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»Indukowanie réznicowania monocytow do makrofagow czynnikami

wydzielanymi przez komorki raka jelita grubego”

W organizmie nowotwor rozwija si¢ w mikrosrodowisku, ktore jest tworzone
zarOwno przez komoérki nowotworowe, jak 1 prawidtowe. Stanowig one swoistg nisze, ktora
umozliwia komérkom nowotworowym dwa wazne dla nich procesy: ucieczke komorek
nowotworowych spod nadzoru ukladu immunologicznego i powstanie nowych naczyn
krwiono$nych i limfatycznych.

W trakcie rozwoju choroby nowotworowej, znajdujace si¢ w krwiobiegu i tkankach
monocyty i makrofagi sg aktywnie rekrutowane do mikrosrodowiska guza. Tam, w zaleznosci
od réznych sygnalow mikrosrodowiska, uzyskanych z komoérek nowotworu i zrebu, fenotyp
makrofagbw moze wulec zmianie 1 spowodowaé przeksztalcenie ich z formy
przeciwnowotworowej, prozapalnej (M1) do formy immunosupresyjnej, promujacej rozwoj i
progresje nowotworu (M2).

Mianem makrofagow zwigzanych z nowotworem (TAMs) okre§lane sg makrofagi
charakterystyczne dla mikrosrodowiska nowotworowego. Jest to heterogenna populacja
komorek, ktore r0znig si¢ od siebie na poziomie molekularnym 1 funkcjonalnym, zaleznie od
lokalnego mikrosrodowiska. W poczatkowym etapie rozwoju nowotworu TAMs posiadaja
fenotyp M1 i majg dziatanie przeciwnowotworowe. Pod wptywem czynnikéw wydzielanych
przez komodrki nowotworowe, moga przeksztalca¢ si¢ w  pronowotworowe,
immunosupresyjne komorki o fenotypie M2. TAMs posiadajg charakterystyczne dla tej grupy
komorek markery, a takze wytwarzaja metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowe;,
cytokiny, chemokiny oraz biatka szoku cieplnego.

Wigkszos$¢ badan sugeruje, iz akumulacja makrofagéw zwigzanych z nowotworem
wigze si¢ ze zlymi rokowaniami dla pacjenta, jednakze w przypadku raka jelita grubego
informacje te sa niejednoznaczne i czgsto sprzeczne, a wigc wymagaja bardziej
szczegotowych badan i analizy.

Zatem celem niniejszej pracy byto zbadanie, w jaki sposdb czynniki wydzielane
przez komorki raka jelita grubego wpltywaja na réznicowanie monocytow do makrofagdéw

poprzez okreslenie, czy nowotwor ten powoduje réznicowanie makrofagéw do prozapalnej i



przeciwnowotworowej populacji M1, czy supresyjnej i pronowotworowej M2, oraz
okreslenie, czy stadium nowotworu wptywa na réznicowanie makrofagow.

W badaniach wykorzystano nastgpujace linie komoérkowe: HT29, LS180, SW948 i
SW620. Reprezentowaly one cztery kolejne stadia raka jelita grubego. Jako kontrole
zastosowano lini¢ HSF, wyprowadzong z ludzkich fibroblastow skéry. Podtoza pohodowlane
(CM, conditioned media) znad tych linii stanowily model mikrosrodowiska nowotworu. Jako
model ludzkich monocytow przyjeto lini¢ biataczkowa THP-1, a preaktywowane za pomoca
PMA stanowity model makrofagdw spoczynkowych.

W pierwszym etapie badan za pomocg cytometrii przeptywowej sprawdzono wptyw
podtozy pohodowlanych (CM) na zywotno$¢ (barwienie jodkiem propidyny), produkcje
wolnych rodnikéw (barwieniec DCF) oraz obecno$¢ podstawowych markerow
powierzchniowych w monocytach i makrofagach w zalezno$ci od czasu kontaktu produktow
nowotworu z tymi komorkami. Do dalszych eksperymentow wybrano czas 72 godzin.
Nastepnie przeprowadzono ocen¢ zdolnosci do hamowania proliferacji linii THP-1 i
makrofagéw testem wykorzystujagcym aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej (MTT) i
inkorporacji analogu tymidyny do nowo syntezowanego DNA (BrdU). Bazujac na tych
wynikach, przebadano takze wplyw CM na modulacj¢ cyklu komdérkowego monocytow za
pomoca barwienia PI/RNAse i cytometrii przeptywowej. Zmiany morfologii komorek
makrofagéw pod wpltywem podtozy pohodowlanych okreslono przy pomocy barwienia May-
Griinwalda — Giemsy. W kolejnym etapie sprawdzono wptyw dawki podtozy pohodowlanych
na monocyty i makrofagi. Za pomoca cytometrii przeptywowej przeprowadzono badanie
zywotno$ci, produkcji wolnych rodnikow 1 ekspresji charakterystycznych markerow
powierzchniowych 1 wewnatrzkomérkowych (CD11b, CD163, CD206, CD14, CD204, B7TH1,
CD40, HLA-DR, IDO, CD68) na monocytach i makrofagach. Nastgpng wykorzystang w
doswiadczeniach metoda byt test ELISA, dzigki ktéoremu okreslono poziom cytokin
produkowanych przez monocyty lub makrofagi (VEGF, IL-10 i IL-6). Za pomocg metody
gRT-PCR, zbadano wpltyw poditozy pohodowlanych na ekspresje, w monocytach i
makrofagach, genow (INOS, ARG1, IDO1, LGALS3 i LGALS9) kodujacych biatka
zaangazowane w rozwo0j nowotworu i przerzutowanie. W ostatnim etapie badan bezposredni
wplyw CM na produkcje biatek zwigzanych z metastaza (galektyny 3 i galektyny 9) oraz
metaloproteinaz (MMP-9) okreslono za pomocg, odpowiednio, metody Western Blotting oraz
zymografii zelatynowe;j.

Na podstawie powyzszych badan stwierdzono, ze nowotworowe podloza

pohodowlane powoduja przyspieszenie roznicowania monocytow do makrofagéw, powoduja



obnizenie ich proliferacji 1 zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie Gi1. CM indukujg takze
w monocytach i makrofagach produkcje wolnych rodnikoéw oraz ekspresj¢ markerow
charakterystycznych dla subpopulacji M1 i M2 makrofagobw. Wzrasta rowniez ekspresja
gendow kodujacych biatka biorgce udzial w nowotworzeniu, a takze stezenie produkowanych
przez makrofagi cytokin, biatek uczestniczacych w metastazie (galektyny) oraz
metaloproteinaz.

W wiekszosci doswiadczen wszystkie linie wykazaty silny wpltyw na monocyty i
makrofagi, z wyjatkiem najsilniejszego wptywu linii HT29 na zywotno$¢ oraz ekspresje
markeréw, a takze przerzutowej linii SW620 na ekspresje galektyn. Tak wiec
mikrosrodowisko nowotworu tworzy mieszanina komoérek monocytow i makrofagow o
r6znych fenotypach: M1, M2 i TAM.

Uwzgledniajac otrzymane wyniki badan w modelu in vitro, mozna wskazac
potencjalne drogi rozwoju nowych lekow i strategii leczenia raka jelita grubego, polegajace
na zahamowaniu badz odwrdceniu przeksztalcania si¢ monocytdow oraz makrofagow

prozapalnych w komorki promujace rozwoj nowotworu.



