenocytoéw CD3*CD4" pochodzacych od myszy traktowanych kalcytriolem
i takalcytolem prowadzi do wzrostu ekspresji 1L-17 w tych komorkach.

Odwrotny efekt obserwowany jest przy zablokowaniu CD29.
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2. Komorki w grupie kontrolnej stabiej réznicuja si¢ w kierunku Th17 po
zablokowaniu CD51 w stosunku do komorek nieblokowanych. Przeciwny
efekt obserwowany jest przy zablokowaniu CD29.

3. W warunkach rdznicowania $ledzionowych komérek CD3*CD4* w kierunku
Th17, w grupie myszy otrzymujacych kalcytriol odnotowano wzrost ekspresji
IFNy w tych komorkach.

4. Zablokowanie receptoréw CD44 w grupie kontrolnej; CD51 w grupie myszy
otrzymujacej takalcytol; oraz CD29 we wszystkich badanych grupach
eksperymentalnych na powierzchni $ledzionowych komorek CD3"CD4*
spowodowato wzrost odsetka komodrek IFNy*IL-17" w stosunku do komodrek
nieblokowanych z tych samych grup eksperymentalnych.

5. Komorki CD3*CD4" wspotréznicujg sie do limfocytow IFNy'IL-17" po
zablokowaniu CD51 w grupie otrzymujacej takalcytol oraz po zablokowaniu
CD29 w grupach traktowanych kalcytriolem i takalcytolem. Odwrotny efekt

obserwowany jest po zablokowaniu CD44,

DYSKUSJA

Pierwsze doniesienia dotyczace potencjalnego wptywu witaminy D na nowotwor
piersi si¢gajg lat 90. XX wieku [255]. Wcigz przybywa dowodow wskazujacych na
niejednoznaczny wplyw tej witaminy na progresjc nowotworu piersi u Kkobiet,
a postrzeganie witaminy D jako zwigzku dziatajacego jednokierunkowo nie jest
prawidtowe. Czg$¢ badan przeprowadzonych na grupach chorych, wykazuje pozytywna
korelacje poziomu witaminy D z hamowaniem progresji raka [256], [257]. Inna czg$¢
badan kohortowych dowodzi jednak braku powigzania witaminy D z rozwojem raka
piersi [258]-[260]. Waznym elementem badan nad wyptywem witaminy D na rozwoj
raka piersi u kobiet jest wiek i status hormonalny. U kobiet po menopauzie, synteza
estrogenéw produkowanych przez jajniki zostaje zahamowana, a proces ten przejmuje
enzym aromataza znajdujaca si¢ W innych tkankach organizmu, gtéwnie w tkance
thuszczowej. Enzym ten, m.in. pod wptywem czynnikow zewngtrznych moze zostaé
nadmiernie aktywowany, co jest jedng z przyczyn powstania raka piersi [261]. Ekspresja
aromatazy moze by¢ obnizana przez kalcytriol, ktory w sposéb bezposredni hamuje jej
transkrypcje oraz posredni, zmniejszajac aktywno$¢ oraz poziom prostaglandyny 2,
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bedace] czynnikiem stymulujagcym transkrypcje aromatazy w raku piersi. Kalcytriol
zaangazowany jest rowniez W hamowanie sygnalizacji komorkowej za posrednictwem
receptora ER. Blokujgc potaczenie si¢ liganda z receptorem, znosi efekt w postaci
nadmiernej proliferacji komoérek nowotworowych [262]. W przypadku uktadu
odporno$ciowego, starzenie si¢ organizmu wigze si¢ ze zwigkszong czestoscig
wystepowania Stanu zapalnego, czemu towarzyszy podwyzszony poziom cytokin
prozapalnych oraz zmniejszony udziat limfocytow T pamigci | komorek efektorowych
[263]. Rozwijajacy si¢ nowotwor infiltrowany jest przez rdézne typy komorek, a typ tego
nacieku determinuje odpowiedz catego uktadu odporno$ciowego. Odpowiedz ta
charakteryzuje si¢ infiltracjag makrofagdéw typu 1, komoérek dendrytycznych, komorek
NK, cytotoksycznych limfocytow T CD8* i pomocniczych limfocytow T CD4*. Wsrod
tych komorek istotng role petnig limfocyty Foxp3® (Treg), atakze limfocyty Th17.
Naciek komoérek T regulatorowych CD4'Foxp3* zwykle powiazany jest ze ztymi
rokowaniami dla pacjentéw, ze wzgledu na ich wlasciwosci immunosupresyjne [264].
Z kolei limfocyty Th17 pomimo swej plastycznosci wigzacej si¢ Z mozliwoscig pelnienia
funkcji zarowno pro- jak i przeciwnowotworowej, cz¢$ciej powigzane sg Z promowaniem
procesu zapalnego towarzyszacego nowotworowi poprzez wytwarzanie prozaplanej
IL-17 [166]. Wysoka zmiennos¢ komoérek Th17 moze by¢ modulowana migdzy innymi
przez OPN, ktora aczac si¢ ze swoistymi receptorami na powierzchni komoérek CD4*
reguluje ich réznicowanie [197]. Biorac pod uwage opisane powyzej doniesienia 0raz
brak jednoznacznego efektu dziatania witaminy D w raku gruczotu sutkowego, celem
niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu aktywnej formy witaminy D jaka
jest kalcytriol oraz jego analogu takalcytolu na proces réznicowania prozapalnych
limfocytow Th17, przy jednoczesnym uwzglednieniu udziatu OPN oraz wieku myszy
w przerzutujagcym (4T1) i nieprzerzutujacym (67NR) modelu raka gruczotu sutkowego.
Uwzgledniajac zmienno$¢ hormonalng zalezng od wieku, w badaniach zastosowano dwa
modele: przed- i pomenopauzalny. W modelu pomenopauzalnym myszy poddawane
byly owariektomii w celu odzwierciedlenia statusu hormonalnego pacjentek po
menopauzie.

Anisiewicz i wsp. wykazali, ze W modelu myszy obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego 4T1, Kalcytriol ijego pochodne mogg nasilaé immunosupresje
mikro$rodowiska nowotworu, poprzez naptyw monocytéw Ly6C"", wywierajac
niekorzystny wplyw na progresj¢ raka (migdzy innymi poprzez promowanie

przerzutowania) w modelu przedmenopauzalnym, jednakze efekt ten byl odwrotny u
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myszy w modelu pomenopauzalnym. Wynik ten posrednio powigzano z aktywnos$cia
OPN [265]. W badaniach do niniejszej pracy wykazano, iz W komorkach guza
pochodzacego od myszy miodych obarczonych rakiem 4T1, Kalcytriol, nie wptywat,
natomiast w modelu pomenopauzalnym obnizal poziom OPN (Rycina 37). Z kolei
takalcytol powodowal obnizenie poziomu OPN w osoczu myszy mtodych obarczonych
rakiem 67NR (Rycina 38). Analizy w niniejszej pracy prowadzone byly na materiale
biologicznym pobranym 24 dnia eksperymentu. Anisiewicz iwsp., w modelu
przedmenopauzalnym 4T1 zaobserwowali wzrost ekspresji OPN w tkance guza od 28
dnia eksperymentu pod wplywem Kalcytriolu, oraz od 14 dnia eksperymentu pod
wplywem takalcytolu i PRI-2205 [196]. Zwigkszony poziom OPN pod wptywem
kalcytriolu odnotowano réwniez 28 dnia eksperymentu w tkance guza pobranej od myszy
miodych wmodelu 4T1, karmionych dieta normalng (1000 IU + kalcytriol)
I niedoborowg pod wzgledem cholekacyferolu (100 1U + kalcytriol) [266]. Poziom OPN
okreslono takze w komorkach guza pochodzacych od myszy w modelu
pomenopauzalnym, gdzie dziatanie kalcytriolu spowodowato pottorakrotne obnizenie
ekspresji OPN. Podobng zalezno$¢ mozna zaobserwowa¢ W innych badaniach
dotyczacych zastosowania kalcytriolu u myszy obarczonych rakiem 4T1 w modelu
pomenopauzalnym, gdzie 33 dnia eksperymentu poziom OPN w tkance guza istotnie
maleje [86]. Badania na mysim modelu nowotworu 4T1 przeprowadzone w poprzednich
latach w naszym laboratorium wykazuja zalezno$¢ miedzy poziomem OPN w tkance
guza anasileniem procesu przerzutowania. U myszy obarczonych komorkami 4T1
w modelu pomenopauzalnym traktowanie takalcytolem iPRI-2205 prowadzi do
przejsciowego spadku liczby przerzutow do ptuc w 28 dniu eksperymentu. Jednakze
33 dnia eksperymentu aktywno$¢ przeciwprzerzutowa zanika. Wynik ten skorelowano ze
spadkiem ekspresji OPN i brakiem indukcji angiogenezy w tkance guza u tych myszy
[86]. W niniejszej pracy, 24 dnia eksperymentu odnotowano podobng zalezno$¢ po
traktowniu myszy takalcytolem w modelu pomenopauzalnym 4T1, gdzie spadek liczby
przerzutow do ptuc i watroby korelowat ze spadkiem poziomu OPN w tkance guza. Co
wigcej, eksperyment przeprowadzony w modelu przedmenopauzalnym wykazat, iz po
traktowaniu myszy takalcytolem liczba przerzutéw do phuc zwigkszyta sie pottorakrotnie.
W tym przypadku nie zauwazono jednak powigzania wystepowania przerzutow
z poziomem OPN. Niemiej jednak, Anisiewicz i wsp., w analizach na mysim modelu
odpowiadajacym wiekiem oraz typem nowotworu modelowi zastosowanemu

w niniejszej pracy doktorskiej, dowiedli, ze analogi kalcytriolu — takalcytol (28 dnia
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eksperymentu) i PRI-2205 (21 dnia eksperymentu) promujg proces przerzutowania u
myszy mtodych (okoto dwukrotne zwigkszenie liczby przerzutow), czemu towarzyszta
zwigkszona ekspresja OPN w tkance guza [86].

Powyzsze eksperymenty wskazujg na korelacje pomiedzy czasem trwania terapii
witaming D, stopniem zaawansowania nowotworu a poziomem OPN i wystepowaniem
przerzutow. W komoérkach uktadu odpornosciowego witamina D, podobnie jak w innych
komorkach organizmu, dziala za posrednictwem swoistego receptora — VDR [267].
Celem sprawdzenia czy efekt biologiczny spowodowany otrzymywaniem przez myszy
kalcytriolu i takalcytolu koreluje z poziomem receptora dla tej witaminy, wykonano
analize¢ pozwalajaca na okreslenie poziomu jego ekspresji na poziomie genu oraz biatka
w komoérkach CD4" izolowanych z mysich splenocytow. Wyniki niniejszej pracy
doktorskiej uzyskane 24 dnia eksperymentu, wskazuja na podwyzszony poziom ekspresji
genu Vdr wkomoérkach CD4" myszy traktowanych kalcytriolem i takalcytolem
w modelu pomenopauzalnym 4T1 (Rycina 37), jak rowniez podwyzszony poziom VDR
w komorkach CD4" pochodzacych z modelu przedmenopauzalnego myszy obarczonych
rakiem 67NR i otrzymujacych takalcytol (Rycina 38). W mysich splenocytarnych
komoérkach CD4" 21 dnia eksperymentu i w komorkach pochodzacych z weziow
chtonnych 28 dnia eksperymentu Pawlik i wsp. odnotowali wzrost ekspresji genu Vdr
wskutek traktowania myszy takalcytolem lub  PRI-2205, lecz w modelu
przedmenopauzalnym 4T1 [189], [190]. Podobny wzrost ekspresji genu Vdr odnotowano
w przebiegu eksperymentalnego, autoimmunologicznego zapalenie moézgu i rdzenia
kregowego (EAE - ang. Experimental Autoimmune Encephalomyelitis). Podanie myszom
w modelu pomenopauzalnym kalcytriolu, przy jednoczesnym podaniu estrogenow,
spowodowato istotny wzrost ekspresji genu Vdr w komorkach rdzenia kregowego.
Wyroéznione powyzej analizy wskazuja na znaczacy udziat kalcytriolu i jego analogow
w ekspresji genu Vdr zarowno w modelu przed- jak i pomenopauzalnym. Okazuje sig¢, ze
podwyzszony poziom VDR dziatla ochronnie, ujemnie korelujagc z wystepowaniem
przerzutow W raku piersi w badaniach in vivo, a takze hamuje migracje i reguluje proces
EMT przy wspotudziale kalcytriolu w warunkach in vitro [268]. Powyzsze doniesienia
wskazuja, ze VDR dziala pozytywnie w regulacji procesu nowotworowego, przy udziale
aktywnej formy witaminy D oraz jej analogow. Badania populacyjne dowodza, ze VDR
w zalezno$ci od genotypu raka piersi wptywa na poprawe rokowania chorujacych

pacjentéw [269].
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Receptor dla witaminy D odgrywa istotna rolg¢ W przerzutowaniu poprzez supresje
przejscia nabtonkowego-mezenchymalnego (EMT). W modelach mysich, VDR
odpowiadal za zmniejszenie potencjalu przerzutowego komodrek raka gruczotu
sutkowego [270], [271]. Inne badania przeprowadzone na myszach wskazujg na
obnizenie ekspresji VDR, co wigzalo si¢ ze wzrostem guza pierwotnego i przerzutami do
watroby u myszy obarczonych rakiem gruczolu sutkowego 168FARN [272] oraz
zwiekszonym tempem przerzutowania komorek raka piersi MDA-MB-231 do kosci
[271]. W badaniach do niniejszej pracy zaobserwowano podobny efekt i wykazano, ze
potencjat przerzutowy komorek, w modelu pomenopauzalnym myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 4T1 spada, czego dowodzi obnizenie liczby przerzutow do
watroby W grupach otrzymujacych kalcytriol i takalcytol oraz do ptuc po traktowaniu
samym kalcytriolem (Rycina 37). W obu grupach eksperymentalnych, obnizeniu
przerzutowania towarzyszyto zwigckszenie ekspresji genu Vdr w mysich splenocytarnych
komorkach CD4". Niemniej jednak, w raku ptaskonabtonkowym przetyku, stwierdzono,
ze wyciszenie VDR w komoérkach nowotworowych wigzato si¢ ze zmniejszeniem
proliferacji, inwazji imigracji komorek oraz hamowato przerzuty do pluc [273].
Wspomniane powyzej badania innych autorow prowadzone w modelu mysim wskazuja
na znaczacg zalezno$¢ rozwoju przerzutow 0d obecnosci W komoérkach nowotworowych
receptora dla witaminy D. Wrazliwo$¢ komorki na t¢ witaming za posrednictwem jej
specyficznego receptora wigze si¢ nie tylko z wpltywem na proces tworzenia przerzutow,
ale rowniez rekrutacja limfocytow Thl7 iindukcja wydzielania IL-17 poprzez szlak,
w ktorym posredniczy receptor VDR [274]. Plastycznos$¢ komorek Th17 pozwalajaca na
ich konwersje w kierunku Th1l lub Treg nie pozwala na jednoznaczne okreslenie ich roli
W procesie nowotworzenia. Poszczeg6dlne czynniki, od ktorych zalezne jest utrzymanie
fenotypu komorek Th17 sg elementami odpowiedzialnymi za wspotrdznicowanie innych,
wspomnianych komorek uktadu odpornosciowego. Réznicowanie komorek Th17 zalezne
jest od stymulantow takich jak TGF-B, IL-23 ilIL-6, podczas gdy za inicjacje
réznicowania komoérek Treg odpowiada jedynie TGF-B [275]. Z kolei, niski poziom lub
brak TGF-B, przy jednoczesnej obecnosci IL-12 ilIL-23 indukuja przeksztatcenie
komorek Th17 do fenotypu Thl [276]. Biorac pod uwage zmienno$¢ komorek Thl7,
warto uwzgledni¢ w tym procesie rolg IL-17 wytwarzanej i wydzielanej przez dojrzate
limfocyty Thl7. Jej wlasciwoséci pronowotworowe opisywane sg miedzy innymi
w nowotworach skory, jajnika, trzustki i jelita grubego [277]-[280]. Z drugiej strony,

IL-17 moduluje odpowiedz immunologiczng poprzez wzmacnianie aktywnosci komorek
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NK i T oraz pobudza wytwarzanie i aktywacje komorek cytotoksycznych (CTL - ang.
cytotoxic T cells), skutkuje to efektem przeciwnowotworowym [281]. Wszechstronne
dziatanie witaminy D na podzbior limfocytow Th17 okazuje si¢ mie¢ istotne znaczenie
w leczeniu stwardnienia rozsianego czy choroby Hashimoto [282]. W przypadku tej
pierwszej choroby dane réwniez wskazuja na nieoczywisty kierunek dziatania Th17.
Badania przeprowadzone na pacjentach chorujacych na stwardnienie rozsiane wykazaty,
ze leczenie duzymi dawkami witaminy D (5000 1U) prowadzi do wzrostu liczby komorek
Th17 [283]. Z kolei inne badania pokazujg, ze ta sama dawka zastosowana W leczeniu
pacjentow ze stwardnieniem rozsianym prowadzi do obnizenia st¢zenia IL-17 w 0soczu
I w efekcie ograniczenia udziatu krazacych komoérek Th17 [284]. Podobne zaleznosci
majg miejsce W przypadku nowotworu gruczotu sutkowego. Badania przeprowadzone
W przeszlo$ci przez nas zespot wskazujg na hamujacy wptyw witaminy D na populacje
Th17, gdzie efekt obnizenia r6znicowania limfocytow Th17 obserwowany byt w mysim,
pomenopauzalnym modelu raka gruczotu sutkowego, natomiast w modelu
przedmenopauzalnym dochodzito do stymulacji roznicowania tej populacji [190].
Wyniki w niniejszej pracy doktorskiej pokazuja, ze dziatanie takalcytolu w mysim,
przedmenopauzalnym modelu 4TI powoduje wzrost odsetka komorek CD4*
ekspresjonujacych IL-17 w plucach (Rycina 37) i rownoczesnie wzrost liczby przerzutow
w tym narzadzie. Podobny efekt biologiczny, na skutek podania myszom takalcytolu
zaobserwowali Pawlik iwsp., gdzie efekt jego dziatania powodowal podwyzszenie
ekspresji genu 1117re, 1117a w mysich splenocytach oraz zwigkszone uwalnianie IL-17a
przez komorki iTh17 w modelu myszy mtodych [190]. W niniejszej pracy, o stymulacji
komorek Th17 na skutek traktowania myszy kalcytriolem w modelu pomenopauzalnym
4T1 $wiadczy podwyzszony odsetek komorek IL-17* oznaczony w tkance guza.
Jednakze badania prowadzone z udzialem pacjentéw chorujacych na reumatoidalne
zapalenie stawow wskazuja, ze kalcytriol ma dzialanie hamujace na wytwarzanie cytokin
prozapalnych, takich jak IL-17A, IL-17F na wczesnym etapie choroby, pelnigc tym
samym funkcje ochronne poprzez regulacj¢ polaryzacji komorek Thl7, hamowanie
cytokin prozapalnych wytwarzanych przez te komorki i stymulacje produkcji
przeciwzapalnej IL-4 [285]. Inne badanie wykazato jednak brak korelacji pomigdzy
poziomem witaminy D a populacjg poszczegélnych limfocytow T u pacjentow z RZS
[180]. Kalcytriol zwiekszat odsetek komorek regulatorowych T (CD4"Foxp3®)
i B (CD197IL-10") oraz zmniejszat populacj¢ prozapalnych komorek Th17 (CD4*IL-177)

w mysim modelu pecherzowego oddzielania si¢ naskorka wywotanego immunizacjg
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[286]. Jak dotad, nie podj¢to si¢ skorelowania wptywu leczenia kalcytriolem oraz jego
analogiem jakim jest takalcytol na populacje limfocytow Th17 w komorkach mysiego
nowotworu gruczotu sutkowego 67NR. Badanie ekspresji 1117a, genu kodujacego
IL-17A, pozwolito stwierdzi¢, ze traktowanie myszy z modelu przedmenopauzalnego
67NR takalcytolem powodowato wzrost, a myszy z modelu pomenopauzalnego — spadek
ekspresji genu 1117a w mysich splenocytach, co wskazuje na zalezny od wieku wptyw
takalcytolu na ekspresje tego genu (Rycina 38). Linia 67NR opisywana jest jako linia
nieprzerzutujgca i pomimo, iz zdolna jest do zmiany lokalnego mikrosrodowiska
immunologicznego, uniemozliwia utworzenie niszy przedprzerzutowej [287].
W przeprowadzonych badaniach brak wptywu kalcytriolu i takalcytolu, w modelu raka
67NR, na tworzenie przerzutow, przy jednoczesnej zwigkszonej ekspresji genow
Kluczowych dla Th17, moga potwierdza¢ teze modyfikacji mikrosrodowiska nowotworu
bez nabycia inwazyjno$ci komorek.

Rodzina kinaz MAPK, obejmujaca p38, ERK i1JNK, odgrywa wazng role
w proliferacji, réznicowaniu i $mierci komorek. Kinazy te biorg udziat w r6znicowaniu
efektorowych limfocytow T CD4". Okazuje si¢, ze INK1 promuje réznicowanie Thl
poprzez negatywna regulacje ekspresji genu dla IL-4. W roéznicowaniu Th2, poprzez
regulacje funkcji receptora dla IL-4, bierze udziat szlak sygnatowy ERK [288]. W mysim
modelu EAE wykazano, ze zablokowanie kinazy ERK specyficznym inhibitorem wigzato
si¢ z supresja wytwarzania IL-17 przez komorki T CD4", ktoremu towarzyszyto
obnizenie poziomu IL-23 i IL-1, a w konsekwencji powodowato ostabienie objawow
EAE [289]. Badanie to wskazuje na zalezny od ERK proces roéznicowania Thl17
i wytwarzania IL-17. Wyniki analiz w niniejszej pracy doktorskiej potwierdzaja ten efekt.
W mysim pomenopauzalnym modelu 4T1, u myszy otrzymujacych kalcytriol
zaobserwowano aktywacje¢ szlaku kinazy ERK. Wynik ten mozna bezposrednio potaczy¢
ze stymulacjg Th17, z racji zwigkszonego udziatu populacji komorek IL-17" w guzie po
zastosowaniu kalcytriolu wtym modelu (Rycina 37). Populacje komorek CD4*
regulowane sg przez wiele innych niz witamina D zwigzkoéw. Badania in vivo i in vitro
nad cukrzycg typu 1 pokazujg, ze berberyna, celujac w szlak kinaz MAPK, zmniejsza
réznicowanie Th17 i Thl u myszy NOD. Hamowanie réznicowania limfocytow Th17
wynikatlo ze zwickszenia aktywnosci ERK izmniejszenia aktywacji Sciezki
sygnalizacyjnej STAT3 i RORyt [290]. W niniejszej pracy doktorskiej, wzrostowi
ekspresji genu dla IL-17 towarzyszyt w 24 dniu eksperymentu wzrost ekspresji genow

Rorc i Rora — genow charakterystycznych dla populacji komorek Th17. Efekt ten
124



obserwowany byt w mysich splenocytach, w przedmenopauzalnym modelu raka 67NR,
W grupie otrzymujacej takalcytol (Rycina 38). W badaniu in vivo przeprowadzonym
przez Pawlik i wsp., u myszy mtodych obarczonych przerzutujagcym rakiem gruczotu
sutkowego 4T1, traktowanie takalcytolem powodowato wzrost ekspresji tych samych
gendw W iTh17 pochodzenia $ledzionowego. W tym samym badaniu analizie poddano
komoérki CD4™ niestymulowane, pochodzace ze $ledziony i weztéw chlonnych myszy
zmodelu przed- ipomenopauzalego 4T1. 21 dnia eksperymentu w modelu
przedmenopauzalnym odnotowano spadek ekspresji 1117a po traktowaniu kalcytriolem,
wzrost ekspresji Rorc po traktowaniu takalcytolem oraz wzrost ekspresji Rora po
traktowaniu kalcytriolem i takalcytolem. W modelu pomenopauzalnym, 14 dnia
eksperymentu ekspresja genéw I117a i Rorc wzrosta w grupie otrzymujacej kalcytriol,
z kolei 28 dnia eksperymentu ekspresja Rorc obnizyla si¢ w grupie traktowanej
kalcytrolem. Analiza tego samego rodzaju komoérek w weztach chtonnych pokazata, ze
28 dnia eksperymentu, w grupie traktowanej takalcytolem doszto do stymulacji ekspresji
genow 1l17a i Rora [190]. Zarowno RORa (kodowany przez gen Rora), jak i RORyt
(kodowany przez gen Rorc) promuja roznicowanie Thl17. RORyt jest lepiegj
scharakteryzowany oraz w wigkszym stopniu indukowany podczas rdéznicowania
ludzkich regulatorowych limfocytow T [291]. Tym niemniej RORa indukowany jest
w komodrkach Th17 zarowno u ludzi jak i myszy gdzie zostal zidentyfikowany jako
kluczowy czynnik promujacy Th17 [292], [293]. Knock-out genu dla RORa powoduje
spadek ekspresji 1l-17a, oraz populacji komorek ekspresjonujacych RORyt, oraz
zwigkszenie udzialu populacji Treg. W badaniu tym oceniono réwniez wplyw
zastosowania selektywnego odwrotnego agonisty RORa jakim jest zwigzek SR3335.
Okazuje si¢, ze hamuje on rozw6j mysich komoérek Th17 in vitro i in vivo, nie wptywajac
na rozwoj limfocytow T w grasicy, w przeciwienstwie do modulatorow RORyt [294].
Badania te potwierdzajg znamienny wptyw RORa i RORyt w procesie rdéznicowania
limfocytow Th17. Obecnos¢ RORa i RORy, jak réwniez VDR odgrywa istotng role
réwniez W fibroblastach, gdzie wyciszenie VDR, RORa lub RORyt znosito hamujace
dziatanie hydroksymetabolitow witaminy D3 na proliferacje¢ ludzkich fibroblastow [295].

Dualizm funkcjonalny IL-17 polega na promowaniu proliferacji czy inwazji
komorek nowotworowych oraz hamowaniu ich apoptozy poprzez wydzielanie
czynnikow  angiogennych izwigkszanie ekspresji metaloproteinaz  macierzy
komorkowej. Z drugiej strony, IL-17 promuje apoptoze i Spowalnia wzrost guza poprzez
aktywacje komorek NK, CTL i rekrutacje neutrofili [296]. Badania wykonane w ramach
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niniejszej pracy wykazaty, ze w modelu przedmenopauzalnym myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 67NR, otrzymujacych kalcytriol i takalcytol, dochodzi do
stymulacji angiogenezy. Okazuje si¢, ze kalcytriol wpltywa na zwigkszenie liczby naczyn
I powoduje podwyzszenie poziomu VEGF wosoczu myszy. Takalcytol, z kolei,
zwicksza wartos¢ PE w analizie USG, czyli maksymalne wysycenie naczyn guza
kontrastem, co pozwala na ocen¢ I scharakteryzowanie naczyn otaczajacych guz oraz
jego perfuzje. Powoduje réwniez podwyzszenie poziomu VEGF w mysim osoczu
(Rycina 38). Obserwacje te moga sugerowac, ze W modelu przedmenopauzalnym raka
67NR, dochodzi do stymulacji angiogenezy wskutek zastosowania kalcytriolu i jego
analogu. W grupie myszy traktowanych takalcytolem tworzenie naczyn krwiono$nych
moze korelowac ze zwigkszong ekspresja genow charakterystycznych dla limfocytow
Th17, ktére opisano powyzej oraz zwigkszong ekspresja biatkka VDR, mogacego
posredniczy¢ W sygnalizacji zaleznej od witaminy D. Zastosowanie tego analogu
w modelu pomenopazualnym myszy z modelu raka 67NR wykazato odwrotny efekt,
i powodowato obnizenie parametru PE. W przypadku tej grupy wickowej wartos¢ PE
koreluje z obnizong ekspresja Il-17a u myszy. Powigzania IL-17 z promocja angiogenezy
odgrywaja istotng role w procesie nowotworzenia. Analizy in vivo na myszach
obarczonych rakiem 4T1 pokazuja, ze traktowanie myszy rekombinowang IL-17A
stymuluje angiogenezg [297]. Przewlekly stan zapalny towarzyszacy rozwojowi
nowotworu moze by¢ promowany przez IL-17. Sygnalizacja ze strony I1L-17 indukuje
ekspresje VEGF w niedrobnokomorkowym raku ptuc i nowotworze jelita grubego [298],
[299]. Badania in vivo wskazuja rowniez na niezalezny od VEGF proces angiogenezy,
w ktory zaangazowana jest IL-17 [300]. W modelu myszy obcigzonych cukrzyca,
w ktorym badano wplyw kalcytriolu na reakcje zapalng i angiogeneze, bedace czgsto
zaburzonymi w gojeniu si¢ ran powstatych wskutek choroby, wykazato, ze kalcytriol
znaczgco zwigksza gojenie si¢ ran, tagodzi nadmierny stan zapalny i promuje przejscie
makrofagow z fenotypu M1 do M2. Ponadto kalcytriol zwickszal odsetek komorek
CD31" w analizie histopatologicznej oraz ekspresj¢ biatek i MRNA VEGF, VEGFR2,
PDGF i PDGFR, jak réwniez ekspresjc mRNA Bfgf i Egfr [301]. Anisiewicz i wsp.
wykazali, ze kalcytriol oraz jego analogi — takalcytol i PRI-2205 powoduja wzrost
warto$ci parametru TTP (time-to-peak) w analizie USG guza, u myszy obarczonych
nowotworem gruczotu sutkowego 4T1, co $wiadczy 0 zwigkszonej perfuzji krwi w guzie.
Co wigcej, parametr PE réwniez wzrdst wskutek zastosowania kalcytriolu u tych myszy.

W tym samym eksperymencie oznaczono poziom VEGF w guzie. Analiza wykazata
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obnizenie poziomu VEGF po traktowaniu kalcytriolem iPRI-2205 w14 dniu
eksperymentu. W 28 dniu eksperymentu poziom VEGF istotnie spadat w grupie
kontrolnej, traktowanej takalcytolem i PRI-2205 wzgledem dnia 14, co powigzane bylo
z zanikiem efektu kalcytriolu iPRI-2205 [196]. Inne badania, przeprowadzone
w warunkach in vitro pokazuja, ze kalcytriol hamuje angiogenez¢ promowang przez
IL-8 w raku prostaty [302], a jego analogi — PRI-2191 i PRI-2205 zmniejszaja ekspresj¢
gendéw zwigzanych z EMT, angiogeneza, proliferacjg i przezyciem komoérek w ludzkiej
linii komorkowej raka jelita grubego HT-29 [303]. Komorki od myszy z knock-outem
VDR wykazywaly zwigkszong ekspresje HIF-la, VEGF, PDGF, ANG-1 oraz
powigkszone naczynia krwiono$ne pomagajace W perfuzji zmian nowotworowych [304].

Plastyczno$¢ komorek Thl7, pozwalajagca na zmiang ich fenotypu w komorki
Treg skutkuje zmiang reakcji ze strony ukladu odporno$ciowego w odpowiedzi na
rozwijajacy si¢ nowotwor oraz modulacjg funkcji tych komorek. Komoérki Th17 sg
zrodlem indukowanych przez nowotwor komoérek Treg u myszy z nowotworem jajnika
i jelita grubego, co wskazuje na Scisty zwigzek migdzy Th17 i Treg w mikrosrodowisku
nowotworu [305]. W niniejszej pracy obserwowano zwiekszony udzial komérek Th17
(podwyzszony udziat populacji IL-17%, aktywacja szlaku ERK oraz zwiekszona ekspresja
genu Vdr) w splenocytach myszy modelu pomenopauzalnego 4T1 traktowanych
kalcytriolem i obnizong frakcj¢ komorek Treg we krwi (frakcji mononuklearnej) oraz
obnizong ekspresje genu Foxp3 w limfocytach CD4* w §ledzionie. Takie same warto$ci
odnotowano w grupie myszy otrzymujacych takalcytol, przy czym wynik ten nie byt
jednoznacznie powigzany ze wzrostem udzialu Th17, niemniej jednak towarzyszyl temu
efekt wzrostu ekspresji Vdr oraz zwigkszony udzial populacji CD3"CD4" w guzie
i ptucach. Obie populacje komorek zarowno Thl7 jak iTreg charakteryzuja sie
zdolnoscig do zmian funkcjonalnych zaleznie od typu nowotworu, W mikrosrodowisku
ktorego si¢ znajduja. Z jednej strony komodrki Th17 sg niezbedne do obrony organizmu
przed patogenami, ale powigzano je rdéwniez Z wywolywaniem chorob
autoimmunologicznych i rozwojem raka. Komorki Treg sa niezbgdne do utrzymania
autotolerancji iobrony przed chorobami autoimmunologicznymi, jednakze czgsto
korelujg z postepem raka [169]. Wyniki uzyskane w pracy doktorskiej wskazuja, iz
kalcytriol i takalcytol wyciszaja odpowiedz ze strony komorek Treg, jednocze$nie
zwigkszajac udziat populacji Th17 w pomenopauzalnym modelu 4T1. W przypadku
traktowania myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 kalcytriolem,

zwigkszeniu udziatlu komorek Th17 oraz obnizeniu liczby komérek Treg towarzyszy
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zahamowanie tworzenia przerzutow do watroby i ptuc po zastosowaniu kalcytriolu.
Podobny efekt zauwazalny jest u myszy traktowanych takalcytolem, gdzie obnizeniu
udziatu frakcji Treg towarzyszy zmniejszenic liczby przerzutow W watrobie.
W badaniach przeprowadzonych z udziatem pacjentéw, wzrost zardwno liczby komorek
Th17 jak rowniez Treg pochodzacych z krwi obserwowano w raku szyjki macicy oraz
srédnablonkowe]j neoplazji szyjki macicy. Towarzyszyt temu wzrost st¢zenia cytokin IL-
4, 1L-10, IL-17, IL-23 i TGF-B wosoczu [306]. W warunkach in vitro, kalcytriol
ograniczal zalezny od neutrofilow rozwdj komorek Th17 ipromowat réznicowanie
komorek Treg. Obserwowano rowniez niezalezne od neutrofili tworzenie komoérek Thl
z dziewiczych komoérek T CD4" [307]. Wskutek dziatania kalcytriolu, poprzez efekt
stymulacji roznicowania komorek Treg z niedojrzatych komérek CD4" dochodzi do
wzrostu ekspresji czasteczek charakterystycznych dla tych komorek tj. CTLA-4 i 1L-10
[308] przy jednoczesnym obnizeniu ekspresji genu dla IL17A [309].

Obecnos¢ komorek ukladu odporno$ciowego W miejscu toczacego si¢ stanu
zapalnego =zalezne jest migdzy innymi od czynnikéw petnigcych funkcje
chemoatraktantoéw. Okazuje si¢, ze komorki takie jak limfocyty, makrofagi, neutrofile
I komorki dendrytyczne rekrutowane sa za posrednictwem OPN. Dziatanie OPN opisano
w schorzeniach takich jak nowotwory, zwtoknienie serca, choroba Parkinsona, cukrzyca
i choroby sercowo-naczyniowe, gdzie zaangazowana jest W roznicowanie limfocytow
Thl i Th17, zapalenie i przebudowe tkanek. Wptywa réwniez na zywotno$¢ komorek
I gojenie si¢ ran [310]. Oddzialywania OPN z komoérkami nowotworowymi zachodza
przez receptory, takie jak glikoproteina transbtonowa typu |, CD44 oraz integryny.
Poszczegolne tkanki roznig si¢ ekspresja integryn oraz proteolitycznie modyfikowang
formg OPN, decydujaca otym, z ktorym receptorem si¢ ona potaczy. OPN moze
oddziatywac z integrynami a5B1, a8B1, avpl, avp3, avPB5 i avp6 poprzez sekwencje
R159GD161 oraz zintegrynami a4fl, odPf7 109B1 poprzez sekwencje
E131LVTDFPTDLPAT143 i/lub S162VVYGLR168 [117]. Wsrod integryn, ovp3
uwazana jest za glowny receptor dla OPN, a efekt potaczenia liganda z receptorem
promuje adhezj¢ komorek, inwazje, migracje, proliferacj¢, oporno$¢ na chemioterapig,
angiogeneze Czy tworzenie nowotworow i przerzutow [311]. W niniejszej pracy
doktorskiej podjeto sie identyfikacji receptoréw dla OPN w limfocytach CD4*
pochodzacych z guza, §ledziony, phluc, krwi i weztow chlonnych. Bioragc pod uwage
udziat OPN w ro6znicowaniu komorek Th17, do analizy wlaczono integryny CD51 (av),

CD61 (B3) i CD29 (B1) oraz receptor CD44 opisywane jako znaczace W roznicowaniu
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limfocytow Th17 [197], [312]. Wyniki pokazaly, ze traktowanie kalcytriolem myszy
w modelu przedmenopauzalnym obarczonych rakiem sutka 4T1 powoduje wzrost
ekspresji receptora CD44 w limfocytach CD4" pochodzacych ze $ledziony, z kolei
u myszy w modelu pomenopauzalnego wskutek dziatania kalcytriolu dochodzito do
wzrostu ekspresji receptorow CD44 i CD29 w limfocytach CD4" pochodzacych z krwi.
W grupie myszy z modelu pomenopauzalnego 4T1, traktowanych takalcytolem,
ekspresja CD51 wzrosta, natomiast poziom CD29 obnizyt sie w limfocytach CD4* z guza
(Rycina 37). Wyniki te pozwolity wytoni¢ receptory CD44, CD29 i CD51 jako najlepiej
odpowiadajace na traktowanie myszy kalcytriolem i takalcytolem oraz sprawdzenie ich
wplywu na réznicowanie Th17 w dalszej czgsci badan. Okazuje sig, ze ekspresja CD44
na powierzchni makrofagéw moze by¢ modulowana w zaleznos$ci od zastosowanej dawki
witaminy D w diecie [266]. W badaniach w mysim modelu reumatoidalnego zapalenia
stawow dowiedziono, ze OPN dziala na receptor CD44 za posrednictwem specyficznej
domeny OPN-5-kD (OPN167-210) [312].

Biorac pod uwagg powyzsze, W kolejnym etapie zbadano udziat wybranych
receptorow dla OPN we wptywie Kalcytriolu i takalcytolu na réznicowanie komoérek
Th17 pochodzacych ze $ledziony myszy z przedmenopauzalnego modelu 4T1. Efekt
badan przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej wskazuje, iz receptor CD51 jest
kluczowy dla Th17 prowadzac do promowania roznicowania tej grupy komorek u myszy
obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1. Potwierdzeniem tego twierdzenia jest
obserwacja, ze zablokowanie receptora CD51 w komoérkach CD4*, w grupie kontrolngj
myszy obarczonych rakiem sutka 4T1, prowadzi do obnizenia odsetka komoérek Th17
(Tabela 16). Analiza dowiodta, ze odwrotna, do wczesniej wspomnianego, aktywno$é
wzgledem Th17 posiada receptor CD29, gdyz hamuje on réznicowanie tej subpopulacji
komoérek Th u myszy mlodych obarczonych komoérkami 4T1. Jego zablokowanie
spowodowato stymulacj¢ Th17 w grupie kontrolnej. Zgodnie z pismiennictwem, U myszy
uprzednio zakazonych pasozytem T. cruzi, zablokowanie receptora avP3 skutkuje
znaczacym hamowaniem poziomu ekspresji IFN-y, IL-12 p70 i IL-17A, natomiast
blokowanie CD44 nie wywoluje takiego efektu. Z kolei, zalezne od OPN hamowanie
wydzielania IL-10 byto blokowane tylko przez przeciwcialo przeciwko CD44 [313].
W komorkach pobranych od pacjentow chorujacych na reumatoidalne zapalenie stawow
wykazano, iz blokowanie CD44 iCD29 powoduje zmniejszenie rdznicowania
limfocytow Th17, podczas gdy zablokowanie CD51 nie wptywa na odsetek tych komorek
[312]. Wynik dotyczacy blokowania CD29 jest odwrotnym do uzyskanego w niniejszej
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pracy doktorskiej, czego powodem moze by¢ inna jednostka chorobowa, ktdrg obarczone
byly myszy, co moze $wiadczy¢ 0 tym, ze OPN powoduje odmienny efekt, zaleznie od
schorzenia. Warto réwniez wspomnie¢, ze OPN nie jest jedynym ligandem receptora
CD29. Receptor B1 zdolny jest rowniez do wigzania kolagenu, fibronektyny, lamininy
I czasteczek adhezji komorek naczyniowych-1 [314], ktore nie byly analizowane
W niniejszej pracy, stad ich ekspresja i efekt polaczenia z receptorem moga réznic sig
w zaleznosci od jednostki chorobowe;.

Zbadano réwniez efekt blokowania receptorow dla OPN w grupach myszy
traktowanych kalcytriolem i takalcytolem, gdzie zablokowanie CD44 iCD51
spowodowato promowanie réznicowania Th17 w tych grupach wzgledem blokowanej
kontroli (Tabela 16). Swiadczy to o tym, iz zaréwno kalcytriol jak i takalcytol zdolne sa
do modulacji roznicowania komoérek Thl7. Zablokowanie wyzej wspomnianych
receptoréw ujawnia ich efekt stymulujacy roznicowanie tych komorek. Efekt ten nie jest
obserwowany jednak pomiedzy zablokowaniem a brakiem blokowania badanych
receptorow W tych grupach eksperymentalnych. Analiza pozwala na okreslenie
charakteru receptorow CD51 iCD29 kolejno jako promujacego ihamujacego
roznicowanie Th17 u myszy mtodych obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1.
W momencie pisania niniejszej pracy, brak jest danych na temat znaczenia wybranych
receptorow dla OPN w roznicowaniu limfocytow Th17, przy zastosowaniu kalcytriolu
i takalcytolu w modelu raka gruczotu sutkowego 4T1. Bioragc po uwage omowione
w poprzednich akapitach korelacje OPN, Th17 i witaminy D3, przeprowadzona analiza
blokowania owych receptorow zdaje si¢ wskazywac na istotno§¢ OPN w réznicowaniu
Th17 pod wptywem kalcytriolu i takalcytolu w raku gruczotu sutkowego.

OPN bedaca biatkiem modulujacym sygnalizacj¢, prowadzaca do réznicowania
komorek Thl, rowniez dziata wtych komodrkach za posrednictwem wspomnianych
receptoréow (CD51, CD29, CD44). Wedtug literatury, monocyty krwi obwodowej oraz
cze$¢ makrofagow izolowanych od pacjentdow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita
grubego i choroba Lesniowskiego-Crohna wykazuja silng ekspresje integryny 3 [315].
W badaniach wtasnych wykazatam, ze zablokowanie receptorow CD29 i CD44 skutkuje
stymulacjg roznicowania Th1 w grupie kontrolnej wzgledem komorek nieblokowanych
(Tabela 16). Ten sam efekt stymulacji Th1 obserwowany jest po zablokowaniu receptora
CD29 przy traktowaniu myszy kalcytriolem i takalcytolem oraz po zablokowaniu
receptora CD51 w grupie myszy traktowanych wyltacznie takalcytolem, wzgledem
komorek nieblokowanych pochodzacych od myszy ztych grup eksperymentalnych.
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Wyniki te sugeruja, ze wyzej wymienione receptory w poszczegdlnych grupach, zaleznie
od traktowania, uczestniczg W hamowaniu ro6znicowania komodrek Thl, aich
zablokowanie powoduje stymulacje Thl. Zablokowanie CD44 w komorkach
pochodzacych od myszy traktowanych kalcytriolem i takalcytolem spowodowato spadek
réznicowania Thl w poréwaniu do blokowanej kontroli. Odwrotny efekt natomiast
odnotowano po zablokowaniu CD29, gdzie obserwowano wzrost populacji Thl (Tabela
16). Zablokowanie CD29 prowadzito do wzrostu rdéznicowania Thl we wszystkich
grupach eksperymentalnych wzgledem nieblokowanych komorek z tych samych grup.
Wynik ten wskazuje, iz receptor ten jest Kluczowym w procesie hamowania réznicowania
Th1l w obecnos$ci czynnikéw indukujacych réznicowanie limfocytow Th17. Ten sam
efekt obserowowany byt po zablokowaniu CD29 na komoérkach pochodzacych od myszy
otrzymujacych kalcytriol i takalcytol wzglegdem blokowanych komorek z grupy
kontrolnej. Wskazuje to na fakt, ze receptor ten zaleznie od dziatania kalcytriolu
I takalcytolu zdolny jest do modulowania réznicowania Thl. Ten sam efekt stymulacji
Th1, lecz po zablokowaniu CD51 udowodniono w komoérkach pochodzacych od myszy
z grupy traktowanej takalcytolem (Tabela 16). Dane literaturowe wskazuja, iz
blokowanie CD44 powoduje indukcje apoptozy komérek T (CD4"), hamujgc odpowiedz
immunologiczng w mysim modelu uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjnego watroby.
Co wiecej, leczenie myszy przeciwciatem anty-CD44 catkowicie znosito korzystny
wplyw parykalcytolu na migracje komorek T i uszkodzenie tkanek [316]. Powyzsze
doniesienia sg zbiezne z uzyskanymi w niniejszej pracy doktorskiej, gdzie obserwowano
hamowanie réznicowania komorek Thl po zablokowaniu receptora CD44. Inne dane
donosza 0 braku wptywu zablokowania receptora CD44 na populacje indukowanych
komorek Thl, jednoczesnie powodujac hamowanie naptywu komoérek Th2 w badaniu
nadreaktywnosci drog oddechowych zwigzanej zastmg [317]. Uzyskane wyniki
pokazuja, iz w przypadku zablokowania CD29, zmienia si¢ udzial badanych frakcji
komorkowych, gdzie populacja limfocytow Th17 obniza si¢, zas Th1 wzrasta w grupach
traktowanych kalcytriolem i takalcytolem. Po zablokowaniu receptora CD44 obserwuje
si¢ odwrotny efekt, udziat komoérek Th17 rosnie, a populacja Thl maleje w komodrkach
pochodzacych od myszy traktowanych kalcytriolem i takalcytolem (Tabela 16).
Przeprowadzone analizy pozwalaja stwierdzi¢, ze wiek oraz traktowanie
witaming D3, wptywaja na poszczegodlne parametry zwigzane z procesem wzrostu guza
I przerzutowania zarowno W modelu raka gruczotu sutkowego 4T1 jak i 67NR. W mysim

przedmenopauzalnym modelu raka 4T1 kalcytriol itakalcytol indukowaty
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przerzutowanie komorek przy prawdopodobnym wspotudziale limfocytow Thl7.
Stymulowanie réznicowania Th17 po zablokowaniu receptoréw CD44 i CD51 oraz
hamowanie ich réznicowania po zablokowaniu receptora CD29, przy jednoczesnym
braku istotnego wptywu kalcytriolu i takalcytolu na roznicowanie komorek iThl7
w warunkach kontrolnych, sugeruje, ze koncowy efekt dziatania kalcytriolu i takalcytolu
zalezy od poziomu ekspresji poszczegolnych receptoréw W danej komorce, a efekty
koncowe oddziatywania na nie mogg si¢ znosi¢. W modelu pomenopauzalnym, kalcytriol
i takalcytol zmniejszaly populacje komorek Treg w procesie nowotworowym oraz
hamowatly potencjal przerzutowy komorek nowotworowych. Dodatkowo Kalcytriol
zwigkszat udziat populacji Th17 oraz ekspresje receptorow dla OPN mimo, iz poziom
samej OPN pod jego wptywem w guzie malat. Bioragc pod uwage zmienno$¢ charakteru
populacji limfocytow Thl17 oraz Treg, mozna stwierdzi¢, ze W modelu
przedmenopauzalnym raka 4T1, populacja Th17 pod wpltywem leczenia witaming D3
zyskuje charakter pronowotworowy. W modelu pomenopauzalnym dominuje populacja
Th17 o charakterze przeciwnowotworowym, a populacja pronowotworowych komorek
Treg obniza si¢ (Rycina 37).

Wyniki badan przeprowadzonych w modelu raka 67NR nie pozwalajg na
jednoznacze okreslenie charakteru populacji Th17, ktorej to stymulacji badZz hamowaniu
towarzyszy nasilenie lub zahamowanie procesu angiogenezy. W tym modelu wiek zdaje
si¢ odgrywac kluczowa role. Wskazuje na to przeciwny efekt zastosowania witamin na
populacje komoérek Th17 iangiogenezg. Z uwagi, iz linia komdorkowa 67NR posiada
charakter linii nieprzerzutujgcej, zasadnym moze by¢é przeprowadzenie bardziej
szczegotowych badan w celu okreslenia charakteru komoérek Th17 (Rycina 38). W tym
przypadku trudno jednoznacznie stwierdzi¢, czy nasilona angiogeneza, idaca W parze ze
stymulacja komoérek Th17 w modelu przedmenopauzalnym odpowiada za wytworzenie
niszy pronowotworowej, czy z kolei zwigksza szans¢ na leczenie nowotworu, przez

lepsza penetracje guza przez lek dzigki zwigkszonej 1losci naczyn krwionosnych.
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Rycina 37. Podsumowanie wptywu leczenia kalcytriolem i takalcytolem na parametry zwigzane

z procesem nowotworowym oraz populacj¢ limfocytow Th17 iTreg w mysim przed-

i pomenopauzalnym modelu raka gruczotu sutkowego 4T1.

Parametry badane w poszczegdlnych tkankach (tj. $ledzionie, guzie*, ptucach, PBMC, weztach chtonnych)

dotyczg analizy komorek z populacji limfocytow CD3*CD4*. Analize przerzutow prowadzono na calej

populacji komoérek pochodzacych ze wskazanych narzadow. *Analiz¢ OPN w guzie przeprowadzono na

catej populacji komorek guza.
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Tabela 16. Podsumowanie wptywu blokowania receptorow dla OPN na réznicowanie limfocytow
Th17 1Thl, wkomoérkach pochodzacych od myszy otrzymujacych kalcytriol i takalcytol
W mysim przedmenopauzalnym modelu raka gruczotu sutkowego 4T1.

Czeg$¢ tabeli podkreslona na zoétto dotyczy poréwnania komorek blokowanych wzgledem
komorek nieblokowanych. Czgéé tabeli pokreslona na zielono dotyczy poréwnania komorek

blokowanych z poszczegolnych grup eksperymentalnych do blokowanej grupy kontrolne;.

Blokowany receptor Efekt Grupa eksperymentalna
CD51 | Thl7 KONTROLA
CD29 T Th17 KONTROLA

KALCYTRIOL
CD44 1 Th17 _
i TAKALCYTOL
KALCYTRIOL
CD51 T Th17 )
i TAKALCYTOL
KALCYTRIOL
CD29 1 Th17 )
i TAKALCYTOL
CD29i CD44 1 Thl KONTROLA
CD511i CD29 1 Thl TAKALCYTOL
CD29 1 Thl KALCYTRIOL
KALCYTRIOL
CD44 1 Thl _
i TAKALCYTOL
CD51 1 Thl TAKALCYTOL
KALCYTRIOL
CD29 1 Thl )
i TAKALCYTOL
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WNIOSKI

Kalcytriol i takalcytol nie wptywajg istotnie za wzrost guza 4T1 i 67NR
w modelu przed- i pomenopauzalnym.

Takalcytol stymuluje powstawanie przerzutow W ptucach myszy
w modelu przedmenopauzalnym 4T1. Kalcytriol i takalcytol hamuja
tworzenie przerzutow do watroby i pluc w modelu pomenopauzalnym
4T1, co powigzano Z obnizong ekspresjg OPN w tkance guza, zwigekszong
ekspresja genu Vdr w limfocytach CD4" ze $ledziony oraz stymulacja
Th17 w grupie otrzymujacej wylacznie kalcytriol.

. W mysim przedmenopauzalnym modelu 67NR obserwuje si¢ stymulacje
angiogenezy, z kolei w modelu pomenopuazalnym, takalcytol hamuje
angiogeneze guza. Stymulacji angiogenezy przez takalcytol w modelu
przedmenopauzalnym towarzyszy zwigkszona ekspresja genoéw 1173,
Rora iRorc oraz zwigkszona ekspresja biatka VDR w mysich
splenocytarnych limfocytach CD4".

. Dziatanie kalcytriolu i takalcytolu wskazuje na ich hamujacy wpltyw na
populacj¢ komoérek Treg w modelu pomenopauzalnym 4T1.

. Wyciszeniu odpowiedzi ze strony komorek Treg, towarzyszy zwigkszenie
udziatu populacji Thl7 w pomenopauzalnym modelu 4T1 traktowanym
kalcytriolem. Efekt ten koreluje zobnizeniem liczby przerzutow
W watrobie i ptucach, co moze wskazywaé na przeciwnowotworowy
charakter komorek Th17 w badanym modelu.

. Zaleznie od modelu nowotworowego, wieku myszy oraz pochodzenia
tkankowego komorek, kalcytriol i takalcytol zdolne sa do modulowania
ekspresji poszczegdlnych receptorow dla OPN.

Receptory dla OPN - CD44 i CD51 petnig istotng funkcje W roznicowaniu
komorek Th17, poprzez hamowanie réznicowania tych komérek w mysim
przedmenopauzalnym modelu 4T1, w grupach otrzymujacych kalcytriol
i takalcytol.

. W warunkach réznicowania Th17 dochodzi do zaleznego od kalcytriolu
i takalcytolu  wspotroznicowania komoérek Thl za posrednictwem
receptoréw dla OPN — CD44, CD29 i CD51, gdzie role CD29 i CD51

okreslono jako hamujaca wzglgdem limfocytow Thl.
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Rycina S - 1 Reprezentatywne zdjgcia klonéw komorek nowotworowych wyhodowanych
z r6znych narzadow i bedacych skutkiem przerzutowania komorek 4T1 do tkanek odlegtych u

myszy z modelu przedmenopauzalnego i pomenopauzalnego.

przedmenopauzalne pomenopauzalne

A Cc D F

$ledziona
%
$ledziona

Rycina S - 2 Analiza odsetka komoérek stanowiacych frakcje limfocytow T regulatorowych
w komorkach pochodzacych z §ledziony (A i D), ptuc (B i E) iguza (C i F) zmodelu przed-
i pomenopauzalnego raka 67NR. Oznaczenia dotyczace krwi zostaly przeprowadzone na frakcji
mononuklearnej (PBMC). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie
standardowe. N=5-10. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej
ANOVA i testu post hoc Fisher’a.
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Rycina S - 3. Analiza odsetka komorek stanowiacych frakcje limfocytow T pomocniczych
(CD3"CD4") w komorkach pochodzacych ze $ledziony (A iD), ptuc (B iE) iguza (C iF)
z modelu raka gruczotu sutkowego 67NR, przed- i pomenopauzalnego. Wyniki przedstawiono
jako warto$ci srednie = odchylenie standardowe. N=5-10. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono

za pomocg testu jednokierunkowej ANOVA i testu post hoc Fisher’a.
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Rycina S - 4. Identyfikacja receptoréw dla osteopontyny na powierzchni komorek CD3*CD4*
pochodzacych ze $ledziony u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 67NR w modelu

przed- i pomenopauzalnym. W analizie cytometrycznej skupiono si¢ na oznaczeniu receptorow
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oddziatujacych z osteopontyng ((B i F) CD29, (Ai E) CD51, (D i H) CD44, (Ci G) CD61) wérod
limfocytow T pomocniczych (Th). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie
standardowe. N=5-10. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej
ANOVA i testu post hoc Fisher’a.
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Rycina S - 5. Analiza poziomu receptorow dla osteopontyny na powierzchni komoérek CD3*CD4*
pochodzacych z guzow u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 67NR w modelu
przed- ipomenopauzalnym. Analizie cytometrycznej poddano receptory oddziatujace
z osteopontyng ((B i F) CD29, (A'i E) CD51, (D i H) CD44, (C i G) CD61) wsrod limfocytow T
pomocniczych (Th, CD3*CD4%). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie
standardowe. N=5-10. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej
ANOVA i testu post hoc Fisher’a.
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receptoréw dla osteopontyny w komoérkach CD3*CD4*

pochodzacych z ptuc u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 67NR w modelu przed-

i pomenopauzalnym. Analizie cytometrycznej poddano receptory oddzialujagce z osteopontyng
(BiF)CD29, (AiE)CD51, (DiH)CD44, (CiG) CD61) wsrdd limfocytow T pomocniczych
(Th, CD3*CD4"). Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie + odchylenie standardowe. N=5-

10. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej ANOVA i testu post

hoc Fisher’a.
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Rycina S - 7. Analiza odsetka komoérek zywych réznicowanych w kierunku limfocytow Th17
pochodzacych z modelu przedmenopauzalnego (A) i pomenopauzalnego (B) myszy obarczonych
rakiem gruczotu sutkowego 4T 1. Na reprezentatywnych schematach typu dot-plot przedstawiono
graficzny rozktad komoérek zywych imartwych oraz badanych komoérek docelowych
IL-17* IFN-y" i IL-17" IFN-y" w poszczegolnych grupach wiekowych dla myszy z grupy
kontrolnej przedmenopauzalnej (C) ipomenopauzalnej (D). N=4-5. Wyniki analizy
cytometrycznej przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg testu jednokierunkowej ANOVA itestu post hoc
Tukey’a. Za rdznice istotne statystycznie uznano wyniki, dla ktoérych *p<0,05 w poréwnaniu do

grupy kontrolnej.
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Rycina S - 8. Analiza Jess Simple Western wybranych biatek, kluczowych w procesie
réznicowania limfocytow Th17 w komorkach pochodzacych ze $ledziony od myszy z modelu
przed- i pomenopauzalnego obarczonych guzem 67NR. Biatka poddane analizie stanowity (A)
ERK1/2/p-ERK1/2, (B) p38/p-p38, (C) Akt/p-Akt, (D) INK/p-INK, (E) NF«kB/p-NF«kB, (F)
MTOR/p-mTOR, (G) VDR. Komorki CD4* wyizolowane ze $ledziony poddano 4-godzinnej
stymulacji PMA i jonomycyng. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji biatka catkowitego
i grupy kontrolnej. Wyniki przedstawiono za pomoca wartosci $redniej + blad standardowy
sredniej. Analizie poddano stosunek poziomu biatka fosforylowanego do niefosforylowanego.
N=4-5. Analiz¢ biatek Akt, p-Akt, JNK, p- IJNK, NFkB, p- NFkB, mTOR, p-mTOR
przeprowadzono na dwoch niezaleznych eksperymentach. Analize statystyczng przeprowadzono
za pomocg testu jednokierunkowej ANOVA itestu post hoc Tukey’a. Za réznice istotne

statystycznie uznano wyniki, dla ktérych *p<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
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Rycina S - 9. Ocena odsetka komoérek IL-17* pochodzacych z komoérek §ledziony (A i D), ptuc
(B iE) iguza (C iF), poddanych 4-godzinnej stymulacji PMA, jonomycyna i brefeldyna,
w modelu przed- i pomenopauzalnym u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 67NR.
Analizie cytometrycznej poddano komorki pozytywne pod wzgledem IL-17 sposrod limfocytow
T pomocniczych (Th, CD3*CD4*). Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie
standardowe. N=5-10. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu jednokierunkowej
ANOVA i testu post hoc Fisher’a.
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