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I. WSTEP

Rak piersi jest nowotworem zlosliwym powstajacym z komorek gruczotu piersiowego.
Najczesciej rozwija si¢ miejscowo 1 objawia si¢ macalnym, niebolesnym guzem w piersi. Rak
ten moze powodowaé zmian¢ ksztattu piersi, zaciggniecie skéry nad guzem, wciagnigcie
brodawki, patologiczny wyciek z brodawki oraz zaczerwienienie i pomarszczenie skory piersi
[1]. Jako nowotwor ztosliwy wywodzacy si¢ z tkanki nablonkowej daje przerzuty do
regionalnych w¢ztow chtonnych i odlegtych narzadow wewnetrznych (kosci, watroba, ptuca i
moézg) [2]. Ponadto, przy rozsianej postaci tej choroby gtownymi dolegliwos$ciami sg utrata

wagi, bole kostne, obrzek weztow chtonnych, duszno$é, zottaczka i objawy neurologiczne [3,4].

1.1. Epidemiologia

Rak piersi stanowi 25.2% wszystkich nowotwordéw inwazyjnych u kobiet na §wiecie 1 jest
najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym u kobiet. Zachorowalno$¢ jest Scisle
zwigzana z wiekiem, o czym $wiadczy niska rozpoznawalno$¢ u 5% kobiet ponizej 40 roku
zycia. W ciagu ostatnich trzydziestu lat tendencje zachorowalnosci 1 umieralno$ci na raka piersi
u kobiet ulegaly ciggtym zmianom. Poczatkowo, w latach 90 ubieglego wieku umieralno$¢ z
powodu tego nowotworu zostata zahamowana, za$ w latach 1996-2005 odnotowano jej spadek.
Obecnie, w okresie 2006-2020 nastagpita niekorzystna tendencja, co oznacza, ze umieralno$¢ z
powodu guza piersi w Polsce systematycznie ro$nie. Statystyke zachorowalnos$ci u kobiet w

latach 2005-2019 przedstawia Rycina 1.

Wepdlczynnik standaryzowany
Standardized rate (ESP2013)

2004 2006 2008 210 2012 2014 J0ts 2018 W00
Rok / Year

Rycina 1. Zachorowalnos$¢ na nowotwor ztosliwy piersi u kobiet w Polsce w latach 2005-2020

[7]1.
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W rezultacie, w 2020 roku zanotowano 6956 zgondéw. W skali globalnej, zaréwno
zachorowalno$¢ jak i umieralno$¢ na raka piersi na $wiecie systematycznie wzrasta, czego
przyczyna jest wydluzenie $redniej dlugosci zycia, zmiana stylu Zzycia oraz lepsza

wykrywalno$¢ [5,6,7].

1.2. Czynniki ryzyka
W etiopatogenezie raka piersi kluczowa rolg wiele czynnikéw, ktore mozna podzieli¢ na
dwie gtowne grupy: czynniki modyfikowalne, np. styl zycia i uktad hormonalny, oraz

niemodyfikowalne, np. pte¢ i czynniki genetyczne.

1.2.1.Czynniki niemodyfikowalne
Wiek

Jak wspomniano, ryzyko rozwoju raka piersi ro$nie wraz z wiekiem. Okoto 80%
zachorowan dotyczy pacjentek po ukonczeniu 50 roku zycia. Najwickszy wzrost ryzyka
dotyczy kobiet w wieku 50-69 lat, co stanowi okoto 50% wszystkich zachorowan. Szacuje si¢,
ze 1 na 8 kobiet w wieku 95 lat zachoruje na raka piersi [8].
Ponizej przedstawione zostaly dane zachorowalnos$ci na raka piersi w Polce w latach 2011-
2013 w zaleznos$ci od wieku (Rycina 2) oraz porownawczo zachorowalno$¢ na t¢ chorobe w

Wielkiej Brytanii w latach 2006-2008 (Rycina 3) [9].

3500 + - 300
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@ 2500 1 =]
£ - 200 8
- 2000 - * 8
N | -
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§ 1500 - | P
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@ - 100 'g"
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1233338333932 3B3R23 3
o un T OO R T T S S L R
o N O Nn O N O N O N O n O n o
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Rycina 2. Zachorowalno$¢ na raka piersi w Polsce w latach 2011-13 w zaleznosci od wieku [9].
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Rycina 3. Zachorowalno$¢ na raka piersi w Wielkiej Brytanii w latach 2006-2008 w zaleznosci
od wieku [9].

Plec

Badania wskazuja, ze rak piersi jest $cisle zwigzany z ptcig. Okoto 99% rozpoznan tej
choroby dotyczy kobiet. W grupie me¢zczyzn zapadalnos$¢ na raka piersi jest 100 razy rzadsza i
stanowi okoto 1% zachorowan. Przyktadem, ktory dobrze obrazuje t¢ dysproporcje jest rok
2018, w ktorym w Polsce zanotowano tacznie 18869 przypadkdéw zachorowan na raka piersi u
kobiet oraz 154 przypadki wystgpienia tej choroby u m¢zczyzn. Dane statystyczne sugeruja, ze
mezczyzni zapadajg na raka piersi rzadziej 1 zazwyczaj w pozniejszym wieku wzgledem kobiet,

przy czym zaznaczy¢ nalezy, ze takie rozpoznanie cechuje si¢ gorszym rokowaniem [10].

Czynniki genetyczne

Zespoty genetyczne odpowiadajg za okoto 5-10% wszystkich przypadkdéw wystapienia
raka piersi. W$rdd nich mutacje autosomalne dominujace genéw BRCAI1 oraz BRCA2
stanowig do 90% (odpowiednio 50% i 33%) [11]. Ryzyko rozwoju guza przed 70 r.z. u
pacjentek z mutacjg BRCA1 sigga 50-65%, natomiast z BRCA2 40-57%. Oba geny wigzg si¢
réwniez ze zwigkszong zachorowalno$cig na raka jajnika (odpowiednio 35-46% oraz 13-23%)
[12,13]. Szacuje si¢, ze okoto 45% wszystkich dziedziczonych rakéw piersi jest zwigzana z
mutacjami dotychczas niepoznanymi lub ich geneza jest wielogenowa [12].

Zespoty genetyczne zwigkszajace ryzyko zachorowania na raka piersi przedstawiono w Tabeli
1.
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Tabela 1. Zespoty genetyczne zwigkszajace ryzyko zachorowania na raka piersi.

Zespol genetyczny Mutacja w genie

rodzinny rak piersi typu 1 BRCA1

rodzinny rak piersi typu 2 BRCAZ2

zespot Li-Fraumeni TP53

choroba Cowden PTEN

Zespot Lyncha II MLH1, MSH2, MSH6, PMS2
zespot Peutza-Jeghersa STK11

zespot Bannayana-Rileya-Ruvalcaby PTEN

Zespot ataksja-teleangiektazja ATM

inne mutacja PALB2, CHEK?2

1.2.2. Czynniki modyfikowalne
Styl zycia

W tej grupie czynnikow jako czotowe wymieni¢ przede wszystkim nalezy spozywanie
alkoholu oraz otylos¢ pacjentek. Rocznie na $wiecie rozpoznaje si¢ okoto 144000 nowych
rakow piersi indukowanych przez nadmierne spozywanie alkoholu. Przyjmuje sig¢, ze
spozywanie nawet niewielkiej jego ilosci (1-3 jednostki alkoholu tygodniowo) przyczynia si¢
do zwickszenia zachorowalno$ci na t¢ chorobe. Ilos¢ spozytego alkoholu wptywa liniowo na
wzrost ryzyka rozwoju nowotworu [14].
Ponadto, obserwuje si¢ obecnie, ze pacjentki z otytoscia oraz ograniczong aktywnoscig fizyczna
maja wigksze rozmiary guzow w trakcie rozpoznania, przerzutowe wezly chtonne oraz gorsze
rokowanie, co $rednio zwigksza ich $miertelnos$¢ o 30% [15]. Tkanka ttuszczowa bowiem jako
tkanka aktywna metabolicznie nie tylko konwertuje androgeny w estrogeny, ale rowniez
produkuje szereg czynnikéw prozapalnych (TNFa, IL-6) wplywajac na patogeneze
nowotworow [16,17].
Wsrdd pozostatych czynnikéw modyfikowalnych sygnalizacyjnie nalezy wymieni¢: palenie
papierosow, bierne palenie, narazenie na kancerogeny (ksenoestrogeny, bisfenol A, dioksyny)

1 promieniowanie jonizujace [18].

Uktad hormonalny
Ciagly stan podwyzszenia poziomu estrogenéw we krwi zwigksza ryzyko rozwoju raka
piersi. Pacjentki, ktore nie rodzily dzieci maja 3-krotnie wigksze ryzyko zachorowania na

nowotwor piersi od kobiet po przebytych porodach. Przyjmuje si¢, ze kazde urodzenie dziecka
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zmniejsza szanse rozwoju nowotworu gruczotu piersiowego Srednio o 7%, zas$ rok karmienia
piersig zmniejsza te szanse o dodatkowe 4,3% [19,20]. Z kolei czynniki takie jak pdzny
pierwszy pordd, niekarmienie piersig, wczesna pierwsza miesigczka czy pézna menopauza sg

sytuacjami, ktore w ciggu zycia mogg zwigkszac ryzyko rozwoju tej choroby [21].

1.3. Diagnostyka

Jedna z gléwnych metod diagnostycznych guza jest badanie palpacyjne piersi. Mozna je
podzieli¢ na dwa rodzaje: samobadanie piersi przez pacjentke oraz badanie przedmiotowe
wykonywane przez wykwalifikowany personel medyczny. Ponad 80% przypadkow raka jest
wykrywanych podczas samobadania, gdy pacjentka przy pomocy palcéw samodzielnie
wyczuwa w piersi guza [22]. Mimo prostoty badania, badanie palpacyjne nie jest zalecane jako
podstawowe badanie skryningowe. Wynika to z tego, ze wykryty palpacyjnie guz jest
zazwyczaj na tyle duzy, ze najprawdopodobniej istnieje juz od kilku lat [23,24].
Gléwnym i podstawowym badaniem przesiewowym pozwalajgcym na wczesne wykrycie raka
gruczotu piersiowego jest mammografia piersi. Jest to badanie obrazowe wykorzystujace
niskodawkowe promienie rentgenowskie, ktore bezpiecznie 1 efektywnie pozwala na wykrycie
patologicznych przejasnien lub cieni, mikrozwapnien, patologicznych naczyn w piersi,
weciagniecia brodawki sutkowej oraz powigkszonych weztoéw chtonnych [25,26]. Aby uzyskaé
zdjecie mammograficzne prawidtowej jako$ci piersi muszg charakteryzowaé si¢ zmniejszong
iloscig tkanki gruczolowo-wioknistej. Stad tez badanie te jest rzadko wykonywane u kobiet
ponizej 40 r.z. [27,28,29].
Istotnym badaniem wspomagajagcym mammografi¢ jest badanie ultrasonograficzne piersi.
Pozwala ono na rdoznicowanie zmian ptynowych od guzéw litych oraz znacznie zwigksza
czuto$¢ badan diagnostycznych, zwlaszcza u pacjentek mtodych z gruczotowa budowg piersi
oraz u 0sOb z podwyzszonych grup ryzyka [30,31].
Ponadto, alternatywna metoda radiologiczng wykorzystywang w diagnostyce chordb piersi jest
obrazowanie za pomocg rezonansu magnetycznego (MRI). Badanie wzmocnione podaniem
kontrastu dozylnego (§rodka gadolinowego) charakteryzuje si¢ wysoka czutoscia na poziomie
94% [32]. Wsrod wskazan do wykonania MRI piersi pacjentek wyrézniamy: rodzinny wywiad
nowotworowy raka piersi, mutacje genetyczne (m.in. BRCA1l i BRCAZ2), przebyte
rekonstrukcje piersi implantami, przerzutowe wezty chlonne o nieznanym punkcie wyjscia,
silnie gruczolowe utkanie piersi, pacjentki po lub przed planowanymi rozlegtymi operacjami
piersi [33]. Poza ryzykiem zwigzanym z podaniem kontrastu, parametrem ograniczajacym

stosowanie MRI jest dos¢ szeroki zakres swoistosci (37-97%) (Srednia swoisto$§¢ mniejsza od
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swoistosci mammografii). W rezultacie otrzymujemy okoto 30% wiecej wynikow falszywie
dodatnich, co ma ogromny wptyw na psychike pacjenta i ewentualne koszty leczenia [34].

W ostatnich latach szczeg6lnego znaczenia nabraly badania genetyczne. Nie stuza one do
rozpoznawania choroby nowotworowej, lecz jako testy dziedzicznej predyspozycji moga
wskaza¢ grupe konkretnych pacjentéw ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka w trakcie zycia.
Geny, ktore w Polsce sa badane najcze¢sciej to: BRCA1, BRCA2, CHEK2, NOD2. Jest to
zwigzane z tzw. efektem zalozyciela, ktory dotyczy populacji jednorodnych etnicznie [35].
Wystepowanie dziedzicznego raka piersi wymaga Scistej kontroli, a w przypadku mutacji
BRCALI zaleca si¢ profilaktyczne usunigcie jajnikow i piersi [36].

Ostateczne rozpoznanie raka piersi opiera si¢ na wyniku histopatologicznym pobranej tkanki.
Materiat pobierany jest na drodze biopsji piersi. Dostepne sg rdzne techniki uzyskania bioptatu
piersi, wséréd ktéorych wymieniamy biopsje przezskorne wykonywane w znieczuleniu
miejscowym: biopsja aspiracyjna cienkoigtowa (BAC), biopsja grubo iglowa (BAG) (czasem
z wykorzystaniem aparatury VAB, tzw. biopsja mammotomiczna proézniowa) oraz otwarta
biopsja chirurgiczna. Ilo$¢ pobranego materiatu do badania, ocena inwazyjnos$ci zmiany
nowotworowej oraz okreslenie statusu receptorowego raka, wptywaja na trafnos¢ diagnozy [37].
Postep w zakresie sposobu poboru materiatu a takze wsparcie technik radiologicznych podnosi
znamiennie czuto$¢ metody biopsyjnej [38].

Wraz z rozwojem wielodyscyplinarnego sposobu leczenia raka piersi w ostatnich latach biopsja
chirurgiczna otwarta utracita na znaczeniu na rzecz biopsji mniej inwazyjnych. Biopsja ta
wykonywana jest w znieczuleniu w warunkach sali operacyjnej i wykorzystywana jest gtownie
w sytuacjach niejednoznacznych, w ktorych pozostate narzedzia diagnostyczne nie pozwalaja
na ustalenia petnego rozpoznania. Cechuje si¢ bardzo wysoka czuto$cig na poziomie 98-99%.
Wigkszo$¢ usunigtych guzéw na drodze biopsji otwartej w raportach patomorfologicznych
okazuje si¢ jednak by¢ zmianami fagodnymi, co mocno ogranicza stuszno$¢ i zasadno$¢ tej

metody (okoto 75%) [39].

1.4. Klasyfikacja

Pelna klasyfikacja raka piersi opiera si¢ na wielu kryteriach, wérdd ktdrych najwazniejsze
to: typ histologiczny (z rozrdznieniem na raki inwazyjne i1 przedinwazyjne), zaawansowanie
kliniczne nowotworu (staging) oceniane w skali TNM, zlosliwos¢ histologiczna (grading),
status receptorowy komorki nowotworowej (podtypy molekularne) oraz klasyfikacja DNA.

Doktadna ocena wszystkich parametrow guza pozwala oceni¢ rokowanie, agresywno$¢ oraz
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przezywalno$¢, a nastepnie wybra¢ oraz wdrozy¢ optymalne wielodyscyplinarne postgpowanie

lecznicze.

1.4.1. Typy histologiczne

Rak piersi histologicznie jest bardzo zréznicowang grupg nowotworéw [40]. Podziat

obejmuje:

a) nowotwory zlosliwe sutka przedinwazyjne:

— rak przewodowy in situ (carcinoma intraductale in situ, DCIS)

— rak zrazikowy in situ (carcinoma lobulare in situ, LCIS)

b) nowotwory ztosliwe sutka inwazyjne (naciekajace):

— rak przewodowy inwazyjny (NOS, NST, IDC)

— rak zrazikowy inwazyjny (ILC)

— rak rdzeniasty

— rak $luzowy

— rak cewkowy (rak cewkowaty)

— rak z metaplazjg
— rak apokrynalny

— rak brodawkowaty (rak brodawkowy)

1.4.2. Zaawansowanie kliniczne nowotworu

Staging jest okreslany w jednolitej migdzynarodowej skali TNM. Nazwa pochodzi od

pierwszych liter stow angielskich: T-tumour (guz pierwotny), N-node (we¢zet chtonny), M-

metastasis (przerzut odlegly). Klasyfikacje TNM raka piersi przedstawiono ponizej, w Tabeli

2a oraz Tabeli 2b. Stopnie zaawansowania klinicznego przedstawiono na Rycinie 4.

0 Tis NO
1A " NO
1B TO Nimi
" Nimi
A To N1
Ti" N1™
T2 NO
e T2 N1
T3 NO

MO
MO
MO
Mo
MO
MO
Mo
MO
MO

1A

SE558E

e T4

Stage lIC Any T
Stage IV Amy T

Rycina 4. Stopnie zaawansowania klinicznego raka piersi [41].

NO

N3
Any N

Mo

M1
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Tabela 2a. Klasyfikacja TNM raka piersi okreslajgca cecha T (guz pierwotny) [41].

Tis

‘rak przedinwazyjny (in situ)

Tis (DCIS) ‘rak przewodowy in situ

Tis (LCIS) ‘rak zrazikowy in situ

Tis

rak Pageta brodawki sutkowej bez obecno$ci komponentu raka naciekajacego i/lub raka in situ

(rak Pageta) |(DCIS i/lub LCIS) w obrgbie migzszu piersi; raki w obrebie migzszu piersi z towarzyszgcym

rakiem Pageta sg klasyfikowane zgodnie z wielko$cia i charakterystyka guza znajdujacego sig¢
W gruczole, niemniej obecno$¢ raka Pageta powinna by¢ takze odnotowana.

Timi ‘najwiqkszy wymiar guza =<1 mm

Tla ‘najwie;kszy wymiar guza >1 mm i =<5 mm

Tlb ‘najwie;kszy wymiar guza >5 mm i =<10 mm

Tlc ‘najwie;kszy wymiar guza >10 mm i =<20 mm

T2 ‘najwiqkszy wymiar guza >20 mm i =<50 mm

T3 ‘najwiqkszy wymiar guza >50 mm

T4 guz dowolnej wielkosci naciekajacy przez ciaglos¢ Sciang klatki piersiowej i/lub skore
(owrzodzenie lub guzki satelitarne skory)
Uwaga! Naciekanie skory (bez owrzodzenia lub guzkow satelitarnych) nie stanowi podstawy do
zakwalifikowania zmiany jako T4.

T4a naciekanie $ciany klatki piersiowej (wylaczne przyleganie/naciekanie m. piersiowych nie jest
wystarczajace, aby guz zakwalifikowaé jako T4a)

T4b owrzodzenie i/lub guzki satelitarne skory po tej samej stronie i/lub obrzgk skoéry (w tym objaw
skorki pomaranczy) niespetniajacy kryteriow raka zapalnego

T4c ‘T4a i T4b jednoczes$nie

T4d ‘rak zapalny

Tabela 2b. Klasyfikacja TNM raka piersi okreslajaca ceche N (przerzuty do regionalnych
wezlow chtonnych) oraz cechg M (przerzuty odlegte) [41].

N1 przerzuty w ruchomych weztach (wezle) chtonnych I-II pigtra pachy po stronie guza

N2 przerzuty w klinicznie nieruchomych lub tworzacych pakiet weztach chtonnych I-II pietra pachy po
stronie guza lub stwierdzone Klinicznie przerzuty w weztach piersiowych wewnetrznych po tej samej
stronie, przy braku klinicznie podejrzanych weztow pachowych

N2a |przerzuty w klinicznie nieruchomych lub tworzacych pakiety weztach chtonnych I-II pigtra pachy po
stronie guza

N2b |stwierdzone Klinicznie przerzuty w weztach piersiowych wewnetrznych po stronie guza przy braku
klinicznie podejrzanych weztow pachowych

N3 przerzuty w weztach (wegzle) podobojczykowych po stronie guza (III pigtro pachy) z zajeciem lub bez
zajecia weztow pigter 1i |l; stwierdzone Klinicznie przerzuty w weztach (wezle) piersiowych
wewnetrznych po stronie guza przy jednoznacznie klinicznie zmienionych weztach pigtra 1i 1l pachy;
przerzuty w weztach (we¢zle) nadobojczykowych po stronie guza z zajgciem lub bez zajecia wezlow
chtonnych pachy lub piersiowych wewnetrznych

N3a |przerzuty w weztach (wezle) podobojczykowych po stronie guza (I1I pigtro pachy)

N3b |przerzuty w weztach (wezle) piersiowych wewngtrznych po stronie guza oraz w weztach (wezle) pictra I i

Il pachy

17



N3c |przerzuty w weztach (wezle) nadobojczykowych po stronie guza

M1  |przerzuty odlegle

1.4.3. Ziosliwos¢ histologiczna

Stopniowanie zlosliwosci histologicznej (,,grading”) ocenia architektonike tkanki
nowotworowej oraz cechy cytologiczne komoérek nowotworowych (stopien anaplazji, wielko$¢
i ksztalt jader komorkowych, objeto$¢ cytoplazmy oraz wzgledny odsetek dzielacych sie
komorek -indeks mitotyczny). Oceniany jest w trzy stopniowej skali: G1 — rak wysoko
zroznicowany (niski stopien ztosliwosci), G2 — rak $rednio zréznicowany (posredni stopien
ztosliwosci), G3 — rak nisko zroznicowany (wysoki stopien ztosliwosci). Jest to parametr, ktory
wplywa na przebieg choroby, zdolno$¢ naciekania, inwazji tkanek oraz tworzenie przerzutow

odlegtych [42].

1.4.4. Podtypy molekularne raka piersi

Jednym z przetomowych kryteriow w nowoczesnej onkologii, wplywajacym na rodzaj
wybranego 1 wdrozonego leczenia wielodyscyplinarnego jest ustalenie statusu receptorowego
komorki nowotworowej raka piersi. OkreSlany jest on za pomoca badan
immunohistochemicznych (IHC), w ktorych przy zastosowaniu przeciwcial wykrywane sa
substancje antygenowe w skrawkach mikroskopowych komoérek. W raku piersi najczesciej
oznacza si¢: receptor estrogenowy (ER), receptor progesteronowy (PgR), receptor HER2 oraz
biatko Ki-67 jako komorkowy wskaznik proliferacji. Odpowiednia kombinacja wymienionych
receptoréw pozwala podzieli¢ raka gruczotu piersiowego na 4 gldéwne podtypy molekularne
przedstawione w Tabeli 3 [43]. Dokladna analiza ekspresji receptorow na blonie komorki
nowotworowej wyznacza strategi¢ leczenia neoadiuwantowego i adiuwantowego w oparciu o
leki antyestrogenowe (selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM), inhibitory
aromatazy) oraz rekombinowane humanizowane przeciwciata monoklonalne anty-HER2, ktore

wplywaja znaczgco na efektywnosé kompleksowego leczenia raka piersi.

Tabela 3. Podtypy molekularne raka piersi.

Luminalny A Luminalny B HER2 dodatni Potréjnie ujemny
(triple negative)
IHC | - dodatnie receptory — dodatnie receptory | — HER2 dodatni — ujemne receptory

estrogenowe (ER+) estrogenowe — ujemne receptory estrogenowe,

— dodatnie receptory (ER+) estrogenowe oraz progesteronowe
progresteronowe — ujemne receptory progesteronowe oraz HER?2
(PgR+ powyzej progesteronowe
20%)
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— HER2 ujemny (PgR+ ponizej
— niskie Ki67 20%)
— HER2 ujemny lub
dodatni
— wysokie Ki67

1.4.5. Klasyfikacja DNA

Wspodtczesne metody diagnostyczne pozwalaja wykry¢é w materiale genetycznym
okreslong sekwencj¢ DNA. Jedng z metod wykorzystywanych w raku piersi jest
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH, od ang. fluorescent in situ hybridization)
pozwalajaca oceni¢ status receptora HER2 [44]. Metoda FISH pozwala na doktadniejszg ocene
statusu receptorowego w sytuacjach, w ktérych wynik immunohistochemiczny jest
niejednoznaczny. Najnowsze badania komercyjne pozwalaja rowniez na ocene ekspresji genow
za pomocg mikromacierzy DNA (Oncotype DX, MammaPrint) [45]. Otrzymane wyniki moga

wptywac na klasyfikacje choroby, rokowanie oraz rodzaj wdrozonego leczenia [46].

1.5. Leczenie
1.5.1. Leczenie chirurgiczne

Chirurgiczne leczenie zmian nowotworowych piersi wcigz pozostaje glownym
narzedziem w walce z rakiem. W zakresie technik operacyjnych gruczotu piersiowego mozemy
wyrozni¢ leczenie oszczgdzajace pierS (BCT z ang. breast-conserving therapy) oraz
mastektomi¢ z czeSciowym lub catkowitym usunigciem piersi [47].
W obu metodach najwazniejszym parametrem wplywajacych na sukces terapeutyczny jest
radykalne wycigcie zmian z ujemnymi marginesami chirurgicznymi w pooperacyjnym
materiale histopatologicznym (margines RO - nowotwor usuniety w zakresie zdrowych tkanek
makroskopowo 1 mikroskopowo). Niezbednym elementem leczenia jest rOwniez jednoczasowa
operacja w zakresie dotu pachowego. W sytuacji potwierdzonego w toku przedoperacyjne;j
diagnostyki wystgpowania przerzutow do regionalnych weztow chlonnych (pN+)
postepowaniem z wyboru w pierwotnym leczeniu jest limfadenektomia tj. catkowite wycigcie
weztow chlonnych 1111 pigtra pachy (ALND, z ang. axillary lymph node dissection). W sytuacji
klinicznie niezmienionych weztow chlonnych (cNO) wykorzystuje si¢ procedurg biopsji wezta
wartowniczego (SLN, z ang sentinel lymph node) [48]. Wybarwiony i/lub zlokalizowany za
pomoca techniki izotopowej SLN, a nastepnie usuni¢ty 1 poddany rutynowemu badaniu

histopatologicznemu umozliwia oceng stanu zaawansowania nowotworu.
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1.5.2. Radioterapia

Przeprowadzana po zabiegu operacyjnym radioterapia jest jedng z podstawowych metod
uzupehniajgcego leczenia raka. Obszar napromieniania obejmuje miejsce po usunigtym guzie
(tzw. loze nowotworowe) oraz ewentualnie dét pachowy i/lub nadobojczykowy. Moze by¢
wykonywana za pomocg teleterapii (zewngtrzna wigzka promieniowania) lub brachyterapii
(zrodlo promieniowania wprowadzane w miejsce guza). Ws$rod najwazniejszych wskazan do
uzupelniajgcej radioterapii wymienic trzeba: leczenie oszczedzajace piers, cecha T3 (pierwotna
wielkos¢ guza >5cm) oraz znaczne zajecie regionalnych wezldw chtonnych. Zadaniem
promieniowania jest zniszczenie pozostawionych po operacji pojedynczych komorek
nowotworowych. Zastosowanie pelnej dawki radioterapii zmniejsza ryzyko wznowy

miejscowej 0 50-66% [49].

1.5.3. Leczenie systemowe
1.5.3.1. Chemioterapia

Leki cytotoksyczne znajduja wiele zastosowan w leczeniu raka piersi. Po pierwsze, moga
by¢ stosowane w terapii neoadiuwantowej (leczenie przedoperacyjne) celem zmniejszenia
pierwotnego stopnia zaawansowania choroby nowotworowej. Terapia adiuwantowa (leczenie
pooperacyjne) stosowana jest u pacjentow z gorszym rokowaniem, celem zmniejszenia ryzyka
wznowy raka. Chemioterapia paliatywna spowalnia rozwdj przerzutowego raka piersi oraz
powinna poprawia¢ jako$¢ zycia pacjentow. Ze wzgledu na silng toksyczno$¢ i liczne objawy
niepozadane, chemioterapia stosowana jest u pacjentow w stosunkowo mitodym wieku
biologicznym, z wyzszym stopniem zaawansowania choroby (stadium 1I-IV) oraz z ujemng
ekspresja receptorow estrogenowych. Leki stosowane najczesciej w raku piersi to: antracykliny
(doksorubicyna, epirubicyna), taksany (docetaksel, paklitaksel), cycklofosfamid, 5-
fluorouracyl czy kapecytabina. Podawane sg one cyklicznie w r6znych zestawieniach tworzac
programy wielolekowe np. CMF (cyklofosfamid + metotreksat + 5-fluorouracyl) lub 4AC/AT
(doksorubicyna + cyclofosfamid + paklitaksel) [50].

1.5.3.2. Immunoterapia

Niekorzystne skutki chemioterapii, radioterapii oraz chirurgii zmuszajg badaczy do
opracowania alternatywnych strategii walki z rakiem. Odpowiedzig na te poszukiwania wydaje
si¢ by¢ immunoterapia, ktéra opiera si¢ w szczeg6lnosci na odpornosci komorkowe;,
oddziatywaniu antygen-przeciwcialo oraz produkcji chemokin. Nadrzgdnym celem

immunoterapii nowotworow jest indukcja odpowiedzi immunologiczne] pacjenta, w celu
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zwiekszenia populacji aktywowanych komorek odpornosciowych posiadajacych zdolnos¢
rozpoznawania i niszczenia komorek nowotworowych [ 51 ].  Szerokie zrozumienie
mechanizmoéw dziatania wrodzonych i nabytych komorek odpornosciowych oraz ich
czasteczek czyni obecnie immunoterapi¢ skutecznym i najbardziej obiecujgcym narzgdziem w
leczeniu raka.

Przykladem immunoterapii sg szczepionki przeciwnowotworowe, ktorych efektem dzialania
jest indukowanie specyficznych dla nowotworu komoérek efektorowych T, ktéore moga
zmniejsza¢ mas¢ guza oraz indukowa¢ pami¢é¢ immunologiczng w celu kontrolowania
nawrotow. Wiele cytokin, m.in. IFN-y i IL-9, IL-2, hamuje wzrost guza poprzez spowalnianie
proliferacji komorek, neoangiogenezy i aktywacj¢ wczesnych limfocytow T. Rozpoznawanie
neoantygenow lub neoepitopow specyficznych zmian DNA lub odkrycie danej mutacji réwniez
przyczynia si¢ do leczenia. Co wiecej, molekularna identyfikacja antygenow specyficznych dla
raka doprowadzita do opracowania immunoterapii specyficznej dla antygenu oraz znalezienie

inhibitorowych punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego.

1.5.3.3. Hormonoterapia

W luminalnych nowotworach zlosliwych gruczotu piersiowego wykazujacych ekspresje
receptorow estrogenowych (ER+) i/lub progesteronowych (PgR+) ekspozycja na poziom
estrogenéw we krwi jest istotnym czynnikiem wplywajacym na ryzyko rozwoju raka. W ich
leczeniu istotng role odgrywaja leki blokujace wydzielanie estrogenéw lub blokujace receptor
estrogenowy. Zazwyczaj stosowane sg one w leczeniu uzupetiajacym, ale rowniez znajduja

zastosowanie w leczeniu neoadiuwantowym i paliatywnym.

1.5.3.3.1. Inhibitory aromatazy (1A)

Obserwacje kliniczne wskazuja, ze jednym z najskuteczniejszych sposobow terapii
nowotworOw piersi estrogenozaleznych jest drastyczne zmniejszenie poziomu estrogenow
przez zahamowanie ich syntezy. W syntezie hormonu zasadniczg funkcje pelni aromataza,
ktora przeksztalca androgeny w estrogeny w procesie zwanym aromatyzacja. Inhibitory
aromatazy (IA) hamuja aktywno$¢ enzymu, dzigki czemu zatrzymuja synteze estrogenéw w
jajnikach, tkance ttuszczowej i ogniskach endometriozy prowadzac do hipoestrogenizmu [52].
Leki te dzielg si¢ na pochodne niesteroidowe, ktore odwracalnie hamujg aktywnos$¢ enzymu (tj.

anastrozol i letrozol), oraz pochodne steroidowe (np. eksemestan), ktore nieodwracalnie hamujg
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pacjentek pomenopauzalnych, u ktorych wiekszos$¢ estrogenéw w organizmie jest wytwarzana
w tkankach obwodowych [53]. Stosowanie IA u pacjentek przedmenopauzalnych w
przypadkach nietolerancji tamoksyfenu (objawy niepozadane, zwigkszone ryzyko zakrzepowo-
zatorowe, depresja, alergia) wymaga wywotania farmakologicznej menopauzy za pomoca
analogow gonadoliberyny, np. gosereliny. Glownym dzialaniem niepozadanym I[A s3

zaburzenia kostno-stawowe tj. osteoporoza, bdle i zapalenia stawow.

1.5.3.3.2. Selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM)

Selektywne modulatory receptora estrogenowego (SERM) stanowig grupe zwiazkow,
ktoére dziatajg agonistycznie lub antagonistycznie do estrogenow w zaleznosci od rodzaju tkanki
I typu receptora estrogenowego. Dzigki podobienstwom struktury rdzenia do czasteczki 17f-
estradiolu, zwiazki z rodziny SERM dziataja na wewnatrzkomorkowe receptory estrogenowe,
a tym samym wywieraja typowe dla okreslonego typu receptora efekty transkrypcyjne, m.in.
wplywaja na synteze biatek regulujacych procesy proliferacji, r6znicowania, migracji oraz
potencjatu przerzutowego komoérek nowotworowych [54]. Wyr6zniamy dwa podtypy receptora
estrogenowego: ERa 1 ERP. Ekspresja obu receptoréw moze zmienia¢ si¢ w tkankach podczas
rozwoju, postepujacego wieku i w nastgpstwie réoznych procesdOw patologicznych. Analiza
dystrybucji receptorow estrogenowych w tkankach oraz szlakow sygnatowych z efektami
transkrypcyjnymi wykazaty, ze ekspresja receptoréw ERa i1 zwigzane z nimi wzmocnienie
czynnika transkrypcji AP-1 wystepuje w piersiach oraz zenskich narzadach rozrodczych.
Ekspresje receptora ERB zanotowano gldwnie w komoérkach $rodbtonka naczyn, kosci oraz
komorkach gruczotu krokowego [55]. Zréznicowane modulacyjne dziatanie SERM znalazto
zastosowanie w terapii chorob zwigzanych z regulacjg estrogenowa, w tym leczeniu
nieptodnosci (zaburzen owulacji), antykoncepcji, hormonoterapii zastgpczej, profilaktyce i
leczeniu osteoporozy pomenopauzalnej, leczeniu dyspareunii oraz przede wszystkim w
leczeniu i zmniejszaniu ryzyka zachorowania na raka piersi. Sposrod zwigzkoéw nalezacych do
rodziny SERM zastosowanie w praktyce klinicznej znalazty: afimoksyfen, arzoksyfen,
bazedoksyfen, klomifen, lazoksyfen, ormeloksyfen, raloksyfen, tamoksyfen i toremifen [56].
Poszczegdlne leki z grupy SERM r6znig si¢ dzialaniem estrogenowym oraz antyestrogenowym
w zaleznos$ci od ich aktywnos$ci wewngtrznej 1 ekspresji ER w tkankach. Klomifen i tamoksyfen
charakteryzujg si¢ zrownowazong aktywnos$cig estrogenowg i antyestrogenowsg, natomiast
raloksyfen wykazuje wiekszy efekt antyestrogenowy niz tamoksyfen. W leczeniu i prewencji

raka piersi najwigksza skuteczno$cig cechuje si¢ tamoksyfen. W badaniu poréwnujacym
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tamoksyfen i raloksyfen (STAR; Study of Tamoxifen and Raloxifene) w zapobieganiu
rozwojowi nieinwazyjnemu rakowi piersi, raloksyfen w dobowej dawce 60 mg byt w 78% tak
samo skuteczny jak tamoksyfen w dawce 20 mg [57].

Tamoksyfen ((Z2)-2-(4-(1,2-difenylobut-1-en-1-ylo)fenoksy)-N,N-dimetyloetylo-1-amina) jest
selektywnym modulatorem receptora estrogenowego stosowanym w leczeniu wczesnego oraz
zaawansowanego raka piersi z dodatnig ekspresja receptoréw estrogenowych u kobiet przed i
postmenopauzalnych oraz u mezczyzn. Dodatkowo wykorzystywany jest w leczeniu
przerzutowego raka piersi, raka przewodowego przedinwazyjnego, w leczeniu adjuwantowym
oraz zmniejsza ryzyko zachorowania na raka piersi u kobiet z grupy wysokiego ryzyka [58].
Badania nad mechanizmami dziatanie tamoksyfenu wykazaly, ze wyzwala on efekty
estrogenne i antyestrogenne, a profil tego dziatania r6zni si¢ w zaleznosci od tkanki docelowe;.
Gloéwne dziatanie antyestrogenowe tamoksyfenu opisano w tkankach gruczolu piersiowego,
natomiast w macicy, watrobie i kosciach wykazuje on dziatanie estrogenowe. Efekty
estrogenowe tamoksyfenu sugeruja wiec jego potencjat terapeutyczny w leczeniu zaburzen
gestosci kosci i lipidow we krwi u kobiet po menopauzie. Ze wzgledu na profil dziatania moze
on zwigksza¢ ryzyko krwawienia pomenopauzalnego, polipéw endometrium, przerostu i raka
endometrium, udaru mézgu, problemoéw ze wzrokiem czy zatorowos$ci plucnej. Dodatkowymi
dziataniami niepozadanymi s3 tez nieregularne miesigczki, utrata wagi czy uderzenia goraca
[59].

Na szczegdlng uwage zastuguja wihasciwosci antyestrogenowe tamoksyfenu. Badania nad
wlasciwosciami farmakologicznymi leku wykazaty, ze tamoksyfen jest niesteroidowym
antagonistag kompetycyjnym i rywalizuje o miejsca wigzania w komorkach docelowych z
endogennymi estrogenami. Wigzac si¢ z receptorami estrogenowymi w komorkach
nowotworowych (ER+/ER dodatnich) i innych tkankach, tamoksyfen wytwarza kompleks
jadrowy, ktéry zmniejsza syntez¢ DNA i1 hamuje dzialanie estrogendw endogennych. Lek
posiada stosunkowo niewielkie powinowactwo do samych receptorow estrogenowych, w
przeciwienstwie do jego aktywnych metabolitow, takich jak endoksyfen (4-hydroksy-N-
desmetylotamoksyfen) i afimoksyfen (4-hydroksytamoksyfen; 4-OHT), ktore charakteryzuja
si¢ 30-100 razy wigkszym powinowactwem [60,61]. W konsekwencji, tamoksyfen hamuje
ekspresje genéw regulowanych przez estrogen, w tym czynniki wzrostu i czynniki angiogenne
wydzielane przez guza. Rolg tamoksyfenu jest zahamowanie faz cyklu komorkowego przez co
komorki pozostaja w fazie GO 1 G1 w wyniku czego zmienia si¢ rownowaga mi¢dzy proliferacja
komorek a ich trwajaca utratg. Tamoksyfen wykazuje wigc funkcje cystostatyczng zapobiegajac

dalszemu podzialowi komorek. Ponadto, wykazano rowniez, ze tamoksyfen moze indukowaé
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synteze¢ TGF- w komodrkach bez receptora estrogenowego poprzez indukcje syntezy TGF-B w
strukturze mezenchymalnej raka piersi. Lek wykazuje wigc parakrynny i1 autokrynny
mechanizm dziatania niezalezny od interakcji z receptorem estrogenowym. Dodatkowo moze
on obniza¢ st¢zenie we krwi insulinopodobnego czynnika wzrostu I (IGF-I) u pacjentow z
rakiem piersi. IGF-I jest silnym mitogenem dla komorek raka piersi i moze dziata¢ na drodze
endokrynnej, parakrynnej 1 autokrynnej celem stymulowania wzrostu komorek
nowotworowych [62]. Poza tym kompleks ER/tamoksyfen rekrutuje rowniez inne biatka -
korepresory, hamujgc wydzielanie koakywatorow takich jak p160, SRC-1, TIF2 lub GRIP-1
oraz AIBI1 (okreslany rowniez jako ACTR, RAC3, pCIP lub NCoA-3), acetylazy histonowe
CBP, p300 oraz zwigzany czynnik p300/CBP, pCAF. Tamoksyfen konkurujac z estradiolem
(E2) o wigzanie z receptorem estrogenowym, indukuje zmian¢ konformacyjna, w ktorej
rekrutacja koaktywatorow pl160 jest zablokowana. Wigzac si¢ z DNA komodrek moduluje
ekspresje genow prowadzac do zaprogramowanej $mierci komorek. Aktywacja jadrowych
korepresorow tj. N-Cor, SMRT dodatkowo wzmacnia ten proces zmniejszajac ekspresje genow
docelowych (down regulation). Kluczowym biatkiem dla przeciwnowotworowego dziatania
tamoksyfenu jest PAX2 (Paired box gene 2). Pax2 konkuruje z koaktywatorem ER AIB-1/SRC-
3 o wiagzanie 1 regulacje transkrypcji ErbB2. Zmniejszona ekspresja/brak ekspresji PAX2 moze
thumaczy¢ oporno$¢ komorek raka piersi na dziatanie tamoksyfenu [63]. Mimo tego, ze od
czasu jego wynalezienia tamoksyfenu mingto przeszto szes¢dziesiat lat, petni on wazng rolg w
leczeniu hormonozaleznego raka piersi. Obserwacje kliniczne wskazuja, ze wydluzenie czasu
przyjmowania leku w terapii adiuwantowej z 5 do 10 lat zmniejsza ryzyko wznowy choroby
nowotworowej z 25,1% do 21,4%, natomiast ryzyko $miertelnosci z powodu raka piersi spada
analogicznie z 15% do 12.2% [64].

Poza bezposrednim cytotoksycznym dzialaniem przeciwnowotworowym, tamoksyfen wptywa
modulacyjnie na mikrosrodowisko guza. Sktada si¢ ono gtownie z komorek T, komorek B,
komorek dendrytycznych, makrofagow 1 neutrofili. Tamoksyfen nie tylko odwraca
przeciwzapalne dziatanie estrogendéw, ale odgrywa znaczaca role w aktywacji komorek
odpornosciowych oraz wptywa na profil wydzielanych przez nie cytokin prozapalnych i
przeciwzapalnych.

W mikrosrodowisku guza tamoksyfen dziala aktywujaco na prozapalne szlaki sygnalizacyjne
neutrofili m.in. przez oddzialywanie z wewngtrzkomoérkowymi ceramidami. W wyniku
wptywu na kompleksy ceramid/PKC({ nast¢puje indukcja mechanizméw chemotaks;ji,

fagocytozy oraz tworzenia pozakomorkowych putapek neutrofili (NET) [65].
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W  komoérkach NK (Natural Killers) tamoksyfen zwicksza ekspresje c-erbB-2 w
hormonozaleznych rakach piersi wzmacniajac ich dziatanie i prowadzac do lizy komorek
nowotworowych przez cytotoksycznos¢ zalezng od przeciwciat (ADCC). Dodatkowo zwicksza
on ekspresj¢ migdzykomorkowej czasteczki adhezyjnej-1 (ICAM-1), ktora jest kluczowym
czynnikiem taczacym i tworzacym synapsy immunologiczne mi¢dzy NK a komodrkami
docelowymi [ 66 ]. Antyestrogenowe dziatanie tamoksyfenu prowadzi do zwigkszonej
proliferacji efektorowych komoérek T CD8+ oraz CD4+, przy jednoczesnym zmniejszeniu
liczby komorek T regulatorowych oraz makrofagéw fenotypu M2 w otoczeniu guza [67].
Stosowanie tamoksyfenu zwigksza ekspresje genow zwigzanych z IFN w komorkach
nabtonkowych gruczotu piersiowego, co sugeruje jego pozytywny wplyw na nadzor
immunologiczny. Ponadto, tamoksyfen hamujac aktywacje JNK wzmacnia ekspresj¢ TNF-R2
na aktywowanych limfocytach T i promuje ich proliferacje [68].

1.5.4. Terapia celowana

Leki stosowane w ramach terapii celowanej hamuja swoiste $ciezki przekazywania
sygnaléow wewnatrzkomorkowych warunkujacych rozwoj nowotworu i zwigzane z nim procesy
naciekania, proliferacji, angiogenezy i powstawania przerzutow. Celem dla tej grupy lekow sa
biatka powierzchniowe lub cytoplazmatyczne, ktorych ekspresja zostala okreslona w ramach
profilowania molekularnego pacjenta i stanowi roznic¢ migedzy komorka nowotworowa a
prawidlowa. W nowotworach piersi terapie celowane wptywaja dwa szlaki sygnatowe
zwigzane z receptorami dla naskorkowego i naczyniowo-$rédbtonkowego czynnika wzrostu.
Nalezy wskaza¢, iz w ok. 20-30% przypadkach pacjentow z rakiem piersi wystepuje
nadekspresja receptora HER2 na btonie komorek nowotworowych, ktora wigze si¢ z wigkszym
ryzykiem wznowy i gorszym rokowaniem [69]. Wysoka ekspresja HER2 czesto koreluje z
opornos$cig na chemioterapi¢ i hormonoterapi¢ [70]. Ten negatywny czynnik prognostyczny
zostal zneutralizowany wraz z wprowadzeniem rekombinowanych humanizowanych
przeciwcial monoklonalnych IgG1 (trastuzumab, pertuzumab). Przeciwciata te taczac sig
specyficznie z epitopami receptora HER (trastuzumab w subdomenie 1V domeny
zewnatrzkomorkowej, pertuzumab w subdomenie II domeny zewnatrzkomoérkowej) hamuja
nadmierng proliferacje komorek, oslabiaja proces angiogenezy, a takze aktywuja
cytotoksycznos¢ komorkowa zalezng od przeciwcial (ADCC, z ang. Antibody-Dependent Cell
Cytotoxicity) [71]. Wprowadzenie trastuzumabu zwigkszyto 5-letni czas przezycia wolny od
choroby u pacjentéow HER2+ w 1-3 stopniu zaawansowania do 87%, za§ wprowadzenie

pertuzumabu zwigkszylo wskaznik catkowitej regresji guza (z 29 do 45,8%) [72,73].
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1.6. Rola ukladu odpornosciowego w kancerogenezie

Prawidlowo dziatajacy uktad odpornosciowy eliminuje uszkodzone lub zainfekowane
komorki przez stymulacje aktywno$ci enzymow i ekspresje gendw cytokin w otaczajacych
komorkach. Cytokiny, wigzac si¢ ze specyficznymi receptorami zmieniajg aktywnos$¢
wewnatrzkomorkowa szlakéw sygnalizacyjnych i prowadza do powstania miejscowego stanu
zapalnego. Dzigki temu mechanizmowi dochodzi do eliminacji niepozadanych komorek,
przywrdcenia funkcji tkanki i odzyskania niezbednej integralnosci strukturalnej [ 74].
Komorki nowotworowe majg trwate (genetyczne) lub odwracalne (epigenetyczne) zmiany w
swoim genomie, ktore czgsciowo hamujg ich komunikacje z otaczajacymi komoérkami oraz
uktadem immunologicznym. Przeksztalcaja one liczne $ciezki sygnatowe na takie, ktore w
normalnych warunkach chronig prawidtowa tkanke, stajac si¢ niewidocznymi dla komorek
odpornosciowych. Nowotwory ztosliwe powstaja wigc w procesie ewolucyjnym, ktory nie jest
jednorazowa konsekwencja, ale wynikiem serii mechanizméw auto-nieregulowanych
wewnatrzkomorkowych oraz miedzykomorkowych (odpornosciowych). Poza tym, nowotwory
majg zdolno$¢ do angiogenezy, powstawania przerzutéw, unikania apoptozy, stanow zapalnych,
mechanizmow starzenia i ucieczki immunologicznej [75].
Rolg prawidtowo dziatajacego uktadu odpornosciowego powinna by¢ likwidacja nowotworu i
utrzymanie homeostazy. Sytuacja w srodowisku nowotworowym wydaje si¢ paradoksalna. Guz
nie tylko tworzy swoista tarcz¢ dla siebie, ale takze eksploatuje komorki uktadu
odpornosciowego prowadzac do powstania wokol siebie korzystnych warunkow
srodowiskowych (np. przewleklty stan zapalny) umozliwiajac angiogenezg, inwazj¢
podscieliska, naczyn krwionosnych, chtonnych oraz prowokujac wiele innych procesow
wspierajagcych ich wzrost. Tak wigc oprocz immunosupresji ucieczka immunologiczna guza
obejmuje rowniez rekrutacje komorek gospodarza, produkcje chemokin, tworzac
mikro$rodowisko guza umozliwiajace dalszg progresje [76].
NF-xB to kompleks biatkowy kontrolujacy transkrypcje DNA, produkcje cytokin i1 przezycie
komorek. Znajduje si¢ on w prawie wszystkich typach komorek zwierzecych 1 bierze udziat w
odpowiedzi komoérkowej na bodzce stresowe pelnigc istotng role w reakcji zapalnej [77]. NF-
kB aktywuje ekspresj¢ wielu genéw bioracych udzial w przej$ciu migdzy stanem zapalnym a
regeneracja. Zmieniona aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB w komorkach
nowotworowych powoduje zaburzenia regulacji wymiany sygnatléw miedzykomorkowych
przez co nabywajg one nowe uzupetniajace si¢ funkcje i okreslone pozycje. Brak tej wzajemne;
regulacji migdzy przeprogramowaniem genetycznym a interakcjami komérkowymi umozliwia

komorkom rakowym powstawanie przerzutow. Komorki rakowe reaguja wowczas
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nieprawidlowo na cytokiny 1 aktywuja kaskady sygnatow, ktére mogg chroni¢ je przed uktadem
odpornosciowym. W konsekwencji, supresja NF-xB ogranicza proliferacje komorek rakowych
[78,79].

1.6.1. Antygeny nowotworowe

Antygeny na powierzchni komoérek nowotworowych powstaja w wyniku mutacji lub
translokacji prawidtowych genow (np. B-katenina, CDK4, Ras), nadekspresji niektorych biatek
(p53, HER2) lub na drodze infekcji wirusowej (HPV —human papilloma virus, biatka E6 and
E7) [80]. Poprzez nieefektywng stymulacje, wrodzonych/adaptacyjnych zaburzen odpowiedzi
immunologicznych lub tolerancji antygenu dochodzi do zjawiska ,,ucieczki” przed komorkami
odpornosciowymi gospodarza. Nierozpoznawanie antygendéw przez uklad HLA (human
leukocyte antigens) jest jednym z gtéwnych mechanizméw promujacych wzrost guza oraz
umozliwiajacych wytwarzanie przerzutow [81]. Ponadto, mutacje antygenow nowotworowych
przyczyniaja si¢ do ucieczki przed poczatkowa reakcja immunologiczng oraz zwigkszaja
niejednorodno$¢ nowotwordéw. Heterogennos¢ nowotworowa utrudnia z kolei ustanowienie
skutecznej swoistej odpowiedzi immunologicznej. Nowotwory na ogot wykazuja ,,regulacje w
dot” uktadu MHC-1, co znacznie utrudnia odpowiedZz immunologiczng za posrednictwem
limfocytow T, podczas gdy pozytywna ekspresja mniej polimorficznych HLA-E zapewnia z
kolei ochrong przed komorkami NK. Mutacja podjednostki -2 mikroglobuliny lub transportera
zwigzanego z przetwarzaniem antygenu biatka TAP moze zmniejsza¢ ekspresj¢ MHC-1, co w

konsekwencji moze zapobiega¢ dalszemu rozpoznaniu guza przez komorki NK [82].

1.6.2. Odpowiedz immunologiczna podczas kancerogenezy

Wrodzone i adaptacyjne szlaki immunologiczne organizmu przenikaja si¢ i wykazuja
nadzér immunologiczny nad komodrkami rakowymi. W samym zrgbie guza oraz w jego
otoczeniu rowniez wystepuje kilka rodzajow komoérek odpornosciowych. Makrofagi, neutrofile,
komorki dendrytyczne 1 inne komorki odpornosci wrodzonej sg gltdéwnymi skladnikami
leukocytarnego nacieku nowotworowego. Pobudzenie gltownej wrodzonej odpornosci do
wykrywania antygenéw w rosnacych nowotworach i limfocytach T odbywa si¢ poprzez
produkcje IFN typu 1. Powoduje ona bezposrednie zabijanie komoérek nowotworowych,
niszczenie naczyn nowotworowych, macierzy nowotworowej oraz hamuje angiogeneze¢ [83].
Gtownym sktadnikiem odpowiedzi adaptacyjnej (nabytej) sg limfocyty B 1 T. Ostra aktywacja
limfocytow B bierze udzial w eliminacji wczesnych komoérek nowotworowych poprzez

klasyczne i dobrze zbadane mechanizmy przy udziale przeciwcial. Przewlekla aktywacja
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limfocytow B moze sprzyja¢ rozwojowi raka w sposob ztozony. Zbyt stabo wygenerowana
odpowiedz moze okaza¢ si¢ niewystarczajaca albo prowadzi¢ do tolerancji. Nabyte odpowiedzi
immunologiczne moga roéwniez powodowac: ciagla i nadmierng aktywacj¢ uktadu wrodzonego,
odktadanie si¢ przeciwcial w tkankach powodujac rekrutacje wrodzonych komorek
odpornosciowych oraz dysfunkcje limfocytow T zamiast ich aktywacji. Populacje komoérek
gospodarza, ktore uczestnicza w mechanizmie ucieczki immunologicznej nowotworu tworza
m.in. regulatorowe komorki dendrytyczne, limfocyty T regulatorowe (Treg) i podtypy komorek
supresorowych pochodzenia szpikowego (MDSC), ktore wydzielajg czynniki prozapalne

wspierajace angiogeneze, inwazje nowotworowsg i tworzenie przerzutow [84].

1.6.2.1. Komorki NK

Komorki Natural Killer (urodzeni zabdjcy) sa limfocytami cytotoksycznymi i stanowig
istotng cz¢$¢ odpornosci wrodzonej. Ich wyjatkowos$¢ polega na tym, ze w odréznieniu od
typowej komorki odpornosciowej, potrafia wykryé zakazone komorki bez koniecznosci
stosowania przeciwcial lub MHC. Aktywowane przez interleuking 2 (IL-2), komodrki NK
zapewniaja szybka odpowiedz w przypadku infekcji wirusowej komorki lub procesu
nowotworowego.
Nalezy podkresli¢, ze komorki NK s3 elementem odpowiedzi komodrkowej organizmu
skierowanej przeciw rozprzestrzenianiu si¢ przerzutoéw krwiopochodnych i powstawaniu
tkanek litych [85]. Proapoptotyczne dziatanie komoérek NK opiera si¢ na mechanizmach
zaleznych od biatek TRAIL 1 ich ligandow w komorkach docelowych a takze receptorach
NKG2D 1 ich biatkowych ligandow z ukladu MHC-1 eksprymowanych na komorkach
nowotworowych. Komorki rakowe zabijane sa woOwczas przez uwalnianie perforyny,
granzymo6w, chemokin (IFNy, TNFa i GMCSF) lub przez aktywacj¢ adaptacyjnej odpowiedzi
immunologicznej w wyniku ekspresji KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors). Na
przyktad IFN-y (interferon-y) przyczynia si¢ do kontroli przeciwnowotworowej bezposrednio
poprzez hamowanie proliferacji 1 powstawania przerzutdw oraz posrednio poprzez
indukowanie czynnikéw antyangiogennych, np. IL-12, wzmacniajac tym samym ich
cytotoksycznos¢. Dodatkowo komoérki NK maja zdolno$¢ rekrutacji komorek dendrytycznych
i uruchamiania odpowiedzi limfocytow T efektorowych [86].
Pomimo wszystkich tych mechanizméw prowadzacych do zabicia komodrki nowotworowe;,
mutacje w komodrkach rakowych pomagajg im unika¢ nadzoru komoérek NK. Dzieje si¢ tak
przez regulacje w dot podjednostek B-2m, LMP-2 i LMP-7 (polipeptydy o niskiej masie

czasteczkowej), co modyfikuje widmo peptydowe czasteczki MHC-1. Biatko zaangazowane w
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wigzanie peptydu antygenowego na MHC-1 jest wéwczas transporterem zwigzanym z
przetwarzaniem antygenu TAP. Czgsto biatko zwigzane z TAP - Tapasin jest rowniez
zmutowane lub jego ilo$¢ jest zmniejszona w guzach. Niedobor TAP skutkuje utratg ekspresji
MHC-1 i wzrostem karcynogenzezy. W rezultacie, zmiana ekspresji MHC-1 umozliwia
skuteczng ucieczke przed lizg guza za posrednictwem komoérek NK [87]. Jest to proces
interesujacy szczegolnie w kontekscie przyjetej teorii ,,nieciggtosci odpornosci” zgodnie z ktéra,
komoérki NK maja zdolnos¢ odrdzniania swoich komorek od obcych. Mimo to mechanizm
cigglej ekspozycji zmienionych antygendéw wiasnych oraz guza sprawia, ze odpowiedz
immunologiczna jest anergiczna.

Podczas rozwoju komorki nowotworowej, komorki NK zwykle napedzajg makrofagi/komorki
T w celu uzyskania aktywnosci przeciwnowotworowej. Po wykonaniu tej czynno$ci nie
wykazujg juz interakcji z innymi komorkami NK i paradoksalnie cz¢$¢ z nich moze dziataé
promujaco na nowotwor. Co wigcej, w przypadku niektérych nowotwordéw komorki traca MHC
na swojej powierzchni oraz uwalniaja chemokiny (np. TGF-B), ktéore dodatkowo moga
hamowa¢ aktywnos¢ komorek NK.

Aktywnos¢ komoérek NK w sgsiedztwie guza jest zmniejszana przez supresory wytwarzane
przez komorki nowotworowe. Uwalniaja one bowiem czynniki, ktore odpowiadaja za anergi¢
komorek NK, a mianowicie: kortykosteroidy, 2,3-dioksygenaz¢ indoloaminy (IDO) i
prostaglandyne E2 (PGE-2). Wptywaja one na system receptorow NKG2, czego konsekwencja
moze by¢ zmniejszenie cytotoksycznosci komoérek i hamowanie ich migracji.

Kolejng charakterystyczng cechg mikrosrodowiska guza jest niedotlenienie. Przyczynia si¢ ono
m.in do unikania cytotoksycznosci zaleznej od komorek NK gltownie poprzez obnizenie
poziomu niektorych cytokin, w tym IL-2 IL-15, IL-12 i IL-21, ktore indukujg aktywacje
receptoréw komodrek NK (NKp46, NKp30, NKp44 i NKG2D) oraz wewnatrzkomorkowy
poziom perforyny i granzymu B. Niedotlenienie nie wplywa jednak na ligandy komoérek NK
(HLA-ABC i -E, MICA/B i ULBP1-2) oraz receptory KIR, NKG2A/C, czasteczki pomocnicze
DNAX-1 (DNAM-1), naturalne receptory cytotoksycznosci (NCR), i 2B4 [76]. W warunkach
niedotlenienia rekrutowane komorki Treg wytwarzaja TGF-B odpowiedzialny za anergi¢
komorki NK. Ponadto, stres zwigzany z niedotlenieniem moze wywotywaé tworzenie si¢
dimerow nieklasycznych czasteczek MHC klasy I HLA-G na powierzchni komorek, co
zwieksza ochrone¢ komorek nowotworowych przed zabijaniem za posrednictwem NK. Proces
ten inicjuje posrednio wydzielanie IFN-B i IFN-y oraz bezposrednie oddziatywanie HLA-G z
komorkami NK [88].
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1.6.2.2. Makrofagi

Makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM) reprezentuja jeden z gléwnych typow
komoérek odpornosciowych naciekajagcych nowotwor i sg podzielone na dwa funkcjonalnie
kontrastujace podtypy: makrofagi M1 i M2. Makrofagi charakteryzuja si¢ duzg plastycznoscia
genomu 1 zmienno$cig zgodnie z panujgcymi warunkami mikrosrodowiska. Makrofagi
wywodzg si¢ z linii pochodzacej z monocytow 1 wykazuja cytotoksycznos¢ komorkowa zalezng
od przeciwciat (ADCC). Podczas reakcji immunologicznej makrofagi wydzielaja szereg
czynnikdéw cytotoksycznych, takich jak reaktywne formy tlenu (ROS) i reaktywne formy azotu
(RNS) i czynniki martwicy nowotworu (TNF) [89]. W procesie nowotworowym, makrofagi
M1 sg efektorami prozapalnymi odpowiedzi immunologicznej i stymulujg odpowiedz typu Thl.
Makrofagi fenotypu M2 okresla si¢ jako makrofagi zwigzane z procesem nowotworowym, a
badania nad ich aktywno$ciag immunologiczng wykazaty, Ze majg charakter przeciwzapalny.
Moga one jednak hamowac proliferacj¢ guza poprzez uwalnianie cytotoksyn (ROS), enzymow
(proteazy serynowe), czynnikow lizy komorek, a takze angazowanie komoérek T przez
przetwarzanie i prezentacj¢ antygendw guza [90]. Wykazano, ze hamowanie IKK-f (inhibitor
Nuclear Factor Kappa-B Kinase podjednostka beta) w TAM kieruje polaryzacja makrofagow
M2 do fenotypow M1, ktore aktywnie zabijaja komorki nowotworowe [91,92,93]. W
przeciwienstwie do makrofagéw M1, makrofagi M2 nie majg dzialania cytotoksycznego i
promuja kancerogeneze poprzez wytwarzanie IL-10 i TGF-B. Dodatkowo zwigkszajg dziatanie
czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF), metaloproteinazy macierzy (MMP) oraz
osteopontyny. Ponadto, komorki z fenotypem M2 hamujg aktywacje 1 proliferacje komorek T
przez uwalnianie prostaglandyn, 1L-10, TGF-B i IDO. W ten sposob, nie moggc wywotac
odpowiedzi typu Thl, Treg sa stymulowane przez produkcje CCL22 do dalszego hamowania
komorek efektorowych T [94]. Rowniez aktywno$¢ proteazy katepsyny wywotana przez IL-4
w makrofagach promuje wzrost 1 inwazje¢ raka. Ich produkcje wspieraja niektore interleukiny,
np: IL-4, IL-13 i IL-10. Interleukina 4 wytwarzana jest przez naciekajace nowotwor komorki
CD25+ Th2 1 powoduje przejscie TAM w populacje sprzyjajaca przerzutom, wytwarzajac tym
samym wysoki poziom naskorkowego czynnika wzrostu (EGF) [95]. Makrofagi M2 sprzyjaja
przerzutom przez biatko chemotaktyczne monocytow MCP-1, ktore bierze udziat w
patogenezie wielu chorob autoimmunologiczncyh, metabolicznych i sercowo-naczyniowych
[96]. Ponadto, biatko MCP-1 jest wydzielane przez szereg typéw komorek w mikrosrodowisku
guza, takich jak fibroblasty, monocyty naciekajace nowotwor, komorki §rédblonka i adipocyty
zwigzane z nowotworem. Ekspresja tego biatka w mikro§rodowisku guza promuje rozwoj

nowotworu, sprzyjajac angiogenezie, przerzutowosci oraz zwicksza naptyw komorek
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odpornosciowych. Dziala poprzez indukcje transdukcji sygnatu i rekrutacj¢ monocytow w
ognisku zapalnym. Monocyty, ulegajac transformacji do makrofagow wydzielaja aktywator
plazminogenu typu urokinazy (UPAR) i MMP-9, ktére maja zdolnos¢ do remodelowania
mikrosrodowiska guza [97]. Wydzielanie MCP-1 przez komoérki nowotworowe oraz dalsza
aktywacja makrofagow zapowiada gorsze rokowanie, jak i zwigksza przerzutowos¢ w guzach
litych (np. niedrobnokomoérkowym raku ptuc (NSCLC), raku prostaty, raku piersi, raku jajnika
i raku watrobowokomorkowy [98,99,100]. W mysim modelu raka watrobowokomoérkowego
wykazano, ze MCP-1 zmienia st¢zenia IL-6 i TNF-a, wptywajac na dalsze onkogenne szlaki
sygnatowe [101]. TAM znajdujg si¢ w zrebie wielu nowotwordéw i moga wptywac na biologie
tkanki nowotworowej. Dzialajg one gléwnie jako mediatory stanu zapalnego, za$ przewlekty
stan zapalny jest jedng z dominujacych cech raka. Lozyskowy czynnik wzrostu (PIGF)
uwalniany podczas przewleklego zapalenia w guzie wspiera przezywalnos¢ TAM. W
konsekwencji, wyzszy profil TAM 1 ich czynnikoéw stymulujacych (tj. chemokiny i cytokiny:
CSF-1, CCL2, IL-10, TGF-B) wiaze si¢ z gorszym rokowaniem i zwickszong czestoscia
wystepowania raka, w szczeg6lnosci nowotworu pecherza moczowego, piersi 1 szyjki macicy
[102]. Obecno$¢ TAM w poblizu naczyn krwiono$nych jest znaczaca dla postgpu choroby
nowotworowej, a wynaczynienie komoérek nowotworowych nastgpuje w sgsiedztwie
makrofagdw. Wigksza liczba makrofagow wewnatrz guza odpowiada wyzszej gestosci naczyn
krwiono$nych i progresji guza. W rezultacie, TAM sa nie tylko rakotworcze, ale umozliwiaja
wrecz modulacje reakcji guza na leki przeciwnowotworowe, za§ o opornosci na leki
rozstrzygaja synergistyczne efekty MFG-8 i IL-6 wydzielane wiasnie przez TAM [103].
Podsumowujac, zmienno$¢ fenotypow makrofagoéw jest jedng z gldownych przyczyn adaptacji

komorek nowotworowych przez uktad odpornosciowy.

1.6.2.3. Neutrofile

Podobnie jak makrofagi, neutrofile wykazuja duza plastyczno§¢ w warunkach
patofizjologicznych i mogg mie¢ rozne profile fenotypowe i funkcjonalne. Neutrofile reguluja
funkcje wrodzonego 1 nabytego uktadu odpornosciowego poprzez uwalnianie ré6znych cytokin
1 czasteczek efektorowych.
Srodowisko stanu zapalnego jest odpowiedzialne za generowanie nowych receptorow
chemokin na infiltrujacych neutrofilach, co uposledza funkcjonalng odpowiedz otoczenia na
chemokiny (takie jak CCR7,CXCR3 i CXCR4) czy zwigksza poziom CCR 5. Neutrofile mozna
podzieli¢ na 2 rodzaje. Neutrofile TEN - tumor entrained neutrophils (neutrofile wprowadzone

do guza) wykazujace wiasciwosci przeciwnowotworowe, oraz neutrofile TAN - tumor-
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associated neutrophils (neutrofile zwigzane z guzem) wywierajgce w tym samym
mikrosrodowisku  dzialanie = pronowotworowe  poprzez  tlumienie = odpowiedzi
immunologicznych i promowanie angiogenezy [104,105].

We wczesnych guzach fenotyp N1 populacji TEN jest bardziej cytotoksyczny w stosunku do
nowotworow, ktore wydzielajg znacznie wyzsze poziomy TNF-a, NO i H2O2. Neutrofile
aktywuja komorki T 1 wykazuja wlasciwos$ci przeciwnowotworowe poprzez wydzielanie CCL2.
Komorki populacji TAN uczestniczg w przebudowie macierzy pozakomorkowej (ECM),
inwazji komorek nowotworowych, przerzutach, proliferacji 1 angiogenezy limfy oraz hamujg
przeciwnowotworowy nadzér immunologiczny. Naciekajgce TAN sg modulowane przez TGF-
B w celu uzyskania fenotypu pronowotworowego N2, a hamowanie TGF-f indukuje
przeciwnowotworowy fenotyp N1 [106]. TAN powodujg rowniez rozwoj guza poprzez MMP-
9, CXCL1, TNFa, czynniki wzrostu FGF, HGF, EGF, a takze angiogenezg¢ za posrednictwem
VEGF. Dodatkowo wydzielane chemokiny IL-8/CXCL8, MIP-1/CCL3, HGCP-2 (hu GCP-
2/CXCLS6), IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, IL-10 i IL-12 réwniez sprzyjaja zwigkszonej przezywalnosci
i rekrutacji neutrofili N2. Dzieje si¢ tak, poniewaz przerzutowe limfocyty Th17 naciekajace
pierwotny nowotwor rekrutuja komorki N2 przez podnoszenie poziomu cytokin IL-17 w
mikrosrodowisku raka, poglebiajac tym samym negatywna rol¢ w ucieczce immunologicznej

nowotworu [107].

1.6.2.4. Komorki dendrytyczne

Komorki dendrytyczne sg glownymi Zrodtami cytokin, zwlaszcza interleukina 12 (IL-12)
i interleukina 3 (IL-3), ktore odpowiadajg zardOwno za odporno$¢ wrodzong i nabyta oraz
faworyzuja odpowiedZz immunologiczng typu Thl w odrzucaniu komoérek nowotworu.
Odpowiadajg za prezentacj¢ antygenow limfocytom T, a ich dziatanie ogranicza si¢ do MHC-
1i MHC-2 [108].
Wydzielana przez komoérki dendrytyczne gospodarza IL-12 zwigksza aktywno$¢ limfocytow
CD8(+), ktore z kolei wytwarzaja interleuking 17 (IL-17). Proces ten przeklada si¢ na
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa [109]. W obecnosci IFN-a dojrzale komorki dendrytyczne
majg zdolno$¢ rozpoznawcza co oznacza, ze dzialaja jak limfocyty T. Komorki dendrytyczne
naciekajace nowotwor (TIDC) wyzwalaja produkcje TGF-p, ktora bierze udziat w usuwaniu
guzow poprzez sygnalizacje za posrednictwem limfocytow T. W niektérych przypadkach TIDC
nie prezentujg we wilasciwy sposob antygenu nowotworowego limfocytom T a nawet mogag

hamowac¢ odpowiedz prozapalng poprzez stymulacje zapalnych komorek TH2.

32



Z kolei, prostaglandyna 2 (PGE-2) stymuluje leukocyty oraz komoérki guza do produkeji IL-10,
co hamuje rekrutacje i nagromadzenie komorek dendrytycznych. Zar6wno PGE-2, jak i IL-10
dodatkowo zmniejszajag wydzielanie 1L-12 przez komorki dendrytyczne, co w konsekwencji
prowadzi do obnizenia odpowiedzi immunologicznej [110]. W rezultacie, poprzez limfocyty
Treg nowotwor zmniejsza aktywacje komorek dendrytycznych, co przyczynia si¢ do dalszej
immunosupresji a takze wptywa na interakcj¢ z komoérkami efektorowymi T. Dodatkowo,
regulatorowe komorki dendrytyczne mogg rowniez wywolaé tolerancj¢ antygenowa i supresje

immunologiczng limfocytow T CD25+ poprzez szlak sygnalizacyjny receptora B7.

1.6.2.5. Limfocyty T

Limfocyty T, podobnie jak inne komdrki odpornosciowe, wykazuja zmieniong role w
mikro$rodowisku guza. Posiadajg zaréwno funkcje koordynujace jak i efektorowe w zakresie
odpornosci immunologicznej. W zaleznosci od kontekstu immunologicznego, limfocyty T
nabywajac fenotypy funkcjonalne i efektorowe, maja bezposrednie dzialanie na aktywacje
procesow zapalnych lub przeciwzapalnych. Z tej tez przyczyny wystepuja jako druga, zaraz po
makrofagach, najliczniejsza grupa komoérek w mikrosrodowisku guza [111]. Ich obecnosé
wykazano zard6wno w niedotlenionej czesci rdzeniowej guza, jak tez i wykraczajacych poza
inwazyjng komponente guza tkankach prawidlowych. Poza otoczeniem guza ich gtowna
dziatalnos¢ przeciwnowotworowa odbywa si¢ w weztach chtonnych. Udowodniono, ze wysoki
poziom naciekania limfocytéw T w nowotworach wiaze si¢ z korzystniejszym rokowaniem w
leczeniu czerniaka, raka piersi, pluca, jajnikow, jelita grubego, nerek, prostaty i Zotadka
[112,113,114,115]. Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze z uwagi na brak antygenéw MHC-II w
komorkach nowotworowych, za kluczowy sktadnik przeciwnowotworowy uwazane sg
limfocyty Tc. Komorki Tc powstaja po pobudzeniu i aktywacji limfocytow T CD8+ przez APC
1 wywieraja skuteczny atak cytotoksyczny powodujac bezposrednie zniszczenie komorek
docelowych. Odpowiedz przeciwnowotworowa, polega na wydzielaniu duzych ilosci cytokin
prozapalnych, takich jak IL-2, TNF-a i IFN-y, biatka chemotaktycznego monocytow (MCP-1),
CCL-2 i biatka zapalnego makrofagéw (MIP- 1la) [116].
Oprécz migracji do mikro$rodowiska guza komorki T powoduja aktywacje 1 wzrost
cytotoksycznosci komoérek NK, ale takze wplywaja na wzrost prezentacji antygendw
nowotworowych. Wobec powyzszego stwierdzi¢ nalezy, ze obecnos$¢ limfocytow T CD8+ i
cytokin Thl w guzach koreluje z korzystnym rokowaniem w zakresie przezycia catkowitego i
przezycia wolnego od choroby w wielu nowotworach. Tym niemniej, guz nowotworowy ma

zdolnosé indukcyjng  rekrutacji  limfocytow  Treg,  ktore  przeciwdzialaja
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przeciwnowotworowym komorkom odpornosciowym. W ten sposéb limfocyty Treg poprzez
wydzielanie hamujacych cytokin TGF-B, I1L-10 i IL-35, dziatanie supresyjne na receptory
btonowe CTLA-4 i LAG-3, szlaki sygnalizacyjne zalezne od NF-kB i kinaz MAP oraz
bezposrednig liz¢ komorek efektorowych promujag rozwdj i utrzymanie tolerancji
immunologicznej [117,118]. W konsekwencji obecnos¢ limfocytow Treg bedzie wiec wigzac

si¢ z gorszym rokowaniem.

1.7. Receptory Siglec

Badania ostatnich lat wskazuja, ze procesy rozpoznania biologicznego na poziomie
komorkowym i1 molekularnym sa podstawa interakcji mi¢dzy nowotworem a ukladem
odpornosciowym. Zmieniona ekspresja genow 1 pokrewnych bialek w procesie
nowotworowym upo$ledza mechanizmy homeostazy immunologicznej i oslabia funkcje
immunologiczng mikrosrodowiska guza. Nieprawidtowa glikozylacja powierzchni komorki
jest kluczowym regulatorem immunogenno$ci nowotworu i powoduje unikanie skutecznego
nadzoru immunologicznego, a zmiany sjalilacji btonowego glikokaliksu komorek
nowotworowych jest jednym z gtéwnych mechanizméw regulujacych procesy proliferacji,
migracji i przerzutowania komérek nowotworowych [119].
Homeostaza immunologiczna jest kontrolowana przez receptory i zwigzane z nimi szlaki
sygnatowe prowadzace do supresji lub aktywacji komoérek uktadu odpornosciowego [120].
Rownowaga miedzy hamujacymi i aktywujacymi mechanizmami kontroli immunologicznej
ma szczegdlne znaczenie w procesach autoimmunologicznych a takze nadzoru nad patogenami
1 komoérkami nowotworowymi [121]. Sposrod opisanych systemow kontroli immunologiczne;j,
tzw. immune checkpoint, na szczegdlng uwage zastuguja immunoreceptory Siglec, ktore
regulujag aktywno$¢ komorek ukladu odpornosciowego przez system sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej wzbudzanej po przytaczeniu sjalowanych ligandow. W przebiegu
nowotworow staby nadzor immunologiczny koreluje ze zwigkszonym poziomem sjalilacji

btonowych glikoprotein 1 glikolipidow w komorkach nowotworowych.

1.7.1. Definicja i nazewnictwo

Struktury cukrowe glikoprotein i glikolipidow sa swoiscie rozpoznawane i wigzane przez
receptory z grupy lektyn. Na podstawie analizy struktury i1 skladu tancuchow cukrowych
wyszczegolniono typy lektyn rozpoznajace glikany zakonczone mannoza, fukoza, galaktoza
lub N-acetyloglukozaming. Na szczeg6lng uwage zastluguja glikoproteiny i glikolipidy, w

ktorych modyfikacje potranslacyjne skutkuja przylaczeniem tancuchéw cukrowych
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zakonczonych kwasem sjalowym [ 122 ]. Gtowng podgrupg lektyn z domeng typu I
zawierajacych w swojej budowie N-koncowa domene¢ immunoglobinowa V 1 wigzaca kwas
sjalowy sg receptory Siglec (z ang. Sialic acid-binding immuglobulin-type lectins). Receptory
Siglec, jako biatka transblonowe, charakteryzuja si¢ istotnym podobienstwem w
zewnatrzkomorkowych aminowych sekwencjach N-koncowych oraz wewnatrzkomorkowych
karboksylowych sekwencjach C-koncowych oraz zdolnoscig do rozpoznawania sjalowanych
glikanow za posrednictwem N-koncowej domeny immunoglobulinowej V (domena IgV) [123].
Podstawg interakcji receptora Siglec z kwasem sjalowym jest reakcja miedzy resztg argininowa
(Arg) receptora a grupg karboksylowa kwasu sjalowego [124,125]. Analiza struktury i funkc;ji
receptoréw Siglec wykazata, ze poszczeg6lne biatka Siglec charakteryzuja si¢ swoistoscia
rozpoznawania i wigzania kwasow sjalowych w zaleznosci od ich umiejscowienia w tancuchu
cukrowym oraz sposobem taczenia wigzaniem a2-3-; 02-6- 1 a2-8-glikozydowym w tancuchu
cukrowym [126].

Dotychczas opisano 17 receptoréw Siglec, sposrod ktérych 15 wystepuje u czlowieka. W
przypadku trzech receptorow z rodziny Siglec, w genomie cztowieka opisano tzw. allele
zerowe, ktorych obecno$¢ wyklucza powstanie produktu wigzacego kwasy sjalowe. Ponadto,
analiza strukturalna wykazata, ze 9 receptorow wystepujacych u czlowieka wykazuje
homologi¢ z receptorami mysismi [127]. Nazewnictwo poszczegdlnych receptoréw Siglec
wynika z kolejnosci ich odkrycia. Pierwsza odkryta lektyna wigzaca kwas sjalowy byta
sjaloadhezyna (Sn), ktérej nadano oznaczenie Siglec-1. Biatka immunoglobulinonopodobne
CD22 1 CD33 nazwano odpowiednio Siglec-2 oraz Siglec-3. Glikoproteiny wiazace mieling u
ssakow 1 ptakow (MAG — Mammalian myelin-associated glycoprotein oraz SMP - Schwann
cell myelin protein) ze wzglgdu na podobienstwa funkcjonalne 1 strukturalne zgrupowano
razem jako Siglec 4a oraz Siglec 4b [128]. Ludzkie receptory Siglec oznaczane sa numerycznie,

a receptory pozostatych ssakow oznaczono alfabetycznie badz systemem rzymskim.

1.7.2. Podziat receptorow z rodziny Siglec

Sposrod opisanych receptorow Siglec, tylko cztery wystepuja powszechnie w komorkach
wszystkich ssakow w niezmienionej formie, m.in.: sjaloadhezyna (Siglec-1), CD22 (Siglec-2),
glikoproteina zwigzana z mieling (MAG; Siglec-4) 1 Siglec-15. Pomimo duzej ré6znorodnosci
(jedynie 25-30% identycznych sekwencji) cechujg si¢ one takg samg ewolucyjnie zachowang
podgrupa wystepujaca u wszystkich ssakow. Druga grupa sa receptory Siglec spokrewnione z
CD33, ktore charakteryzuja si¢ duzym podobienstwem (50-99%), ale na skutek ewolucji,
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duplikacji i/lub konwersji genow, utrata egzonéw w ,.konserwatywnych” receptorach Siglec
doprowadzita do powstania istotnych réznic u ré6znych gatunkoéw ssakow [129].

Ludzkie receptory Siglec sa obecne na komodrkach odpornosciowych i maja domeng
zewnatrzkomorkowa podobng do Ig (Rycina 5). W strukturze ludzkich receptorow wyrdznic¢
mozna jedng zewnatrzkomérkowa domene V, ktora wigze si¢ z ligandami kwasu sjalowego.
Pod domeng V-set receptory te niosg r6zng liczbe domen C2. Siglec-3 i Siglec-15 maja tylko
jedna domene zestawu C2, podczas gdy Siglec-1 ma 16 domen zestawu C2. Jako wyjatek,
Siglec-XII ma dwie domeny V, ale obie nie majg reszty argininowej 1 nie wigzg si¢ z ligandem
kwasu sjalowego. Wiekszo$¢ receptoréow Siglec ma domene wewnatrzkomérkowa ITIM i
ITIM-podobna, ktéra posredniczy w transmisji sygnatu hamujacego do komorek. Receptory
Siglec-14, -15 i -16 maja dodatnio natadowana reszte w domenie transbtonowej, ktora rekrutuje

biatko adaptorowe DAP12 i utatwia aktywacje sygnatu do komorek.

Tabela 4. Podzial, dystrybucja i rola receptoréw z rodziny Siglec [130].

Rodzina Typ Dystrybucja Udziat
Siglec-1 makrofagi, monocyty, choroby nowotworowe,
(Sjaloadhezyna) komorki dendrytyczne infekcje
Siglec-2 (CD 22) limfocyty B cukrzyca t.1, sepsa, SLE
Konserwatywne” Siglec-4 (MAG) kolmf')rki produkujace neuropatia, schizofrenia,
receptory Siglec - micling -
Siglec-15 osteoklasty, makrofagi, choroby nowotworowe,
(CD33L3) komorki dendrytyczne osteoporoza
(DC)
receptory Siglec Siglec-3 komorki mieloidalne schorzenia
spokrewnione z CD33 (monocyty, makrofagi, mielodysplastyczne

mikroglej)

Siglec- 5 (CD170) | monocyty, neutrofile choroby nowotworowe

Siglec-6 (CD327)

komorki trofoblastu,
mastocyty, DC

alergie, zaburzenia
trofoblastu

Siglec-7 (CD328)

komorki NK, monocyty,
mastocyty basofile

choroba Alzheimera,
choroby nowotworowe

Siglec-8

eozynofile, mastocyty,
basofile

alergie

Siglec-9 (CD329)

komorki NK, monocyty,
makrofagi, DC

choroby nowotworowe,
astma, POChP

Siglec-10 (SG2)

limfocyty B, NK,
monocyty, DC

choroby nowotworowe,
sepsa HCC

Siglec-11 makrofagi, mikroglej, choroba Alzheimera, ostry
limfocyty B uraz tkanek

Siglec-XII makrofagi, komorki choroby nowotworowe
nabtonka

Siglec-14 monocyty, neutrofile SLE, POChP, infekcja GBS
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Siglec-16 makrofagi, mikroglej schizofrenia

Siglec-1/Sialoadhesin Domena V-set

Ludzkie receptory Siglec Domena V-set z mutacjg argininy
Domena C2-set

Rdzen lizynowy

Rdzen argininowy

Domena ITIM

1000 e

Domena podobna do ITIM
Siglec-2/CD22

Domena transblonowa

Siglec-4/MAG
I siglec-s ' srtec Siglec-10 Siglec-11  Siglec-XIl Siglec-16
Siglec-3/CD33' i - i -
glec-3/ Siglec-6  Siglec-7 o, 1oc.g siglecs @& ) siglec1a
% ? ? i Q Siglec-15

(K) (k) (R)

EREEEEEE

Rycina 5. Rodzina receptoréw Siglec wystepujacych u cztowieka, wg. Siddiqui 1 wsp., w
modyfikacji wlasnej [131].

1.7.3. Ekspresja receptorowa

Ekspresja receptoréow Siglec jest wyrazana w sposéb specyficzny dla typu komorek, co
moze sugerowac ich zaangazowanie w funkcje poszczegdlnych populacji. Badania nad
dystrybucja receptorow wykazaty, ze ich ekspresja zlokalizowana jest gtownie w komorkach
uktadu krwiotworczego i odporno$ciowego (Rycina 6). Ekspresja niektorych receptorow Siglec
jest powigzana z konkretnym typem komodrek. Wykazano, ze rola i ekspresja
,.konserwatywnych” receptorow Siglec-1, Siglec-2 i Siglec-4 w makrofagach, limfocytach B i
komorkach glejowych jest podobna u wszystkich ssakow. Specyficzno$¢ komorkowa ludzkich
1 mysich receptorow Siglec spokrewnionych z CD33 czgsto nie jest zgodna z ich relacjami
ortologicznymi. Przyktadem jest ludzki Siglec-3, ktorego ekspresje zanotowano w dojrzatych

monocytach, podczas gdy jego mysi ortolog jest silnie eksprymowany tylko w granulocytach
[132].
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Rycina 6. Ekspresja receptorow Siglec w uktadzie krwiotworczym cztowieka; wedtug Crocker
1 Varki 2001; w modyfikacji wtasnej. Objasnienia: stem cell-komorka macierzysta; lymphoid
progenitor-komoérka progenitorowa limfatyczna; myeliod progenitor-komorka progenitorowa
mieloidalna; CD8+ T-cell subset-podzbior komoérek T CD8-pozytywnych; B-cell-komorka B;
NK cell — komérka NK; monocyte-monocyt; neutrophil-neutrofil; eosinophil-eozynofil;
basophil-bazofil

Ponadto, receptory Siglec spokrewnione z CD33 sa réznorodnie eksprymowane W
poszczegdlnych typach komoérek w uktadzie odpornosciowym, ze znacznym naktadaniem sig
ekspresji w poszczegdlnych populacjach. Szczegoélnie wysoki poziom ekspresji niektorych
receptorow wykazano w poszczegoélnych typach leukocytéw. Krazace monocyty wykazuja
wysoki poziom ekspresji receptorow Siglec-3, Siglec-5, Siglec-7 i Siglec-9, ktora pozostaje
niezmieniona po roéznicowaniu si¢ tych komoérek w makrofagi lub w czasie stymulacji
lipopolisacharydem (LPS) [133]. Dla pordéwnania, pochodzgce z monocytow komorki
dendrytyczne zmniejszaja ekspresje Siglec-7 1 -9 po ekspozycji na LPS, a plazmacytoidalne
komorki dendrytyczne w ludzkiej krwi wykazuja ekspresje Siglec-5 [134]. Niektore receptory
Siglec spokrewnione z CD33 wykazuja ekspresje ograniczong gléwnie do jednego typu
komoérek. Mimo ze niski poziom ekspresji ludzkiego receptora Siglec-7 opisano w

granulocytach 1 monocytach, komorki NK uwazane sg za gldéwny donor tego receptora. Poza
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tym, receptor Siglec-8 zostat opisany wylgcznie na btonie komoérkowej eozynofilow, a Siglec-
6 ulega ekspresji w komorkach trofoblastu [135]. Wyjatkiem s3 limfocyty T, w ktorych
stwierdzono bardzo niska ekspresje receptorow Siglec, poza mierzalng ekspresja receptorow

Siglec-7 i Siglec-9 w podgrupie ludzkich komérek CD8+ [136].

1.7.4. Przekaznictwo wewngtrzkomorkowe

Wspdlng cechg wszystkich znanych do tej pory receptorow Siglec jest ich struktura jako
integralnych biatek btonowych, w ktorych strukturze wyr6zni¢ mozna zewnatrzkomorkowa N-
koncowa domene V, po ktorej wystepuja w zmiennej ilosci domeny C2. Uwaza si¢, ze domena
V jest odpowiedzialna za zdolno$¢ receptora do rozpoznawania kwasow sjalowych, podczas
gdy domeny C2 dzialaja jako odstepniki. Komodrki odpornosciowe wykazujace ekspresje
receptora Siglec przekazuja swoje sygnaly wewnatrzkomorkowe za posrednictwem kaskad
sygnalizacyjnych zwigzanych tzw. motywu aktywacji opartego na tyrozynie immunoreceptora
(ITAM) lub motywu hamowania opartego na tyrozynie immunoreceptora (ITIM). Wigkszo$¢
receptoréw Siglec spokrewnionych z CD33 oraz CD22 dziala poprzez kaskady sygnalizacyjne
zalezne od domeny sygnalizacyjnej ITIM, podczas receptory Siglec-14, -15 1 -16 dziataja
poprzez biatko adaptorowe DAP12 zawierajace domeng sygnalizacyjng ITAM [137]. Schemat
szlakow sygnalizacyjnych zaleznych od cytozolowych motywow sygnalizacyjnych ITAM i
ITIM przedstawiono na Rycinie 7. Aktywujace receptory Siglec-14, -15 i -16, oddziatlujg z
biatkiem adaptorowym DAP12 zawierajacym ITAM poprzez aminokwasy, ktore znajdujg si¢
w ich regionach transbtonowych. W konsekwencji cytozolowe receptory ITAM sa
fosforylowane na swoich resztach tyrozynowych przez kinazy Src, a nastepnie stajg si¢
miejscem wigzania dla kinaz biatkowych Syk. Nastepnie kinazy te aktywuja szereg dalszych
czynnikow odpowiedzialnych za takie dziatania, jak fagocytoza, uwalnianie cytokin i migracja
komorek. Kaskada sygnalizacyjna zalezna od ITAM jest regulowana przez cytozolowe
receptory sygnalizacyjne ITIM. Po zwigzaniu ligandu motywy ITIM ulegaja fosforylacji przez
kinazy tyrozynowe z rodziny Src, co umozliwia rekrutacj¢ fosfataz SHP1 i SHP2 [138].
Aktywowane fosfatazy SHP-1 1 SHP-2 defosforyluja posrednie sygnaty wewnatrzkomorkowe,
prowadzac do zakonczenia sygnalu aktywujacego generowanego przez cytozolowy receptor
ITAM. Wykazano, ze mechanizm sygnalizacji wewnatrzkomodrkowej oparty na receptorach
Siglec potaczonych z cytozolowym motywem sygnalizacyjnym ITIM, przeciwdziata sygnatom
aktywacji z komorek zwigzanych z ITAM 1 moduluje w ten sposob procesy zwigzane z

odpornosciag i homeostaza [139, 140,141,142].
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Rycina 7. Sciezki sygnalizacyjne aktywujacych i hamujacych receptoréw blonowych
receptorow zwigzanych z cytozolowymi receptorami ITIM i1 ITAM; wedtlug Linnartz 1 wsp.
2010, w modyfikacji wiasnej [143].

1.7.5. Ligandy receptorow Siglec

Rodzina kwasow sjalowych sktada si¢ z okolo pigédziesieciu dziewigcioweglowych
monocukrow, ktore sg pochodng kwasu neuraminowego [137]. Najczestszymi formami
wystepujacymi w glikoproteinach bton komoérkowych i ptyndw ustrojowych u ssakow sg: kwas
N-acetylo-5-neuraminowy nazywany zwyczajowo sjalowym (kwas sjalowy, SA, Neu5Ac,
NANA), kwas N-glikoliloneuraminowy (Neu5Gc) i 5-acetylo-9-O-acetyloneuraminowy
(Neu5,9Ac2).

O~__OH o Os_OH
R OH
HO N o OH

g HO
Neu5Ac Neu5Gc Neu5,9Ac2

Rycina 8. Najczeéciej wystepujace formy kwasu sjalowego w organizmach ssakow. Zrodto:
Tools for Glycan Analysis QA-Bio; https://www.qga-bio.com/
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Kwas sjalowy wchodzi w skiad tancuchow cukrowych przytaczanych do biatek i lipidow w
procesie glikozylacji. Analiza strukturalna glikoprotein wykazata, ze kotranslacyjne
I potranslacyjne modyfikacje poprzez przeniesienie poszczegodlnych jednostek cukrowych na
rdzen biatkowy dotyczy okoto 80% biatek komorki. Proces ten warunkuje duza zmiennos¢
makroczasteczek, co wigze si¢ z réznorodnoscig chemiczng monosacharydow tworzacych
tancuch cukrowy, ich izomerii i tworzonych przez nie wigzan chemicznych. Badania
strukturalne tancuchéw cukrowych wykazaty, ze wigkszo$¢ glikokoniugatow wigze kwas
sjalowy wigzaniem 02,3-, a2,6- i 0.2,8-glikozydowym w koncowej czesci tancucha cukrowego
tworzac sjaloglikany. Ze wzgledu na obecnos¢ kwasu sjalowego, glikoproteiny nadajg btonom
komorkowym tadunek ujemny, co ma szczegodlne znaczenie w regulacji adhezji podczas
oddziatywan migdzykomoérkowych i komunikacji z macierza zewnatrzkomorkows, a takze
wptywa na wlasciwosci fizykochemiczne makroczasteczek tj. konformacje, rozpuszczalnosc¢ i
lepko$¢ [ 144]. Procesy te leza u podstaw mechanizmu odpowiedzi immunologicznej,
zaptodnienia, tworzenia $ladow  pamigciowych w  mozgu oraz  sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej. Na szczegdlng uwage zastuguje nieprawidtowa glikozylacja w
przebiegu wielu stanéw patologicznych, ktora stwarza dodatkowe mozliwo$ci diagnozowania
1 poszukiwania nowych kierunkow terapeutycznych. Skiad 1 strukture tancuchéw cukrowych
regulujg sjalotransferazy i sjalidazy, ktorych specyficzna komoérkowa i tkankowa ekspresja oraz
aktywno$¢ zalezy od stanu fizjologicznego i czynnikow zewnetrznych. W warunkach
fizjologicznych stopien sjalilacji blony komorkowej zalezy od rownowagi miedzy ekspresja i
aktywnoscig sjalotransferaz i sjalidaz katalizujacych procesy syntezy i rozktadu tancuchéw
cukrowych. Wykazano, ze nadekspresja sjalotransferaz podczas transformacji i progresji
nowotworu skutkuje nieprawidlowa sjalilacja komorek nowotworowych, a zwigkszona
ekspresja silnie sjalowanych struktur, w tym sjaloglikoprotein i sjalogangliozydow, jest cechg
charakterystyczng wielu komoérek nowotworowych. Dotychczasowe badania wykazaty, ze
rozwdj nowotworow ztosliwych koreluje ze wzrostem ekspresji kwasu sjalowego, a zmiany
wzoru sjalilacji moga shuzy¢ prognozowaniu wystgpienia patologii, jej rozpoznania
i monitorowania leczenia. Jedng z najwazniejszych funkcji biologicznych kwasu sjalowego jest
jego bezposredni udzial w procesach rozpoznawania biologicznego. Wigzanie specyficznych
sjaloglikoprotein blonowych zostat uznany za kluczowy etap adsorpcji czynnikow patogennych
na btonach komoérkowych gospodarza i1 inwazji tkanek i1 narzadow. Proces ten jest znanym
mechanizmem niektorych zakazen bakteryjnych (Escherichia coli, Streptococcus suis),
wirusowych (wirus grypy typu A, B, C; Cardiovirus; Paramyxovirus) i pierwotniakowych

(Plasmodium falciparum) [133]. W przebiegu proceséw nowotworowych, sjaloglikany,
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zwlaszcza epitopy sjalo-Lewis® ® % Y, reguluja procesy interakcji z selektynami, ktore sa
molekularng  podstawa procesow adhezyjnych towarzyszacych migracji komorek
odpornosciowych do narzadéw docelowych przez §rddbtonek naczyn i poza uktadem krazenia.
Ten mechanizm zostal uznany za podstawe migracji wysoce sjalowanych komorek
nowotworowych w procesie przerzutowania, a epitopy sjalo-Lewis uznane sg za markery
nowotworowe 0 warto$ci prognostycznej. Badania ostatnich lat w zakresie glikobiologii
wskazuja rowniez na oddziatywania blonowych sjalowanych glikanéw z immunoreceptorami
zrodziny Siglec i ich role w regulacji funkcji ukladu immunologicznego [119,
145,146,147,148].

Receptory Siglec rozpoznaja rézne formy i wigzania kwasoéw sjalowych, ktore powszechnie
wystepuja na powierzchni komoérki. Wigkszo$¢ zbadanych receptoréw Siglec ma zachowang
reszte argininowg w domenie V, ktora wptywa na funkcje receptora oraz umozliwia optymalne
rozpoznawanie kwasow sjalowych. Cata grupa receptorow Siglec cechuje si¢ stosunkowo
niskim powinowactwem do najczesciej wystepujacych na blonie komodrek ssakéw potaczen
kwasu sjalowego i1 galaktozy NeuSAc(02-3)Gal oraz Neu5Ac(a2-6)Gal. Jednak poszczegdlne
receptory cechujg si¢ specyficznoscia oraz zdolno$cig do rozpoznawania zrdéznicowanego
zestawu naturalnych struktur sjalozydowych. Dla przyktadu, Siglec 2 ma silng preferencje¢ dla
NeuSAc (02-6) Gal, a Siglec-7 oraz Siglec-11 preferuja sjalozydy o strukturze NeuSAc (02-8)
[149,150]. W procesie regulacji aktywnosci komérkowej za posrednictwem receptoréw Siglec,
duze znaczenie ma mozliwos$¢ wigzania si¢ ligandow na drodze interakc;ji cis 1 trans. Wigkszos¢
receptoréw Siglec jest wyciszonych poprzez tworzenie polaczen cis z kwasami sjalowymi tej
samej blonie komorkowej zmniejszajac tym samym aktywnos$¢ biologiczng z ligandami w
potaczeniu trans. Wyjatkiem jest receptor Siglec-1, ktory ze wzgledu na swoja budowe ztozong
z 16 domen V tatwiej wiaze ligandy w polaczeniach trans [151]. Miejsca wigzania receptorow
Siglec moga by¢ maskowane przez interakcje cis z kwasami sjalowymi na tej samej komorce,
co nastepnie uniemozliwia im posredniczenie w interakcjach frans komorka-komorka (Rycina

9).
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A Interakcje cis B Interakcje frans

Receptor zamaskowany
P ¥ Interakcja komérka-komérka

Ligand receptora

Sjalowany glikan Siglec

Ligand receptora
Siglec

Sialidaza Aktywacja komorki

Interakcja komérka-patogen

Receptor niezamaskowany Patogen
a

Rycina 9. Interakcje cis (A) 1 interakcje trans (B) receptorow Siglec; wedlug Crocker 1 wsp.
2007, w modyfikacji wiasnej [152].

Badania wskazuja, ze wigkszo$¢ receptorow Siglec na komorkach w stanie spoczynku znajduje
si¢ w zamaskowanej formie. Badania Crockera i Gordona wykazaty, ze zdemaskowanie
receptorow nastepuje podczas aktywacji komorki, dlatego tez uwaza sie, ze interakcje cis moga
potencjalnie regulowa¢ funkcje receptorow Siglec [153,154]. Wykazano, ze po ekspozycji
komoérek na sjalidaze, ktora rozszczepia ligandy Siglec przez interakcje cis (Rycina 9A),
receptory Siglec zostaja zdemaskowane, co pozwala im na interakcje z ligandami w trans
(Rycina 9B). W przypadku, gdy receptor zostanie zdemaskowany, moze zwigzac si¢ ze swoim
celem w przez interakcje trans na innej powierzchni komorki. W rezultacie kaskada
sygnalizacyjna poprzez cytozolowy receptor ITIM zostaje aktywowana i nastepuje efekt

hamujacy, ktory antagonizuje receptor ITAM [152].

1.7.6. Rola receptorow Siglec w uktadzie immunologicznym

Jedna z podstawowych funkcji receptorow Siglec jest tlumienie funkcji uktadu
immunologicznego poprzez rozpoznawanie 1 faczenie elementow sjalomu komoérkowego w
ramach interakcji cis 1 trans i1 aktywacje szlakow sygnatowych zwigzanych z cytozolowym
motywem ITIM. Liczne badania wskazuja na wazna rolg receptorow Siglec spokrewnionych z
CD33 w modulowaniu zachowania leukocytow, w tym hamowaniu proliferacji komérkowe;,
indukcji apoptozy, hamowaniu aktywacji komorkowej, indukcji wydzielania cytokin

prozapalnych oraz supresji produkcji interferonu-a [155]. Receptory Siglec spokrewnione z
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CD33 moga rowniez peli¢ funkcje receptorow endocytarnych, ktérych zadaniem jest
usuwanie sjalowanych antygenéw oraz promowanie lub hamowanie prezentacji antygenow
[156]. Oprocz receptorow spokrewnionych z CD33, wazng funkcje w regulacji ukladu
immunologicznego przypisuje si¢ receptorom sjaloadhezynie jako regulatorowi prozapalnych
funkcji makrofagéw [157]. Ponadto, Siglec-2 jest regulatorem sygnalizacji w komorkach B,
ktora lezy u podstaw homeostazy i przezywalnosci tych komorek poprzez ustalenie progu
aktywacji komorek przez antygen. Wazng funkcja receptordéw z rodziny Siglec jest réwniez ich
zdolnos¢ do interakcji w ze sjaloglikanami bakteryjnymi, m.in. Neisseria meningitidis,
Campylobacter jejuni, Streptococcus grupy B i Trypanosoma cruzi [158, 159,160,161]. Zalezny
od receptoréow Siglec wychwyt tych patogendéw moze by¢ korzystny dla gospodarza, gdyz

promuje niszczenie patogendw i prezentacje antygenu.

1.7.7. Rola receptorow Siglec w rozwoju chorob nowotworowych

Badania w zakresie glikobiologii wykazaty, ze sjalilacja bton komoérkowych jest
powszechng cechg komorek nowotworowych, dlatego ich wzajemne oddzialywanie z
komorkami uktadu immunologicznego eksprymujacymi receptory Siglec w mikrosrodowisku
guza s3 uwazane za mechanizm, ktory ksztaltuje odpowiedZ immunologiczng w nowotworach
ztosliwych. Wzorzec sjalilacji w nowotworach jest wysoce niejednorodny w okreslonych
typach nowotworéw i okresla profile zaangazowanych subpopulacji komorek
odpornosciowych wykazujacych ekspresje Siglec. Zgodnie z przedstawionym w podrozdziale
1.7.4. opisem $ciezek przekazywania sygnatu, po zwigzaniu kwasu sjalowego z receptorem
Siglec wiacza si¢ kaskada szlakow sygnalowych modulujaca odpowiedz immunologiczng.
Wykazano, ze w progresji nowotworu najwigksze znaczenie maja receptory Siglec ze
zdolno$cig do transdukcji sygnatu hamujacego. Komorki nowotworowe wykorzystuja wigc
wysoka ekspresje kwasu sjalowego na swoja korzys¢. Modyfikuja one uktad odporno$ciowy
co prowadzi do immunosupresji. Wyciszanie efektorowych komoérek odpornosciowych hamuje
aktywacje odpowiedzi immunologicznych, a to w konsekwencji skutkuje tolerancja
immunologiczng 1 wzrostem komorek guza nowotworowego. Przykladem zwigkszonej
sjalilacji na powierzchni komorek rakowych jest ,,self-associated molecular pattern” (SAMP),
ktory powoduje, ze receptory Siglec znajdujace si¢ na leukocytach znacznie zmniejszaja
odpowiedz immunologiczng [162]. Dotychczasowe badania wykazaly, ze wysoce sjalowane
ligandy eksprymowane na powierzchni komodrek nowotworowych ostabiaja nadzor
immunologiczny 1 aktywno$¢ przeciwnowotworowg w makrofagach mikrosrodowiska guza

nowotworowego przez wigzanie z supresyjnymi receptorami Siglec-7 1 Siglec-9. Zjawisko to
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potwierdzono w przebiegu nowotworow ptuc 1 skory [163,164]. W przebiegu nowotworow
piersi szczeg6lne znaczenie w procesie thtumienia odporno$ci przeciwnowotworowej przypisuje
si¢ receptorom Siglec-8 1 Siglec10 [165,166]. Szerokie spektrum wigzania sjaloglikanow
zwieksza wiec znaczenie osi kwas sjalowy-receptor Siglec w przeciwnowotworowym procesie
regulacyjnym. Wyniki badan na modelach komorkowych glejaka oraz badanie na modelach
zwierzecych potwierdzity, ze interakcja komoérkowa migdzy mysim zlosliwym glejem a
komoérkami odpornosciowymi za posrednictwem osi kwas sjalowy - Siglec-F lub Siglec-E
wspiera funkcje promujace nowotwor, w tym przebudowe macierzy pozakomorkowej i
rekrutacje immunosupresyjnych komorek mieloidalnych [108,110]. Wedlug Engbloma 1 wsp,
obecno$¢ neutrofilii eksprymujacych receptor Siglec-F sprzyja wzrostowi raka i koreluje ze
ztym rokowaniem [111]. Udziat osi Siglec-sjaloglikany w utrzymaniu homeostazy
immunologicznej sugeruje, ze ukierunkowana manipulacja tymi procesami moze otworzy¢
nowa droge terapeutyczng w wielu zaburzeniach o podlozu immunologicznym. Badania
kliniczne nad nowotworami i chorobami autoimmunologicznymi wykazaty korzystne dziatanie
przeciwcial monoklonalnych anty-CD22 i CD33, w szczego6lnosci skoniugowanych z
immunotoksynami. Ostatnio doniesiono, ze Siglec-9 1 Siglec-15 sa kluczowymi inhibitorami
odpornosci przeciwnowotworowej, ktore moga by¢ blokowane przez przeciwciala
monoklonalne w nowym leczeniu przeciwnowotworowym [167,168]. Mozliwos$¢ interrakcji na
osi Siglec-kwas sjalowy, kontrola syntezy i zmiana ekspresji sjalilacji guza moze wptynaé
potencjalnie na modulacj¢ odpowiedzi przeciwnowotworowej. Optymalnym wydaje si¢ by¢
opracowanie mechanizméw dziatania lekdw zwigkszajacych udziatl receptorow Siglec
aktywujacych, przy jednoczesnym blokowaniu immunosupresyjnego dzialania receptorow
Siglec hamujacych. Wiekszo$¢ prowadzonych badan dotyczy regulacji receptorow Siglec-2
oraz Siglec-3. Dostepne w praktyce klinicznej Inotuzumab ozogamicin oraz Moxetumomab
pasudotox sa lekami skierowanymi przeciwko CD22 zarejestrowanymi do leczenia ostrej
biataczki limfoblastycznej 1 bialaczki wlochatokomorkowej, a Gemtuzumab ozogamicin moze
by¢ stosowany jako przeciwcialo anty-CD33 skoniugowane z cytostatykiem do leczenia ostrej
biataczki szpikowej [169,170,171]. Trwaja réwniez intensywne badania obejmujace grupe
Siglec-7, Siglec-9, Siglec-10, Siglec-15. Wiedza na temat roli sparowanych
immunoreceptoréw Siglec5/14 1 ewentualnych lekow modulujacych ich dziatanie jest stale
niewystarczajaca 1 wymaga dalszego pogltebienia. Niemniej jednak na podstawie powyzszych

rozwazan wida¢, ze opisywane receptory wymagaja dalszych badan.
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1.7.8. Sparowane immunoreceptory Siglec5 i Siglec-14

Receptory Siglec-5 1 Siglec-14 naleza do podgrupy ludzkich receptorow Siglec
spokrewnionych z CD33. Analiza ich dystrybucji potwierdzita ich ekspresj¢ receptora Siglec-5
na powierzchni komorek szpiku uktadu krwiotworczego, neutrofilach, monocytach, komorkach
dendrytycznych, w makrofagach tkankowych, limfocytach B, komorkach tucznych i
aktywowanych limfocytach T [134]. Podobnie do wigkszos$ci receptoréw spokrewnionych z
CD33, Siglec-5 zawiera w swojej budowie 4 zewnatrzkomérkowe domeny Ig-podobne oraz
cytozolowe motywy sygnalizacyjne ITIM ktérych podstawowa funkcjg jest fosforylacja
tyrozyny i rekrutacja fosfataz tyrozynowych SHP-1 1 SHP-2 [172]. Efektem aktywacji $ciezek
sygnalizacyjnych zaleznych of ITIM oraz fosfataz SHP-1 i SHP-2 udzial receptora w
hamowaniu wrodzonych odpowiedzi immunologicznych. Receptor ten ma szeroki zakres
rozpoznawania struktur kwasu sjalowego zwigzanego z tfancuchem cukrowym wigzaniami a2-
3, a2-6 1 a2-8. Ludzki receptor Siglec-14 jest biatkiem transblonowym zawierajacym 396 reszt
aminokwasowych, ztozonym z trzech domen Ig-podobnych, domeny transbtonowej i
fragmentu cytoplazmatycznego. W przeciwienstwie do wigkszosci receptoréw Siglec
spokrewnionych z CD33, czg$¢ cytoplazmatyczna receptora Siglec-14 nie zawiera ITIM.
Cecha, ktora nadaje mu charakter receptora aktywujacego jest reszta Arg362 w domenie
transblonowej, przez ktdéra receptor laczy si¢ z czasteczka adaptorowg DAP12 [173]. Cecha
charakterystyczng obu receptorow jest znaczna podobienstwo sekwencji genomowych, co
oznacza, ze Siglec-14 wykazuje podobne powinowactwo 1 zdolno$¢ wigzania tych samych
ligandow jak Siglec-5 (Rycina 10).
W obrebie ektodomeny oba receptory charakteryzuja si¢ 74% homologia w zakresie sekwencji
biatek. Siglec-5 zawiera domeng inhibitorowa ITIM, aby zrownowazy¢ aktywacje Siglec 14,
ktoéry to rekrutuje biatko aktywujace DAPI12, zawierajace domene ITAM [173, 174 ].
Podobienstwo sekwencji aminokwasowej zewnatrzkomodrkowej czesci receptora i identyczna
dystrybucja w tkankach 1 komorkach (makrofagi 1 neutrofile) wynika z czgsciowej konwersji
lezacych blisko siebie genow SIGLECS 1 SIGLEC14 w procesie ewolucji na chromosomie
19q13.41. W organizmie ludzkim, klaster genu SIGLEC typu dzikiego (wild-type) zawiera oba
geny SIGLEC-5 i SIGLEC-14 w tandemie, podczas gdy pochodny allel zawiera pojedynczy
gen fuzyjny SIGLEC-5/14 [175]. Produkt genu fuzyjnego SIGLEC-5/14 jest identyczny na
poziomie aminokwasowym z produktem genu SIGLEC-5 typu dzikiego, a allel okreslany jest
jako SIGLEC-14-Null. Konsekwencja tego zjawiska jest zalezna od genotypu osobnika
ekspresja receptorow Siglec-5 i Siglec-14 (Rycina 11) [176]. Wykazano, ze ludzkie monocyty
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moga eksprymowacé na btonie komorkowej biatko Siglec-14 (homozygota typu dzikiego),
Siglec-5 (homozygota, Siglec-14-Null) a takze oba receptory (heterozygota).
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Rycina 10. Sekwencja genowa Siglec-14. Nukleotydowa i aminokwasowa sekwencja ludzkiego
receptora Siglec-14 (A). Poréwnanie sekwencji receptorow Siglec 14 i Siglec 5 (B); wedlug
Angata i wsp. 2006, w modyfikacji wiasnej [177].

Badania nad dystrybucja receptorow w populacji ludzkiej wykazaty, ze w populacji azjatyckiej
dominuje allel fuzyjny SIGLECS5/14, co wiaze si¢ z ekspresja supresyjnego receptora Siglec-5.
W przeciwienstwie, w populacji europejskiej i afrykanskiej zanotowano dominujaca ekspresje
receptora Siglec-14 jak réwniez wspolne wystgpowanie obu receptoréw na btonie komoérkowe;j
monocytow 1 makrofagdw [175]. Uwaza sig, ze zjawisko to ma zasadnicze znaczenie w kontroli
immunologicznej w przebiegu zakazen patogenami. Wykazano rowniez, ze receptor Siglec5 1
jego rozpuszczalna forma (sSiglec-5) wiazg si¢ z selektyng PSGL1 zapobiegajac tym samym
rekrutacji leukocytow do miejsc zapalnych oraz utrzymujac korzystne srodowisko dla komorek
nowotworowych [178]. Z drugiej strony, receptor Siglec-14 jako wysoce homologiczny do
hamujacego receptora Siglec-5, znajduje si¢ na granulocytach i monocytach (z wyjatkiem
limfocytéw B) 1 jako receptor aktywujacy nasila reakcje zapalng oraz uwalnianie IL-1f, czemu

z kolei przeciwdziata Siglec-5 [174].
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Rycina 11. Regulacja odpowiedzi immunologicznej przez sparowane receptory Siglec-5/14

(opracowanie wlasne).

48



Il. CELE PRACY

Badania ostatnich lat wykazatly, ze mechanizmy rozwoju nowotwordéw wykraczajg poza

zmiany wewnatrzkomodrkowe 1 dotyczg interakcji pomiedzy komodrkami nowotworowymi i
otaczajagcym S$rodowiskiem. Mikrosrodowisko guza jest S$cisle zwigzane z progresja
nowotworow, a interakcja komorek nowotworowych z ich otoczeniem odgrywa kluczowa rolg
W angiogenezie, wzroscie guza, rozprzestrzenianiu si¢ komorek nowotworowych,
lekoopornosci i odpowiedzi immunologicznej.
Celem pracy jest ocena wpltywu tamoksyfenu na aktywnos$¢ komodrek ukladu
immunologicznego na przyktadzie monocytéw oraz udziatu sparowanych receptorow Siglec-
5/14 w procesie nadzoru immunologicznego w komoérkowym modelu nowotworu piersi.
Podjeto nastepujace cele:

1) Zbadanie cytotoksycznego wptywu tamoksyfenu na komorki raka piersi linit MCF-7 i
MDA-MB-231 oraz monocytow linii THP-1 hodowanych w warunkach monokultury i
kokultury.

2) Zbadanie wptywu tamoksyfenu na aktywno$¢ immunologiczng monocytow linii THP-
1 hodowanych w warunkach monokultury lub w kokulturze z komorkami raka piersi
MCF-7 i MDA-MB-231.

3) Zbadanie wptywu tamoksyfenu na ekspresje receptorow Siglec-5 i Siglec-14 oraz
zwigzanych z nimi elementow wewnatrzkomoérkowych szlakow sygnalizacyjnych na
poziomie gendéw i bialka w monocytach linii THP-1 hodowanych w warunkach
monokultury lub w kokulturze z komorkami raka piersi MCF-7 i MDA-MB-231.

4) Zbadanie wptywu tamoksyfenu na interakcj¢ sparowanych receptorow Siglec-5 i
Siglec-14 z btonami komorek raka piersi linit MCF-7 i MDA-MB-231 hodowanych w

warunkach monokultury lub w kokulturze z monocytami linii THP-1.
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III. MATERIALY I METODY
3.1. Materialy

3.1.1. Podloza hodowlane i dodatki:

» Podloze hodowlane RPMI-1640; ATCC, USA

Surowica ptodowa bydlgca; Eurx, Polska

Roztwor antybiotykéw PenStrep (penicylina + streptomycyna; 10000U/ml); Gibco, USA
0,25% roztwor trypsyny z dodatkiem 0,913 mM EDTA,; Gibco, USA

2-merkaptoetanol, roztwor 55 mM; Gibco, USA

vV V V VY

3.1.2. Odczynniki

Woda demineralizowana

Alkohol etylowy 70%; Chempur, Polska

Tamoksyfen; Dr. Ehrenstofer GmBH; Niemcy

mirystynian-13-octan forbolu (PMA); Merck, USA

Triton X-100; Merck, USA

Dimetylosulfotlenek (DMSO); Merck, USA

bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy; Merck, USA
Glicyna; POCh, Polska

Chlorek sodu (NaCl); POCh, Polska

YV V.V V V V V V V V

Buforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS; bez jonéw wapnia i magnezu); PAN-

BioTech, Niemcy

Zestawy RNeasy Mini Kit; QIAGEN, Niemcy

Chloroform; Merck, USA

> Odczynniki do reakcji odwrotnej transkrypcji SuperScript™ First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, USA)

> QuantiTect™ SYBR®Green PCR Master Mix (QIAGEN, Niemcy)

> Startery dla genow SIGLEC5; SIGLEC14, SHP1 (PTPN6), SHP2 (PTPN11), DAPI2

(TYROBP) i genu referencyjnego GAPDH - QuantiTect Primer Assay (QIAGEN, Niemcy)

Y VY

3.1.3. Przeciwciala, biatka fuzyjne i gotowe zestawy komercyjne:

» CDG68-FITC, przeciwciato monoklonalne, klon eBioY 1/B2A (Y 1/82A); Invitrogen, USA
» Arginaza-1, przeciwciato poliklonalne; Invitrogen, USA

» Siglec-5/14-FITC, przeciwcialo monoklonalne; R&D Systems, USA
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Immunoglobuliny izotypowe klasy 1gG skoniugowane z FITC; Invitrogen USA
Przeciwciata drugorzedowe klasy IgG skoniugowane z FITC; Invitrogen, USA
Przeciwciato drugorzedowe klasy IgG z fragmentem Fc skoniugowane z FITC; Jackson
ImmunoResearch, USA

Komercyjny zestaw do oznaczania cytokin IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNFa -
BD CBA Human Inflammatory Cytokine Kit; Becton Dickinson, USA

Biatko fuzyjne Siglec-5/Fc Chimera; R&D Systems, USA

Biatko fuzyjne Siglec-14/Fc Chimera; R&D Systems, USA

3.1.4. Materialy niezbedne do prowadzenia hodowli komorkowej:

YV V.V V V V V V V V V

Butelki do hodowli komérkowej T25 (25 cm?); Sarstedt, Niemcy

Butelki do hodowli komérkowej T75 (75 cm?); Sarstedt, Niemcy
Probowki sterylne 15 ml; Sarstedt, Niemcy

Probowki sterylne 50 ml; Sarstedt, Niemcy

Plytki do hodowli 6-dotkowe; Sarstedt, Niemcy

Pipety serologiczne 10 ml; Sarstedt, Niemcy

Pipety Pasteura szklane; Hirschman, Niemcy

Koncéwki sterylne z filtrem do pipet automatycznych; Sarstedt, Niemcy
Zestaw ptytek 6-dotkowych z insertami 0,4 um; Greiner Bio-One, Austria
Inserty silikonowe dwukomorowe; Ibidi, Niemcy

Probéwki cytometryczne; Falcon, USA

“w
~
b
(90]
3
N
)
~

YV V.V V V V V V V VYV V

Cytometr przeplywowy FACS Cantoll; Becton Dickinson, USA
Cytometr przeptywowy FACS Lyric; Becton Dickinson, USA
Termocykler PTC 200 (MJ Research, USA)

System detekcji fluorescencji Real Time PCR CFX 96 Connect; Bio-Rad, USA
Spektrofotometr dwuwigzkowy VWR UV-6300PC; VWR, Belgia
Spektrofotometr UV-ViS NanoDrop 2000; Thermo Scientific, USA
Wirowka laboratoryjna Capp CRC-416X; CAPP, Dania
Wiytrzasarka Ika Vortex 3; IKA, Niemcy

LaZnia wodna Ika, IKA, Niemcy

Inkubator CO2 Memmert ICO150; Memmert, Niemcy

Komora laminarna NuAire Biohazard NU-440; NuAire, USA
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» Mikroskop kontrastowo-fazowy Leica DMIL LED; Leica, Niemcy

» Pipeta automatyczna akumulatorowa Pipetus; Hirschman Laborgerite, Niemcy

» Pipety automatyczne Eppendorf 1-10 ul, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul, 1000-5000
ul; Eppendorf, Niemcy

3.1.6. Oprogramowanie:

» Flowing Software, wersja 2.5.1; Finlandia
» FlowJo, wersja 10.8.1; USA

> ImageJ, wersja 1.46; USA

> Instat, wersja 3.05; USA

3.2. Linie komorkowe

Zadania badawcze zrealizowano w oparciu o komercyjne linie komorkowe raka sutka
MCF-7 i MDA-MB-231 oraz lini¢ komoérkowa ludzkiej biataczki monocytarnej THP-1. Linie
komoérkowe pozyskano z American Type Culture Collection (ATCC). Podstawa klasyfikacji linii
komoérkowych do badan byty wiasciwosci biologiczne komoérek oraz mozliwosci ich aplikacji

w zaplanowanym modelu eksperymentalnym.

3.2.1. Linia komodrkowa ludzkiego raka sutka MCF-T1

Linia komorkowa MCF-7 powstala z wysicku oplucnowego 69-letniej kobiety z
rozpoznanym gruczolakorakiem sutka. Komorki MCF-7 zachowujg szereg morfologicznych
cech podobnych do nabtonka sutka. W profilu receptorowym wykazano ekspresje receptora
estrogenowego alfa (ER-a), a takze receptory androgenowe, progesteronowe i
glukokortykoidowe. Badania eksperymentalne wykazaty, ze stymulacja komorek MCF-7
estrogenami  wywiera efekt przeciwapoptotyczny, podczas gdy narazenie na leki
antyestrogenowe (np. tamoksyfen) zmniejsza wzrost hodowli przez hamowanie proliferacji i

indukowanie apoptozy [179].
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Rycina 12. Komérki MCF-7 w hodowli 48 godzin po wysianiu; pasaz 12. Zdjecie wykonano w
Zaktadzie Farmakologii Klinicznej UM w Biatymstoku; fot. Karol Rogowski. Powigkszenie
100x.

3.2.2. Linia komorkowa ludzkiego raka sutka MDA-MB-231

Linia komérkowa MDA-MB-231 jest nablonkowg linig komoérkowa ludzkiego raka piersi,
ktora powstata z wysigku optucnowego 51-letniej kobiety rasy kaukaskiej z przerzutowym
gruczolakorakiem sutka. Linia MDA-MB-231 charakteryzuje si¢ wysokim potencjatem
inwazyjnym, u ktérego podstaw lezy stabe zréznicowanie komorek i ich wysoka aktywno$¢
proteolityczna wzgledem macierzy pozakomoérkowej. Badania profilu receptorowego opisuja
linig MDA-MB-231 jako potrdjnie ujemny rak piersi (TNBC; triple negative breast cancer),
poniewaz nie wykazano ekspresji receptora estrogenowego (ER), receptora progesteronu (PgR)

i receptora ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu 2 (HER2) [180].

Rycina 13. Komoérki MDA-MB-231 w hodowli 24 godziny po wysianiu; pasaz 13. Zdjecie
wykonano w Zaktadzie Farmakologii Klinicznej UM w Biatymstoku; fot. Karol Rogowski.
Powigkszenie 100x.
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3.2.3. Linia komorkowa ludzkiej biataczki monocytarnej THP-1

Linia komérkowa THP-1 powstata z krwi obwodowej rocznego chlopca z ostrag biataczka
monocytowa. Analiza cytologiczna komérek THP-1 wykazata, Ze przypominaja one pierwotne
monocyty 1 makrofagi pod wzgledem wtasciwosci morfologicznych, zdolno$ci r6znicowania i
ekspresji specyficznych markerow. W warunkach eksperymentalnych, ekspozycja zawiesiny
monocytowych komorek THP-1 na 12-mirystynian-13-octan forbolu (PMA) zwigksza ich
adhezj¢ do plytek hodowlanych i zmienia morfologie, co jest cecha roznicowania monocytow
w makrofagi. Monocyty traktowane PMA charakteryzujg si¢ plaskim i1 ameboidalnym
ksztattem z dobrze rozwinigtym aparatem Golgiego i szorstka siateczka $rodplazmatyczna,
duza liczba rybosoméw w cytoplazmie, nizszym tempem proliferacji, wyzszym tempem

fagocytozy i wyzsza ekspresja CD11b i CD14 na powierzchni btony komérkowej [181].

s . (]
¢

PR :’.,‘l.,* € Sie, Vi e %) :
Rycinal4. Komorki THP-1 w hodowli 24 godziny po wysianiu (A) i po 48 godzinnej inkubacji
z 12-mirystynian-13-octanem forbolu (B). Zdjecie wykonano w Zaktadzie Farmakologii
Klinicznej UM w Biatymstoku; fot. Karol Rogowski. Powigkszenie 100x.
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3.3. Metody
3.3.1. Hodowle komorkowe

W badaniach wykorzystano standardowe techniki hodowli komorkowe;j, ktorych celem
bylo uzyskanie jednorodnych populacji komoérek. Hodowle komorek linii MCF-7, MDA-MB-
2311 THP-1 prowadzono w inkubatorze Memmert ICO150 (Memmert; Niemcy) w atmosferze
5% CO2 i temperaturze 37°C. Podloze dla adherentnych komorek MCF-7 i MDA-MB-231
stanowito medium hodowlane RPMI-1640 z dodatkiem 10% bydlecej surowicy ptodowej (FBS)
1 1% mieszaniny antybiotykow zawierajacej penicyling (50 U/ml) 1 streptomycyne (50 mg/ml).
Hodowle komorek adherentnych o konfluentnosci okoto 80% pasazowano przy uzyciu 0,25%
roztworu trypsyny co 3 dni i utrzymywano w hodowli nie dtuzej niz 2 miesiagce od rozmrozenia.
Nieadherentne komoérki THP-1 hodowano w podtozu RPMI-1640 zawierajacym 10% bydlece;j
surowicy ptodowej (FBS), 1% mieszaniny antybiotykéw oraz 0,05 mM merkaptoetanolu.
Zawiesing komorek pasazowano co 3-4 dni, a do badan wykorzystano komorki migdzy 8 a 12
pasazem.
Zgodnie z przyjetym modelem eksperymentalnym, badanie przeprowadzono w warunkach
monokultury 1 kokultury. Monokultury komoérek nowotworowych i monocytow wykonano na
sterylnych polistyrenowych plytkach 6-dotkowych. Komoérki wysiano w ilosci 1x10°
komorek/dotek. Liczbe komodrek okreslono za pomocg automatycznego licznika komorek
Scepter 3.0 (Merck, USA). Do badan zastosowano monokultury o gestosci komorek okoto 80%.
Hodowla w systemie insertow zostata wykorzystana jako model kokultury posrednie;j.
Wstepnie, komorki nowotworowe wysiano na sterylnej ptytce 6 dotkowej, a w kazdym dotku
umieszczono insert (ThinCert, Greiner, Niemcy) z komdrkami THP-1. Stosunek iloSciowy
monocytdow do komorek nowotworowych wynosit 10:1. Populacje komorek oddzielata
porowata membrana z tetraftalanu polietylenu o rozmiarze poréw 0,4 pm, ktora uniemozliwiata

fizyczne kontakty migdzy populacjami, ale pozwalala na chemiczng komunikacje miedzy nimi.

3.3.2. Badanie wpltywu tamoksyfenu na zywotnos¢ komorek MCF-7, MDA-MB-231 i THP-1
W niniejszej pracy analizie poddano modulujacy wptyw tamoksyfenu na komorki raka

sutka i monocyty w warunkach monokultury 1 kokultury. Zastosowana dawka zostata okre§lona

w badaniach wstepnych opartych na modelu oceny cytotoksyczno$ci tamoksyfenu i jego

wplywie na potencjal inwazyjny komoérek nowotworowych.

Tamoksyfen zostal rozpuszczony w dimetylosulfotlenku (DMSO) i dodany do hodowli

komorek do osiggniecia stezen: 0,1; 1; 10 1 50 pM. Stezenie DMSO w badanych prébach nie

przekraczato stezenia 0,1%. Czas inkubacji komorek z tamoksyfenem wynosit 24 godziny w
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standardowych warunkach przyjetych dla hodowli komoérkowych (37°C; 5% CO32). Sposrod
testowanych stezen do dalszych badan wybrano dawke 10 uM ze wzgledu na najwigksze

powtarzalne dzialanie cytotoksyczne tamoksyfenu mierzone testem MTT.

Tamoxifen Tamoxifen

\ U

MCF-7 | MDA-MB-231 it

- o o OO0O0O0O0O0O

Tamoxifen Tamoxifen

B \ {
THP-1 MCF-7 /| MDA-MB-231
QOOOOOOO - T T @

MCF-7 | MDA-MB-231 THP-1

- > S T OO0 OD

Rycina 15. Hodowle komérek MCF-7, MDA-MB-231 i THP-1 w warunkach monokultury (A)
i kokultury (B) poddanych 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen.

3.3.2.1. Test MTT

Test MTT zostal wykorzystany w celu okreslenia zywotnosci komoérek po ekspozycji na
wybrane stezenia tamoksyfenu. Test opiera si¢ na reakcji barwnej, ktora wynika ze
zdolnoéci  mitochondrialnej dehydrogenazy do przeksztalcania pomaranczowego,
rozpuszczalnego w wodzie bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowego do
nierozpuszczalnego w wodzie bigkitnego formazanu.
Adherentne komoérki MCF-7 i MDA-MB-231 wysiewano na 6-dotkowej plytce w iloSci
1x10°%/dotek i utrzymywano w hodowli do osiggnigcia konfluencji okoto 80%. W celu zbadania
wptywu tamoksyfenu na zywotno$¢ komoérek nowotworowych w warunkach kokultury w
kazdym dotku umieszczono insert z komoérkami THP-1. Komorki traktowano przez 24 godziny
tamoksyfenem o stezeniu 0,1; 1; 10 i 50 uM. Po 24 godzinnej inkubacji medium odessano za
pomocg pompki prozniowej, a komorki przeptukano 500 ul roztworu PBS o temperaturze 37°C.

Dolki opréozniono poprzez odessanie PBS, dodano 1 ml PBS i 50 ul roztworu MTT o stgzeniu
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Img/ml i inkubowano 30 minut w 37°C. Nastepnie do kazdego dotka dodano 1 ml DMSO, a
po 10 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej dodano 10 ul buforu Sorensena o pH
10,5 zawierajacego 0,1 M glicyny i 0,1 M NaCl. Zawarto$¢ dotkéw lekko zmieszano i
odczytano absorbancj¢ przy dlugosci fali 570 nm za pomocg spektrofotometru VWR UV-
6300PC.

W celu zbadania wptywu tamoksyfenu na monocyty hodowane w warunkach monokultury i
kokultury, komorki THP-1 poddano 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen o stezeniu 0,1; 1;
10 i 50 pM. Komorki przeniesiono do probowek laboratoryjnych z dnem stozkowym i
wirowano na wirowce laboratoryjnej (CAPP CRC-416X, 1220 obr./min; 5 minut). Komorki
zawieszono w 1 ml PBS z dodatkiem 50 ul roztworu MTT o stezeniu 1mg/ml i inkubowano 90
minut w 37°C. Komorki ponownie odwirowano, zawieszono w 1 ml DMSO i inkubowano 10
minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie dodano 10 pl buforu Sorensena o pH 10,5
zawierajacego 0,1 M glicyny i 0,1 M NaCl. Zawartos¢ probowek delikatnie zmieszano i

odczytano absorbancje przy dtugosci fali 570 nm.

3.3.2.2. Test migracji (test ,,gojenia rany”)

Test ,,gojenia rany” pozwala na oceng potencjatu inwazyjnego komoérek nowotworowych
w oparciu o ich aktywno$¢ migracyjng i proliferacyjna. Metoda polega na wykonaniu rysy w
hodowli jednowarstwowej a nastgpnie pomiarze jej zarastania. W celu wykluczenia
mechanicznego uszkodzenia komorek, rys¢ wykonano przy uzyciu dedykowanych do
eksperymentu samoprzylepnych dwukomorowych insertow wykonanych z biokompatybilnego
silikonu (Ibidi GmbH; Niemcy).
Dwukomorowe inserty o wymiarach 8.4 x 8.4 x 5 mm i powierzchni catkowitej 0,82 cm?
umieszczono w sterylnej ptytce 6 dotkowej (1 insert/dotek). Do kazdej komory insertu
wprowadzono 70 pl zawiesiny komorek o gestosci 2 x 10°. Po osiagnieciu petnej konfluentnosci
hodowli, inserty usuni¢to i uzupelniono pozywka hodowlang do objetosci catkowitej 2 ml.
Wedhug danych producenta, migdzy komorami uzyskano szczeling o szerokosci 500 pm. W
celu uzyskania warunkow kokultury, w kazdym dotku umieszczono insert membranowy z
komorkami THP-1. Komorki poddano 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen o stezeniu 10

uM.
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Rycina 16. Przygotowanie probki dla testu ,,gojenia rany” z uzyciem dwukomorowego insertu
silikonowego Ibidi (A; wg. materialow instruktazowych producenta Ibidi GmbH; rysunek
zmodyfikowany). Plytka 6-dotkowa z wysianymi komodrkami nowotworowymi sutka w
insertach Ibidi (zdjecie whasne; fot. Karol Rogowski).

Po uptywie 24 godzin, proby poddano analizie mikroskopowej z wykorzystaniem odwroconego
mikroskopu kontrastowo-fazowego Leica DM IL Led. Sporzadzono dokumentacje
fotograficzng szczeliny dla 3 losowo wybranych sektorow proby. Rozmiar szczeliny

analizowano za pomocg programu ImageJ.

3.3.3. Badanie wplhywu tamoksyfenu na aktywnos¢ immunologiczqg komorek THP-1

Status immunologiczny badano w oparciu o profil wybranych pro- i przeciwzapalnych
cytokin uwalnianych z monocytow linii THP-1 w monokulturze i kokulturach oraz markery
réznicowania monocytow w makrofagi o fenotypie prozapalnym M1 i przeciwzapalnym M2.
Zdolno$¢ komorek THP-1 do roéznicowania w makrofagi zbadano poprzez inkubacje¢ tych
komorek z mirystynianem-13-octanem forbolu (PMA) w dawce 100ng/ml przez 24, 48 i 72
godziny.
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3.3.3.1. Oznaczenie stezenia cytokin

Stezenie cytokin IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNFa oznaczono przy pomocy
zestawu Cytometric Bead Array Human Inflammatory Cytokines Kit (Becton Dickinson, USA).
Zestaw wykorzystuje kulki pokryte specyficznymi przeciwcialami, ktore stuzg jako
powierzchnia wychwytujgca cytokiny. Material do badan stanowily supernatanty z hodowli
komoérkowej, ktore otrzymano przez wirowanie poszczegolnych prob. Oznaczenie wykonano
zgodnie z instrukcja producenta zestawu. W pierwszym etapie oznaczenia przygotowano
seryjne rozcienczenia wzorca rozpuszczonego w buforze do rozcienczen (Assay Diluent).
Nastepnie sporzadzono mieszaning kulek sprzegnietych z przeciwciatami anty-1L-(3; IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12p70 i TNF-a. Na kazda badana probke przeznaczono 10 ul roztworu
podstawowego kazdego rodzaju kulek. Do cytometrycznych proboéwek pomiarowych dodano
odpowiednio 50 pl mieszaniny kulek, 50 pl roztworu wzorca lub proby badanej oraz 50 pl
odczynnika detekcyjnego Human Inflammatory Cytokine PE Detection Reagent. Proby
poddano 3 godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta. Nastepnie do
probéwek pomiarowych dodano 1 ml buforu ptuczacego i poddano wirowaniu na wiréwce
laboratoryjnej z predkoscig 200 rcf przez 5 minut. Kulki zawieszono w 300 pl buforu
phluczacego i poddano pomiarowi na cytometrze przeptywowym FACS Cantoll (Becton
Dickinson, USA). Uzyskane wyniki analizowano za pomoca oprogramowania FCAP Array

VV2.0.2 (Becton Dickinson, USA).

3.3.3.2. Analiza markeréw roznicowania monocytow THP-1 i fenotypu immunologicznego

Do oznaczenia ekspresji markeréw charakterystycznych dla makrofagéw i ich fenotypu
immunologicznego zastosowano metode cytometrii przeplywowe] w oparciu o swoiste
przeciwciala. Dla wykorzystanych w badaniu przeciwcial wykonano wtasciwe kontrole
izotypowe poprzez inkubacje komoérek kontrolnych THP-1 z immunoglobulinami klasy 1gG
skoniugowanymi z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Po 24 godzinnej ekspozycji na
tamoksyfen, komorki THP-1 odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut), a uzyskany osad
zawieszono W 4% roztworze paraformaldehydu (200 pl/10° komoérek) i inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 10 minut. Komorki przeptukano 1 ml PBS w temperaturze
pokojowej i odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut). Uzyskany osad zawieszono w 100 pl
0,1% roztworu Triton-X100 i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie komorki przeptukano 1 ml PBS i ponownie odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut).

Uzyskany osad zawieszono w 250 pl PBS i poddano znakowaniu przeciwciatami
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monoklonalnymi w st¢zeniach zalecanych przez producenta. W celu oznaczenia
wewnatrzkomorkowej ekspresji CD68, komorki THP-1 inkubowano bez dostgpu §wiatta w
temperaturze pokojowej przez 30 minut z przeciwcialem monoklonalnym skierowanym
przeciwko CD68 1 sprzggnietym z FITC. Stezenie przeciwciala w kazdej probie badanej
wynosito 0,125 pg/10° komoérek. Komorki przeptukano 1 ml PBS, odwirowano (1500 obr/min;
4°C; 5 minut) i zawieszono w 500 pul PBS. W celu identyfikacji arginazy-1 w badanych probach,
komorki inkubowano z pierwszorzedowym przeciwcialem monoklonalnym skierowanym
przeciwko arginazie-1 o stezeniu 2,6 ug/ml przez 30 minut w temperaturze pokojowe;.
Komorki odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut) i zawieszono w 250 ul PBS a nast¢pnie
inkubowano w zaciemnieniu w temperaturze pokojowej przez 30 minut z przeciwcialem
drugorzedowym zawierajacym FITC jako fluorofor. Nastgpnie komorki ponownie odwirowano
(1500 obr/min; 4°C; 5 minut) i zawieszono w 500 ul PBS. Analize przeprowadzono przy uzyciu

cytometrow przeptywowych FACS Lyric i FACS Cantoll.

3.3.4. Badanie wplywu tamoksyfenu na ekspresje sparowanych receptorow Siglec-5/14 i
elementow wewngtrzkomorkowych szlakow sygnalizacyjnych

Wplyw tamoksyfenu na proces nadzoru immunologicznego badano w oparciu o
cytometryczny pomiar ekspresji sparowanych receptoréw Siglec-5/14 na powierzchni komorek
THP-1 w warunkach monokultury i kokultury. Do oceny zmian w poziomie ekspresji genow
SIGLEC5, SIGLEC14, SHP1 (PTPN6), SHP2 (PTPN11), DAP12 (TYROBP) zastosowano
reakcje lancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (Real Time PCR) z uzyciem

specyficznych par starterow.

3.3.4.1. Oznaczenie ekspresji sparowanych receptorow Siglec-5/14 metodq cytometrii
przeplywowej

W badaniu wykorzystano komercyjnie dostepne przeciwcialo monoklonalne wigzace
zewnatrzkomoérkowg domeng sparowanych receptorow Siglec-5/14. Po 24 godzinnej
ekspozycji na tamoksyfen, komoérki THP-1 odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut), a
uzyskany osad zawieszono w 4% roztworze paraformaldehydu (200 pl/10° komorek) i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Komorki przeptukano 1 ml PBS w
temperaturze pokojowej i odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut), a uzyskany osad
zawieszono w 250 pl PBS i poddano znakowaniu przeciwciatem skoniugowanym z FITC.
Stezenie przeciwciata w kazdej probie badanej wynosito 5 ug/ml. Préby wraz z wlasciwymi

kontrolami izotypowymi inkubowano bez dostepu §wiatla w temperaturze pokojowej przez 30
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minut. Nastepnie komorki przeptukano 1 ml PBS, odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut) i
zawieszono w 500 ul PBS. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeptywowego
FACS Cantoll.

3.3.4.2. Badanie poziomu ekspresji genow metodg Real-time PCR

Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen, komorki THP-1 odwirowano (1500 obr/min;
4°C; 5 minut), przeptukano zimnym PBS i przeprowadzono izolacje catkowitego RNA przy
uzyciu gotowego zestawu RNasy Mini Kit wedlug instrukcji producenta. Stgzenie
wyizolowanych probek RNA mierzono na mikrospektrofotometrze UV-ViS NanoDrop 2000,
a takze oceniano ich czysto$¢ od biatka w oparciu o stosunek absorpcji przy dlugosci fal
260/280 nm.
W kolejnym etapie badania przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji, ktorej celem byto
otrzymanie stabilnego kwasu nukleinowego cDNA. Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano
gotowy zestaw SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR zgodnie z instrukcja
producenta. Przed przystapieniem do procedury probki RNA rozcienczono woda uzyskujac
ostatecznie stezenie 1 pg/ul RNA w roztworze. Reakcje odwrdconej transkrypcji
przeprowadzono przy uzyciu termocyklera PTC 200. Do sporzadzenia mieszaniny reakcyjne;j
uzyto: 1 pl roztworu RNA wyizolowanego z komoérek THP-1, 1 pl roztworu dNTP, 1 pl
starterow Oligo dT i wod¢ wolng od RNA-az (RNA-se free). Catkowita objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 10 pl. Zawarto$¢ probowek reakcyjnych inkubowano w temperaturze 65°C
przez 5 minut, a nastgpnie probki umieszczano w lodzie na 1 minute. Do kazdej probki RNA
dodano mieszaning RT Mix, ktora zawierata 2 pl buforu 10X RT, 4 ul 25 mM roztworu MgCl,
2 ul 0,1M roztworu DTT i 1 pl roztworu RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor.
Préby inkubowano w 25°C przez 2 minuty, a nastgpnie do kazdej do kazdej probki RNA dodano
1ul (50 jednostek) roztworu SuperScript™ II RT. Mieszaning ponownie inkubowano w
temperaturze 25°C przez 5 minut. Po tym czasie proby poddano kolejno inkubacji w
temperaturze 42°C przez 50 minut i 72°C przez 15 minut. Probowki reakcyjne mieszaning
reakcyjng schtodzono w lodzie, a nast¢pnie dodano 1 pl roztworu Rnase H 1 poddano koncowe;j
inkubacji w temperaturze 37°C przez 20 minut. Probéwki reakcyjne z otrzymanym cDNA
uzupetniono 150 pl woda wolna od RNa-az i przechowywano w temperaturze -20°C.
Do ilosciowej oceny poziomu ekspresji genow SIGLECS, SIGLEC14, SHP1 (PTPN6), SHP2
(PTPN11) i DAP12 (TYROBP) uzyto systemu detekcji fluorescencji Real Time PCR CFX 96

Connect. W reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym wykorzystano gotowe
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startery firmy Qiagen o tej samej temperaturze przylaczania. Sekwencje uzytych starteréw sg
objete tajemnica handlowa firmy Qiagen, ale byly zgodne baza danych Gene Bank.

W badaniu uzyto nastepujacych starterow:

» Dlagenu SIGLEC5: HS_SIGLEC5 1 SG QuantiTect Primer Assay

Dla genu SIGLEC14: HS_SIGLEC14 1 SG QuantiTect Primer Assay

Dla genu DAP12: HS_TYROBP_1_SG QuantiTect Primer Assay

Dla genu SHP1: HS PTPN6_1_ SG QuantiTect Primer Assay

Dla genu SHP2: HS PTPN11 1 SG QuantiTect Primer Assay

YV V V V

Do normalizacji badan wykorzystano gen referencyjny GAPDH z rodziny ,,housekeeping gene”
o stalym poziomie ekspresji w warunkach eksperymentu opierajac si¢ na komercyjnym
starterze firmy Qiagen: HS_GAPDH_1_SG QuantiTect Primer Assay.

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono z wykorzystaniem cDNA pozyskanego
w reakcji odwrotnej transkrypcji oraz zestawu QuantiTect™ SYBR Green PCR Master Mix.
Wedhug danych producenta mieszanina QuantiTect™ SYBR Green PCR Master Mix zawierala
polimeraz¢ DNA HotStart-Tag, mieszaning dNTP, barwnik fluorescencyjny SYBR Green |
oraz bufor reakcyjny.

Kazda probowka reakcyjna zawierata: 5 pl cDNA uzyskanego w wyniku reakcji odwrdconej
transkrypcji, 10 ul roztworu QuantiTect™ SYBR Green PCR Master Mix oraz 2 pl startera
badanego genu. Dla kazdego genu oznaczanego w poszczegdlnej probie badanej reakcje Real-
Time PCR wykonano w dwoch powtorzeniach.

W badaniu zastosowano nastepujace warunki reakcji amplifikacji:

1. wstepna aktywacja polimerazy HotStart-Taq 95°C- 15 min
2. denaturacja nici CDNA 95°C -30s

3. wigzanie starterow 55°C - 15s

4. synteza nici DNA 72°C - 30s

5. czytanie plytki

6. powtdrzenie cyklu denaturacja - synteza nici DNA 39x

7. krzywa topnienia — odczytywanie temperatury

denaturacji produktow co 2°Ci 2s
8. zakonczenie reakcji
Produkty reakcji amplifikacji badanych genéw oceniano na podstawie krzywej dysocjacji i
temperatur migknigcia poszczegdlnych produktéw wyznaczonych przez aparat pomiarowy.
Poziom ekspresji genow okreslono na podstawie krzywej wzorcowej wyznaczonej dla serii

rozcienczen cDNA pochodzacego z komorek kontrolnych THP-1. Wyniki wzglednej ekspresji
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otrzymano w postaci wartosci Ct- threshold cycle - cyklu reakcji PCR, w ktoérym nastapit
maksymalny wzrost fluorescencji, wyznaczonym w punkcie przecig¢cia z linig threshold, ktorej

poziom wyznaczany jest za pomoca krzywej wzorcowe;.

3.3.5. Ocena wigzania biatek fuzyjnych Siglec-5 Fc i Siglec-14 Fc do komérek nowotworowych
MCF-7 i MDA-MB-231.

W badaniu wykorzystano biatka fuzyjne Fc, ktorych struktura sktada si¢ z domeny Fc
IgG genetycznie potaczonej biatkiem bedacym przedmiotem zainteresowania o zachowanej
natywnej aktywnosci biologiczne;.
Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen w warunkach monokultury i kokultury, komoérki
MCF-7 i MDA-MB-231 zebrano z ptytek hodowlanych za pomocg sterylnego skrobaka i
odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut), a uzyskany osad zawieszono w 250 ul PBS. Do
kazdej proby badanej dodano biatka fuzyjne Siglec-5/Fc lub Siglec-14/Fc w stezeniu 5 ug/ml i
inkubowano w temperaturze 37°C przez 60 minut. Nastepnie, komorki przeptukano 1 ml PBS,
odwirowano (1500 obr/min; 4°C; 5 minut) i znakowano przeciwciatem drugorzgdowym o
wlasciwosciach fluorescencyjnych. Proby inkubowano bez dostepu $wiatta w temperaturze
pokojowej przez 30 minut, a nastepnie przeptukano 1 ml PBS, odwirowano (1500 obr/min; 4°C;
5 minut) i zawieszono w 500 pl PBS. Dla badanych prob przygotowano wiasciwe kontrole

izotypowe. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS Cantoll.

3.4. Analiza statystyczna

Dane przedstawione w postaci wykreséw sg Srednig + SD z 3-5 eksperymentow. Analizg
statystyczng przeprowadzono w oparciu o pakiet statystyczny Instat stosujac jednoczynnikowy
test ANOVA z testem post hoc Bonferoni. Za roznice istotne statystycznie uznano wyniki,

gdzie warto$¢ p byta mniejsza od 0,05.
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V. WYNIKI

4.1. Wplyw tamoksyfenu na zywotnos¢ komorek raka sutka linii MCF-7 i MDA-MB-231 oraz
monocytéw linii THP-1 hodowanych w warunkach monokultury i kokultury.

Ocena wplywu 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen na przezywalno$¢ komorek raka
piersi linit MCF-7 i MDA-MB-231 oraz monocytow THP-1 zostala wykonana w oparciu o test
MTT. Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, ze wraz ze wzrostem stgzenia
tamoksyfenu w zakresie 0,1-50 uM spada przezywalnos¢ badanych komorek. Analiza
zywotnosci komorek raka sutka linii MCF-7 i MDA-MB-231 hodowanych w warunkach
monokultury lub w obecno$ci monocytow THP-1 wykazata, Ze narazenie na tamoksyfen w
zakresie stezen 0,1 - 1 pM powoduje nieistotng statystycznie redukcje przezywalno$ci w
granicach od 1% do 6%. Narazenie na tamoksyfen w stezeniach 101 50 uM powodowato istotny
statystycznie spadek zywotnosci komorek nowotworowych linii MCF-7, zaréwno w

warunkach monokultury i kokultury (Rycina 17).
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Rycina 17. Analiza przezywalnosci komoérek raka piersi linii MCF-7 po 24 godzinnej
ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. Wyniki przedstawiono jako %
kontroli i stanowig $rednig = SD z trzech niezaleznych oznaczen. *p < 0,05 — rdznica istotna
statystycznie w stosunku do nietraktowanych komorek linii MCF-7.
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W warunkach monokultury, Zzywotnos¢ komorek linii MCF-7 ulegla redukcji o 22% dla
stezenia 10 pM 1 58% dla stezenia 50 pM. W warunkach kokultury zywotno$¢ komorek
traktowanych tamoksyfenem w st¢zeniu 10 uM 1 50 uM spadta odpowiednio o 16% 1 41%.

W populacji MDA-MB-231 zanotowano zahamowanie wzrostu komérek nowotworowych po
24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen w stezeniu 10 uM 1 50 uM o odpowiednio 7% i 13% w
monokulturze oraz 4% i 11% w kokulturze (Rycina 18). Obserwowane zmiany byly nieistotne

statystycznie w poréwnaniu do komorek nietraktowanych tamoksyfenem.
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Rycina 18. Analiza przezywalnosci komorek raka piersi liniit MDA-MB-231 po 24 godzinnej
ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. Wyniki przedstawiono jako %
kontroli i stanowia $rednig + SD z trzech niezaleznych oznaczen.

Wyniki przedstawione na Rycinie 19 obrazuja wptyw tamoksyfenu na przezywalnos¢ komorek
linii THP-1 utrzymywanych w warunkach monokultury oraz hodowanych w obecnosci
komorek nowotworowych sutka MCF-7 lub MDA-MB-231. Analiza statystyczna uzyskanych
wynikow wykazata, Ze narazenie komorek THP-1 na tamoksyfen w zakresie stezefn 0,1 - 10 uM
powoduje nieistotng statystycznie redukcje ich przezywalnosci w granicach od 2% do 6%.
Znamienny spadek zywotnosci komorek THP-1 w stosunku do komorek nietraktowanych

zanotowano w monokulturach i kokulturach narazonych na 50 pM tamoksyfenu.
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Rycina 19. Analiza przezywalnosci monocytow linii THP-1 po 24 godzinnej ekspozycji na
tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT. Wyniki przedstawiono jako % kontroli i stanowig
$rednig + SD z trzech niezaleznych oznaczen. *p < 0,05 — roznica istotna statystycznie w
stosunku do nietraktowanych komorek linii THP-1.

Do dalszych badan nad immunomodulacyjnym dzialaniem tamoksyfenu na komoérki THP-1

wybrano stezenie 10 pM.

4.2. Ocena wplywu tamoksyfenu na potencjat migracyjny komorek raka piersi linii MCF-T i
MDA-MB-231 w warunkach monokultury lub w kokulturze z monocytami linii THP-1.

W celu potwierdzenia danych uzyskanych w tescie redukcji MTT, oceniono wpltyw
tamoksyfenu na aktywnos$¢ biologiczng komorek raka sutka poprzez analiz¢ zdolno$ci migracji
1 proliferacji komoérek w tescie ,,gojenia rany”’. Potencjal migracyjny mierzono w oparciu o
pomiar pola powierzchni mig¢dzy dwiema krawedziami konfluentnej hodowli komorek
nowotworowych sutka w warunkach monokultury i kokultury po ekspozycji na 10 pM
tamoksyfenu.

Wyniki eksperymentu przedstawiono za pomoca zdje¢ wykonanych w momencie wykonania
,rany” oraz po 24 godzinach od rozpoczecia badania i ekspozycji na tamoksyfen (Ryciny 20 i
22) oraz wykresach sporzadzonych w oparciu o wyniki pomiaru powierzchni (Ryciny 21 i 23).

W monokulturach komoérek linii MCF-7 i ich kokulturach z monocytami linii THP-1 pole
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powierzchni szczeliny zmniejszylo si¢ znamiennie odpowiednio o 43% i 21% w ciagu 24
godzin od wykonania ,rany”. Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen zanotowano

zmniejszenie pola powierzchni wolnej od komérek o 21% w monokulturze i 12 w kokulturze
(Ryciny 20, 21).

24h

24h
+ tamoksyfen

Rycina 20. Wptyw tamoksyfenu na potencjal migracyjny komorek MCF-7. Reprezentatywne

zdjecia przedstawiajace proces ,,gojenia rany” w monokulturze komorek MCF-7 lub w
kokulturze z monocytami linii THP-1.
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Rycina 21. Wptyw tamoksyfenu na potencjat migracyjny komorek MCF-7. Analiza pola
powierzchni ,,rany” w trakcie 24 godzinnego doswiadczenia. Wyniki przedstawiono jako %
kontroli i stanowig $rednig + SD z trzech niezaleznych oznaczen. *p < 0,05 — réznica istotna
statystycznie w stosunku do nietraktowanych komorek linii MCF-7 w czasie Oh.

Ryciny 22 i 23 przedstawiaja aktywnos¢ migracyjng i proliferacyjng komorek raka sutka linii
MDA-MB-231. Pomiar powierzchni wolnej od komorek wykazat, ze w monokulturach
komorek linii MCF-7 i ich kokulturach z monocytami linii THP-1 pole powierzchni szczeliny
zmniejszyto si¢ znamiennie odpowiednio 0 68% 1 52% w ciagu 24 godzin od wykonania ,,rany”.
W populacji MDA-MB-231 narazonej na 24 godzinng ekspozycje na 10 pM tamoksyfenu
zanotowano istotne statystycznie zmniejszenie pola powierzchni ,,rany” odpowiednio o 39% w

monokulturze oraz 30% w kokulturze.
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MDA-MB-231

Rycina 22. Wplyw tamoksyfenu na potencjal migracyjny komoérek MDA-MB-231.
Reprezentatywne zdje¢cia przedstawiajace proces ,,gojenie rany” w monokulturze komorek
MCF-7 lub w kokulturze z monocytami linii THP-1.
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Rycina 23. Wptyw tamoksyfenu na potencjat migracyjny komorek MDA-MB-231. Analiza
pola powierzchni ,,rany” w trakcie 24 godzinnego doswiadczenia. Wyniki przedstawiono jako
% kontroli i stanowig $rednig = SD z trzech niezaleznych oznaczen. *p < 0,05 — r6znica istotna
statystycznie w stosunku do nietraktowanych komorek linii MCF-7 w czasie Oh.

4.3. Wplyw tamoksyfenu na ekspresje cytokin w monokulturach monocytow linii THP-1
i kokulturach z komorkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231.

Immunomodulacyjny wptyw tamoksyfenu oszacowano na podstawie cytometrycznej
analizy stezen wybranych cytokin w monokulturach monocytow linii THP-1 i kokulturach z
komorkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231. Poréwnanie analizowanych poziomow
TNFa, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-12p70, okreslanych jako ilo$¢ biatka cytokinowego na
mililitr supernatantu komorkowego, wykazato réznice migdzy komodrkami nietraktowanymi 1
traktowanymi tamoksyfenem. Srednie stezenia cytokin TNFo, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-
12p70 w nadsaczach monocytow THP-1 w badanych uktadach hodowli komorkowych
przedstawia (Rycina 23;A-F).
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Rycina 24. Stezenie TNFa (A), IL-1p (B), IL-6 (C), IL-8 (D), IL-10 (E) i 1L-12p70 (F) w
monokulturach i kokulturach monocytéw linii THP-1. Kazda kolumna przedstawia $rednig
wartos$¢ stezenia z 3 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — rdznica istotna statystycznie w
stosunku do nietraktowanych monocytow kontrolnych w odpowiednim uktadzie komorkowym;
# - stezenie <0,01 pg/ml (ponizej progu oznaczalnosci).
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W prébkach monocytow THP-1 hodowanych w monokulturze stwierdzono nizsze poziomy
TNF-a, IL-6 i IL-8 w porownaniu z ich st¢zeniami w probkach uzyskanych z kokultur
monocytow z komoérkami MCF-7 lub MDA-MB-231. Jednocze$nie, nie stwierdzono
wydzielania IL-1p, IL-10 i IL-12p70 w probkach pochodzacych z monokultury monocytow
THP-1. W kokulturach komoérkowych zaobserwowano wysokie poziomy wszystkich
testowanych testowanych cytokin w grupach doswiadczalnych z wyjatkiem I1L-10 w kokulturze
monocytow THP-1 z komorkami raka sutka linii MCF-7 i IL-12p70 w kokulturze monocytow
THP-1 z komoérkami raka sutka linii MDA-MB-231. Srednie stgzenie TNFa (pg/ml) w
nadsaczach komorkowych uzyskanych z monokultury komoérek THP-1 oraz kokultur z
komoérkami MCF-7 i MDA-MB-231 wynosito odpowiednio: 0,62 £+ 0,32; 26,7 + 7,51 41,04 +
5,9, a po 24 godzinnej ekspozycji na 10 uM tamoksyfenu wzrosto odpowiednio do wartosci:
4,06 = 0,68; 95,21 + 14,81 92,02 + 7,3. Powyzsze zmiany byly istotne statystycznie (p<0,05);
Rycina 24A. Statystycznie wyzsze stezenia IL-1p (pg/ml) zanotowano w nadsgczach
komoérkowych uzyskanych z kokultur monocytow THP-1 z komérkami MCF-7 oraz MDA-
MB-231 po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen i wynosity odpowiednio: 89,53 + 11,5 vs.
46,06 + 7,06 w grupie kontrolnej oraz 1669 + 68,9 vs. 1399 + 74,10 w grupie kontrolne;j
(Rycina 24B). Analiza statystyczna wykazata, ze 24 godzinna ekspozycja komorek THP-1 na
tamoksyfen w monokulturze i kokulturze z komoérkami MCF-7 nie zmienia istotnie st¢zenia IL-
6 i IL-8 w poréwnaniu do poziomu oznaczonego w probach kontrolnych.

Srednie stezenie IL-6 (pg/ml) w nadsaczu komoérkowym uzyskanym z kokultury monocytow
THP-1 z komoérkami MDA-MB-231 wynosito 345 + 14,8 pg/ml i zmniejszylo si¢ istotnie
statystycznie po 24 godzinnej ekspozycji na 10 uM tamoksyfenu do poziomu 278 + 15,85 pg/ml
(Rycina 24C). Przeciwny efekt zanotowano w przypadku oznaczenia stezenia IL-8.
Statystycznie wyzsze stezenie IL-8 (pg/ml) zanotowano w nadsaczach komoérkowych
uzyskanych z kokultur monocytéw THP-1 z komérkami MDA-MB-231 po 24 godzinnej
ekspozycji na tamoksyfen (18768 + 394 vs. 14667 + 459 w grupie kontrolnej; Rycina 24D).
Wyniki przedstawione na Rycinie 24E obrazuja wpltyw tamoksyfenu na produkcje i
wydzielanie IL-10 w poszczegolnych uktadach komoérkowych. Srednie stgzenie IL-10 (pg/ml)
w nadsaczu komorkowym uzyskanym z kokultury monocytéw linii THP-1 z komoérkami MDA -
MB-231 po ekspozycji nal0 puM tamoksyfenu wynosito 5,07 + 0,59 pg/ml i byto statystycznie
wyzsze od poziomu w grupie kontrolnej (2,71 £ 0,23 pg/ml). W zastosowanym modelu
badawczym stezenie IL-12p70 zostato zmierzone tylko w nadsgczu komoérkowym uzyskanym
z kokultury monocytéw THP-1 z komoérkami MCF-7 traktowanej 10 pM tamoksyfenu przez
24 godziny i wynosito 0,43 £ 0,1 pg/ml (Rycina 24F).
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4.4. Wpbyw tamoksyfenu na ekspresje CD68 w monokulturach monocytow linii THP-1
i kokulturach z komorkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231.

W celu okreslenia zdolnosci monocytow linii THP-1 do r6znicowania si¢ w makrofagi,
komorki poddano stymulacji mirystynianem-13-octanem forbolu w dawce 100 ng/ml przez 24,

48 1 72 godziny. W komorkach oznaczono ekspresje CD68 metoda cytometrii przeptywowe;.

400 =
60—
x
300 = *
] = *
2 200 = g.
IE o
= 332':"
100 =
-
n-
0 Al oG A "
qu-x’i '60 .-th 'b‘-b ,\"'I.r
ad ﬂp{”
&
\"b
o
)
GQ-
N

Rycina 25. Wptyw mirystynianu-13-octanu forbolu (PMA) na ekspresj¢ CD68 w monocytach
linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiaja
kontrole izotypowa (histogram szary), grup¢ kontrolng (linia czarna), PMA 24h (linia
niebieska), PMA 48h (linia r6zowa) 1 PMA 72h (linia zielona). Wykresy slupkowe
przedstawiaja odsetek populacji = SD 1 sg $rednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05
— rdznica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych komorek linii THP-1.

Wyniki analizy cytometrycznej wykazaty, ze komorki z ekspresja CD68 stanowity 8,07 £ 3,55%
calkowitej populacji analizowanej jako grupa kontrolna. Po stymulacji za pomoca PMA przez
24, 48 1 72 godziny, komorki z ekspresjg CD68 stanowity odpowiednio 22,11 + 6,63%; 35,84
+6,35% 1 39,6 + 7,25% badanej populacji (Rycina 25).

Na Rycinach 26, 27 i 28 przedstawiono zmiany ekspresji CD68 w odpowiedzi na 10 uM
tamoksyfenu w poszczegdlnych uktadach komorkowych. W przypadku monokultury
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monocytow linii THP-1 zastosowanie tamoksyfenu znamiennie statystycznie zwigkszyto
ekspresje CD68 w 13,6 £ 2,45% populacji analizowanych komoérek w poréwnaniu do populacji
nietraktowanej (8,07 £ 3,55%).
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Rycina 26. Wptyw tamoksyfenu na ekspresj¢ CD68 w monocytach linii THP-1. Histogramy
uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiaja kontrole izotypowa
(histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy
stupkowe przedstawiaja odsetek populacji = SD 1 sg $rednig z 5 niezaleznych eksperymentdw;
*p < 0,05 —réznica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych komorek linii THP-1.

W kokulturze monocytéw linii THP-1 z komodrkami raka sutka linii MCF-7 tamoksyfen
indukowal ponad dwukrotny wzrost ekspresji CD68. W porownaniu do grupy kontrolnej ilos$¢
komorek z ekspresjag CD68 wzrosta z 11.79 + 4,85% w grupie kontrolnej do 24,59 + 6,27% w

populacji traktowanej tamoksyfenem.
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Rycina 27. Wptyw tamoksyfenu na ekspresj¢ CD68 w monocytach linii THP-1 w hodowli z
komorkami raka piersi MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek
1 przedstawiaja kontrole izotypowa (histogram szary), grupg¢ kontrolng (linia czarna),
tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiaja odsetek populacji = SD i sg
Srednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — r6znica istotna statystycznie w stosunku
do nietraktowanych komorek linii THP-1.

Najwyzszy poziom ekspresji CD68 zanotowano w monocytach linii THP-1 w hodowli z
komorkami raka sutka linit MDA-MB-231. Wyniki analizy cytometrycznej wykazaty, ze w tym
uktadzie komorkowym monocyty z ekspresja CD68 stanowity 18,52 + 4,55% populacji
komorek kontrolnych, podczas gdy 24 godzinna ekspozycja na tamoksyfen zwigkszata

ekspresje CD68 do 31.56 + 6,25% analizowanej populacji.
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Rycina 28. Wptyw tamoksyfenu na ekspresj¢ CD68 w monocytach linii THP-1 w hodowli z
komorkami raka piersi MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000
komorek 1 przedstawiajg kontrole izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna),
tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiaja odsetek populacji = SD 1 s3
Srednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — r6znica istotna statystycznie w stosunku
do nietraktowanych komorek linii THP-1.

4.5. Wplyw tamoksyfenu na ekspresje¢ arginazy-1 w monokulturach monocytow linii THP-1
i kokulturach z komdérkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231.

Biorgc pod uwage zdolno$¢ monocytow do réznicowania si¢ w makrofagi i ich
zaangazowanie w formowanie mikrosrodowiska guza piersi, oceniliSmy ekspresj¢ arginazy-1
jako markera fenotypu immunosupresyjnego M2. Na Rycinach 29, 30 i 31 przedstawiono
zmiany wewnatrzkomorkowej ekspresji arginazy-1 w odpowiedzi na 10 pM tamoksyfenu w
poszczegbdlnych uktadach komorkowych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowane w
badaniu przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciwko arginazie-1 potwierdzito wysoka
ekspresje tego enzymu we wszystkich analizowanych probach. Sposrod testowanych uktadow
komorkowych wysoki poziom ekspresji arginazy-1 zanotowano w niestymulowanych
monocytach linii THP-1 hodowanych w warunkach monokultury lub w kokulturze z
komoérkami raka sutka linit MDA-MB-231. Ilos¢ komorek wykazujacych ekspresje arginazy-1
w tych grupach wynosita odpowiednio 53 + 7,2% 1 72,4 + 12,2%. Najnizszy poziom ekspresji

arginazy-1 w grupie komorek kontrolnych obserwowano w monocytach linii THP-1
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hodowanych w obecnosci komorek nowotworowych MCF-7, co stanowito 25,1 + 9.5% badanej

populacji.
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Rycina 29. Wplyw tamoksyfenu na eckspresj¢ arginazy-1 w monocytach linii THP-1.
Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komodrek i przedstawiaja kontrole
izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona).
Wykresy stupkowe przedstawiajg odsetek populacji = SD i s3 $rednig z 5 niezaleznych
eksperymentoéw; *p < 0,05 — roznica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych
komorek linii THP-1.

Stymulacja tamoksyfenem w stezeniu 10 uM przez 24 godziny skutkowata spadkiem ekspres;i
arginazy-1 w badanych populacjach. W przypadku monokultury monocytow linii THP-1
zastosowanie tamoksyfenu zmniejszato ekspresj¢ arginazy-1 o 17%, a taczna ilo$¢ komorek
wykazujacych ekspresje enzymu stanowita w 35,4 + 5,7% populacji analizowanych komorek
(Rycina 29). Podobng tendencj¢ zaobserwowano w populacji monocytow THP-1 w warunkach
kokultury z komérkami MCF-7. Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen ilo§¢ komorek z
ekspresja arginazy-1 byta dwukrotnie nizsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej i stanowita
12.1 £ 7,4% (Rycina 30). Opisane roznice byly istotne statystycznie. Nie zaobserwowano
istotnych statystycznie r6znic w populacji monocytow THP-1 w hodowli z komérkani MDA -
MB-231 (Rycina 31).
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Rycina 30. Wptyw tamoksyfenu na ekspresje arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w hodowli
z komoérkami raka piersi MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000
komorek i1 przedstawiajg kontrole izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna),
tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiaja odsetek populacji = SD 1 s3
$rednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — ro6znica istotna statystycznie w stosunku
do nietraktowanych komorek linii THP-1.
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Rycina 31. Wpltyw tamoksyfenu na ekspresje arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w hodowli
z komorkami raka piersi MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000

komorek 1 przedstawiajg kontrole izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna),
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tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiajg odsetek populacji = SD 1 sg
srednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — ro6znica istotna statystycznie w stosunku
do nietraktowanych komorek linii THP-1.

4.6. Wplyw tamoksyfenu na ekspresje sparowanych receptorow Siglec-5/14 w monokulturach
monocytow linii THP-1 i kokulturach z komérkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231.

Do oceny wplywu tamoksyfenu na ekspresj¢ sparowanych receptorow Siglec-5 1 Siglec-
14 metoda cytometrii przeptywowej zastosowano przeciwcialo monoklonalne wigzace domeng
zewnatrzkomorkowg receptora Siglec-5 i Siglec-14. Na Rycinach 32, 33 i 34 przedstawiono
zmiany ekspresji badanych receptorow na btonach komoérkowych w monocytach THP-1 w
odpowiedzi na 10 pM tamoksyfenu w poszczegdlnych uktadach komorkowych. Ekspresja
biatek Siglec-5 i Siglec-14 w komorkach kontrolnych THP-1 byta podobna do tej
obserwowanej w komorkach rosnacych w obecnosci komérek MCF-7 i MDA-MB-231, a
taczna ilo$¢ komorek w badanych populacjach wynosita odpowiednio 29.9 + 3,3%; 29,4 + 2,88
27,8 +4,0%.
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Rycina 32. Wplyw tamoksyfenu na ekspresje receptorow Siglec-5/14 w monocytach linii THP-
1. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek 1 przedstawiajg kontrole
izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona).
Wykresy stupkowe przedstawiaja odsetek populacji £ SD i sg $rednig z 5 niezaleznych
eksperymentow; *p < 0,05 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do nietraktowanych
komorek linii THP-1.
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Stymulacja tamoksyfenem w st¢zeniu 10 uM przez 24 godziny skutkowata zmiang ekspresji
sparowanych receptorow Siglec-5/14 w populacjach monocytow linii THP-1 w zastosowanych
uktadach komoérkowych. W monokulturze, ilo$¢ komorek z ekspresja Siglec-5/14 wzrosta 0 2,7%
i stanowita 32,6 + 2,17% badanej populacji (p>0,05; Rycina 32). Wzrost ekspresji receptoréw
Siglec-5/14 zaobserwowano rowniez w populacji monocytow THP-1 w warunkach kokultury
z komoérkami MCF-7 i MDA-MB-231. Po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen ilo$¢
komorek z ekspresjg receptoréw Siglec-5/14 w kokulturze z komoérkami linii MCF-7 byta
Znamiennie wyzsza w porownaniu do grupy kontrolnej i stanowita 46,5 + 4,13% badane;j
populacji komorek (Rycina 33). Analiza ekspresji receptoréw sparowanych Siglec-5/14 po 24
godzinach ekspozycji monocytow linii THP-1 utrzymywanych w kokulturze z komorkami raka
sutka MDA-MB-231 wykazala nieistotny statystycznie wzrost ekspresji receptora o 7,2% w
stosunku do grupy kontrolnej (Rycina 34).
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Rycina 33. Wptyw tamoksyfenu na ekspresje receptorow Siglec-5/14 w monocytach linii THP-
1 w hodowli z komérkami raka piersi MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej
10000 komorek i przedstawiaja kontrole izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia
czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiajg odsetek populacji +
SD i sg $rednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — réznica istotna statystycznie w
stosunku do nietraktowanych komorek linii THP-1.
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Rycina 34. Wptyw tamoksyfenu na ekspresj¢ receptorow Siglec-5/14 w monocytach linii THP-
1 w hodowli z komoérkami raka piersi MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy
cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiajg kontrole izotypowa (histogram szary), grupe
kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy shupkowe przedstawiaja
odsetek populacji £ SD i sg §rednig z 5 niezaleznych eksperymentow.

4.7. Ocena ekspresji genow SIGLECS, SIGLEC14, PTPN6, PTPN11 i TYROBP monokulturach
monocytow linii THP-1 i kokulturach z komorkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231.
Biorgc pod uwage potencjat immunomodulacyjny selektywnych modulatorow
receptorow estrogenowych 1 udzial receptoréw Siglec w procesach nowotworowych, ocenie
ilosciowej metoda Real Time PCR poddano wptyw tamoksyfenu na mechanizmy regulacji
odpowiedzi immunologicznej zaleznej od receptorow Siglec na poziomie gendéw. Zmiany
poziomu transkryptow badanych gendéw przedstawiono na Rycinie 35 (A-E). Analiza poziomu
transkryptow gendw wykazala poréwnywalng ekspresje genow SIGLECS 1 SIGLECI14 w
komorkach THP-1 hodowanych w warunkach monokultury i kokulturach z komoérkami raka
sutka linii MCF-7 i MDA-MB-231. Sredni poziom transkryptu genu SIGLEC5 w komérkach
THP-1 pochodzacych z monokultury oraz kokultur z komérkami MCF-7 i MDA-MB-231
wynosit odpowiednio: 4,16 + 0,44; 4,19 + 0,58 12,52 + 0,34, a po 24 godzinnej ekspozycji na
10 uM tamoksyfenu zanotowano wzrost odpowiednio do wartosci: 9,42 + 1,2; 10,38 + 0,25 i

14,08 + 1,25. Powyzsze zmiany byly istotne statystycznie (p<0,05); Rycina 35A.
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Rycina 35. Poziom transkryptow genéw SIGLECS, SIGLEC14, PTPN6, PTPN11 i TYROBP
w monokulturach i kokulturach monocytoéw linii THP-1. Wynik eksperymentu przedstawia
relatywna ekspresje genu i jest srednig £ SD z trzech probek; *p < 0,05 — rdéznica istotna
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statystycznie w stosunku do nietraktowanych monocytéw kontrolnych w odpowiednim
uktadzie komorkowym.
Mimo ze zmiany ekspresji genu SIGLECI14 utrzymywaly tendencj¢ wzrostowa, poziom

transktyptow tego genu byl znacznie wyzszy niz genu SIGLECS. Sredni poziom transkryptu
genu SIGLEC14 w komorkach THP-1 pochodzgcych z monokultury oraz kokultur z
komorkami MCF-7 i MDA-MB-231 wynosit odpowiednio: 31,14 + 6,17; 28,76 + 4,891 19,37
+ 5,41, a po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfenu w stezeniu 10 pM zanotowano wzrost
odpowiednio do warto$ci: 87,47 + 5,92; 54,41 + 9,2 1 68,38 &+ 11,3. Powyzsze zmiany byly
istotne statystycznie (p<0,05; Rycina 35B). Sredni poziom transkryptow genéw PTPNG i
PTPN11 w komérkach THP-1 pochodzacych z monokultury wynosit odpowiednio: 10,13 +
1,891 139 + 13,58, a po 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfenu w stezeniu 10 uM zanotowano
istotny statystycznie wzrost odpowiednio do wartosci: 30,4 + 8,44; 213,16 + 24,2 (Ryciny 35C,
D). Ekspresja transkryptow PTPN6 i PTPN11 w monocytach THP-1 rosngcych w obecnos$ci
komorek MCF-7 pozostawata niezmieniona po ekspozycji na tamoksyfen. Po 24 godzinnej
ekspozycji na tamoksyfen, poziom transkryptu genu PTPN11 w monocytach linii THP-1
pochodzacych z kokultur z komérkami MDA-MB-231 byl znamiennie wyzszy w poréwnaniu
z komoérkami kontrolnymi (196,15 + 17,4 vs. 113,8 = 9,9), podczas gdy poziom transkryptu
PTPNG6 byl znamiennie nizszy w porOwnaniu z grupa kontrolng (18,39 +£2.,21 vs. 8,57 + 1,13).
Analiza poziomu transkryptu genu TYROBP wykazata istotny statystycznie wzrost W
monokulturze komorek linii THP-1 i w kokulturze tych komodrek z komorkami raka sutka linii
MDA-MB-231 po 24 godzinnej ekspozycja na tamoksyfen. Zmiany poziomu transkryptu genu
w monocytach THP-1 w kokulturze z komérkami MCF-7 nie byty istotne statystycznie (Rycina
35E).

4.8. Wplyw tamoksyfenu na wigzanie biatek fuzyjnych Siglec-5/Fc i Siglec-14/Fc z komdérkami
raka sutka linit MCF-7 i MDA-MB-231.

Zgodnie z ogo6lng hipoteza sjaloglikany powierzchniowe komorek nowotworowych
petnig kluczowa role w procesie rozpoznawania biologicznego 1 nadzorze immunologicznym.
W badaniu oceniono wptyw tamoksyfenu na wigzanie rozpuszczalnych rekombinowanych
bialek fuzyjnych receptora Siglec-5 i Siglec-14 z liniami komoérkowymi raka piersi. Wyniki
analizy cytometrycznej komorek MCF-7 i MDA-MB-231 wykazaly, ze testowane biatka
fuzyjne ulegaja interakcji z powierzchnig blony komorek nowotworowych w przyjetych w
badaniu uktadach komoérkowych. Analiza cytometryczna wykazata, ze ekspozycja komorek

MCF-7 na tamoksyfen zwigkszala powinowactwo biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc o okoto 29%
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w monokulturze i 18% w kokulturze z monocytami THP-1, co stanowito odpowiednio 56,9 +
6,55% 1 62,9 £ 9,25% analizowanej populacji. Powyzsze zmiany byly istotne statystycznie
(p<0,05); Ryciny 36 i 37.
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Rycina 36. Wpltyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komorkami raka
sutka MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiajg
kontrole izotypowa (histogram szary), grup¢ kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia
czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiaja odsetek populacji = SD 1 sg S$rednig z 5
niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do grupy
kontrolnej.

W populacji komorek MDA-MB-231 poddanej 24 godzinnej ekspozycji na tamoksyfen,
interakcja z biatkiem fuzyjnym Siglec-5/Fc wzrosta o 12% w monokulturze (p>0,05) i 32% w
kokulturze komorek nowotworowych z monocytami THP-1 (p<0,05), co stanowito

odpowiednio 50,2 + 10,8% 1 57,9 + 11,4% analizowanej populacji (Ryciny 38 i 39).
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Rycina 37. Wpltyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komoérkami raka
sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy
cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiaja kontrole izotypowa (histogram szary), grupe
kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy shupkowe przedstawiaja
odsetek populacji = SD i sg §rednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 —réznica istotna
statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej.
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Rycina 38. Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komdrkami raka
sutka MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek i
przedstawiajg kontrole izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna), tamoksyfen
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(linia czerwona). Wykresy slupkowe przedstawiajg odsetek populacji = SD 1 sg $rednig z 5
niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — réznica istotna statystycznie w stosunku do grupy
kontrolne;j.
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Rycina 39. Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komorkami raka
sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy
cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiaja kontrole izotypowa (histogram szary), grupe
kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy stlupkowe przedstawiajg
odsetek populacji = SD i sg §rednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 —réznica istotna
statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej.

Poziom wigzania biatka fuzyjnego Siglec-14/Fc w populacji komorek raka sutka liniit MCF-7
wskazywal tendencj¢ wzrostowa w odpowiedzi na 24 godzinng stymulacj¢ tamoksyfenem w
warunkach monokultury jak rowniez w obecnosci monocytéw linii THP-1 (Ryciny 40 i 41). W
monokulturze 1 kokulturze, komoérki MCF-7 wigzace na powierzchni blony komorkowej biatko
fuzyjne Siglec-14/Fc stanowily odpowiednio 30,7 +4,2% i 47,4 + 14,2% badanej populacji. W
odpowiedzi na tamoksyfen ilo§¢ badanych komoérek w powyzszych grupach byta odpowiednio

wyzsza 0 4,7% 1 18,6%. Dla powyzszych zmian nie zanotowano znamiennosci statystyczne;j.
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Rycina 40. Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komoérkami raka
sutka MCF-7. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiaja
kontrole izotypowa (histogram szary), grup¢ kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia

czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiaja odsetek populacji = SD i sg $rednig z 5
niezaleznych eksperymentow.
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Rycina 41. Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komoérkami raka
sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy
cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiajg kontrole izotypowa (histogram szary), grupe
kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiaja
odsetek populacji + SD 1 sg §rednig z 5 niezaleznych eksperymentow.
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Wyniki analizy cytometrycznej komoérek MDA-MB-231 sugeruja, ze biatko fuzyjne Siglec-
14/Fc wiaze si¢ z powierzchnig blony komoérek nowotworowych w zastosowanych uktadach
komoérkowych (Ryciny 42 i 43). Analiza cytometryczna wykazata, ze ekspozycja komoérek
MDA-MB-231 na tamoksyfen zwickszala powinowactwo biatka fuzyjnego Siglec-14/Fc o
okoto 11% w monokulturze i 13% w kokulturze z monocytami THP-1, a komoérki MDA-MB-
231 wigzace na powierzchni blony komodrkowej biatko fuzyjne Siglec-14/Fc stanowity
odpowiednio 35,1 + 4,45% i 50,8,4 + 8,3% badanej populacji. Dla powyzszych zmian

zanotowano znamienno$¢ statystyczna.

(4]
(=]
]

o
(=]
|

2460 =

(4]
(=]
|

200 =

% populacji
[ ]
T

150 =

104 T

ilos¢ komérek

100 =

50 =

FITC (intensywnos¢ fluorescencyi) {\6

Rycina 42. Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komorkami raka
sutka MDA-MB-231. Histogramy uzyskano z analizy cytometrycznej 10000 komorek i
przedstawiajg kontrole izotypowa (histogram szary), grupe kontrolng (linia czarna), tamoksyfen
(linia czerwona). Wykresy stupkowe przedstawiaja odsetek populacji = SD i sg $rednig z 5
niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 — rdznica istotna statystycznie w stosunku do grupy
kontrolnej.
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Rycina 43. Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komorkami raka
sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1. Histogramy uzyskano z analizy
cytometrycznej 10000 komorek i przedstawiaja kontrole izotypowa (histogram szary), grupe
kontrolng (linia czarna), tamoksyfen (linia czerwona). Wykresy slupkowe przedstawiaja
odsetek populacji = SD i sg §rednig z 5 niezaleznych eksperymentow; *p < 0,05 —rdznica istotna
statystycznie w stosunku do grupy kontrolne;.
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V. DYSKUSJA

Rak piersi stanowi grupe nowotworow charakteryzujaca si¢ si¢ duzym zrdéznicowaniem i
heterogennos$cig na ptaszczyznie molekularnej i morfologicznej [182]. Badania genomu i
proteomu komodrek nowotworowych piersi zdefiniowaty grupy genéw 1 biatek, ktorych zmiana
ekspresji 1 struktury wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia procesu nowotworowego
I jest czynnikiem diagnostycznym i prognostycznym w anatomicznym systemie oceny stopnia
zaawansowania i strategii terapeutycznej [183,184,185]. Badania ostatnich lat wykazaty, ze
mechanizmy progresji nowotworowe] wykraczajg poza zmiany wewnatrzkomérkowe 1 sg
zwigzane z mikro$rodowiskiem guza, a interakcja komorek nowotworowych z ich otoczeniem
pelni wazna funkcj¢ w biologii nowotworu [186]. Wyniki wieloletnich badan w ramach
mi¢dzynarodowych projektow biomedycznych, mi.in. The Cancer Genome Atlas (TGCA),
sugeruja, ze profilowanie i katalogowanie mikrosrodowiska nowotworu piersi na poziomie
pojedynczych komorek zrebu i komorek odpornosciowych jest kluczowe dla poznania
mechanizmow lezacych u podstaw nadzoru immunologicznego, przerzutowania, opornosci na
chemioterapi¢ i niskiej wrazliwosci na immunoterapi¢ [187]. Wedtug bazy danych TGCA
krajobraz immunologiczny raka piersi jest wysoce heterogenny, a nacieki komorek
odpornosciowych o fenotypie supresyjnym zostaty opisane jako wskaznik aktywnos$ci
inwazyjnej i s3 czynnikiem prognostycznym dla skutecznosci terapeutycznej i catkowitego
przezycia [188].
Pomimo coraz szerszej wiedzy na temat molekularnych mechanizméw nadzoru
immunologicznego i postgpu w opracowaniu nowych kierunkéw leczenia celowanego,
konwencjonalna chemioterapia nadal stanowi glowng strategie w leczeniu chordb
nowotworowych [189,190]. Oprocz dobrze okreslonych i pozadanych efektow klinicznych,
standardowe terapie obejmuja réwniez liczne dodatkowe dziatania, poczawszy od
oczekiwanych i/lub nieoczekiwanych dziatan niepozadanych, a skonczywszy na nie w pehni
poznanych nowych kierunkach 1 mechanizmach dziatania leczniczego.
W niniejsze] rozprawie doktorskiej dokonano oceny immunomodulacyjnego dziatania
tamoksyfenu w komoérkowym modelu raka piersi. Glownym celem badawczym bylo
sprawdzenie, czy modyfikacjom statusu immunologicznego monocytow w badanych uktadach
komorkowych towarzysza zmiany ekspresji i funkcji sparowanych receptorow Siglec-5/14.
Badanie wykonano na hodowlach ludzkich monocytow linii THP-1 i komérek nowotworowych
piersi liniit MCF-7 i MDA-MB-231. Kryterium wyboru komoérek nowotworowych byty ich
cechy biologiczne, w tym ekspresja receptoréw estrogenowych i wrazliwo$¢ na tamoksyfen.

Pierwszym etapem badan byla ocena cytotoksycznego dziatania tamoksyfenu na komorki
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nowotworowe 1 monocyty w oparciu o biochemiczny test aktywnos$ci metabolicznej MTT.
Wykazano, ze tamoksyfen w stezeniu 10 i 50 uM znamiennie zmniejszatl przezywalno$é
komoérek MCF-7 po 24 godzinach ekspozycji o odpowiednio 22% i 58% (Rycina 17). Wynik
tej] obserwacji jest zbiezny z danymi literaturowymi. Darakhshan 1 wsp. wykazali, ze
tamoksyfen w stezeniach (1-20 uM) hamowal zywotno$¢ komorek liniit MCF-7 w sposob
zalezny od stezenia, a przezywalno$¢ tych komorek po ekspozycji na stezenie 10 uM spada o
okoto 30% po 24 godzinach ekspozycji [191]. W podobnym badaniu, Rohlenova i wsp. okreslili
warto$¢ ICsg dla tamoksyfenu w hodowli komorek linii MCF-7 na poziomie 15,6 uM [192]. W
populacji komoérek MDA-MB-231 nie zanotowano znacznego spadku przezywalnosci, a
populacja monocytow linii THP-1 zmniejszyta si¢ znamiennie po narazeniu na najwyzsze
testowane st¢zenie leku (Ryciny 18 i 19). Do dalszych badan nad immunomodulujacymi
wiasciwosciami tamoksyfenu wybrano stezenie 10 uM. Decyzje podjeto w oparciu o dane
literaturowe na temat stezen tamoksyfenu w surowicy krwi i narzadach oznaczanych w praktyce
klinicznej. Badania White-Gilbertsona i wsp. wykazaty, ze stezenie tamoksyfenu w surowicy
wynosi 96-200 ng/ml (0,25-0,5 uM) po zazyciu powszechnie stosowanych dawek klinicznych
w zakresie 20-40 mg/dobe [193]. Autorzy badania sugeruja rowniez, ze stezenie tamoksyfenu
w narzadach jest okoto 10 razy wyzsze z powodu kumulacji leku w tkankach. Z badania wynika,
ze stezenie tamoksyfenu w tkankach prawidtowych i nowotworowych wynosi okoto 5 puM.
Wyzsze stgzenia tamoksyfenu w tkankach sugerujg badania Lien i wsp. [194]. Autorzy sugeruja,
ze stezenie leku 1 jego metabolitow w ludzkich narzadach jest okoto 8-60 razy wieksze niz w
surowicy, a najwyzszy poziom zanotowano w ptucach i watrobie. Analiza stezen tamoksyfenu
w tkankach nowotworowych wykazata wysokie warto$ci w guzach pierwotnych piersi 1 trzustki
oraz nowotworach przerzutowych do mézgu [194].

Uzupehieniem testu cytotoksycznosci bylo badanie potencjatu migracyjnego komorek
nowotworowych po 24 godzinnej ekspozycji na 10 uM tamoksyfenu. Wykazano, ze 24
godzinna ekspozycja na tamoksyfen zmniejsza aktywno$¢ migracyjng komorek MCF-7 i
MDA-MB-231, jednak efekt ten byt znacznie silniejszy w przypadku estrogenozalezych
komoérek MCF-7 (Ryciny 20-23). Na uwagg zasluguje réwniez obserwacja, ze potencjat
migracyjny testowanych linii nowotworowych byt wyzszy w obecnos$ci monocytow linii THP-
1.

U podstaw obserwowanych efektow wplywu tamoksyfenu na badane komoérki nowotworowe
piersi w przyjetym modelu doswiadczalnym lezy podstawowy mechanizm dziatania leku, w

wyniku ktoérego blokowanie receptorow estrogenowych redukuje ekspresje genow
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regulowanych przez estrogeny, w tym czynniki wzrostu, a takze zatrzymuje cykl komorkowy
w fazie GO 1 G1, co zmienia réwnowage miedzy proliferacja komorek a ich trwajaca utrata
[195]. Powyzsze efekty majg duze znaczenie w praktyce klinicznej. Pomimo dynamicznego
rozwoju nowoczesnych kierunkéw terapii, SERM, w tym tamoksyfen, sg nadal jedng z
gléwnych metod uzupehiajgcego leczenia nowotwordow piersi wykazujagcych obecno$¢
receptora estrogenowego zaréwno u chorych przed menopauza, jak i w okresie
postmenopauzalnym, a takze W neoadjuwantowym leczeniu raka piersi [196].

Oprocz efektéw terapeutycznych S$cisle zwigzanych z mechanizmem dziatania leku,
tamoksyfen wykazuje roéwniez dziatanie immunomodulujace [196]. Ma to szczegdlne
znaczenie w wykorzystaniu lekow z grupy SERM w postepowaniu terapeutycznym w
przypadku nowotwordw piersi bez ekspresji receptora estrogenowego. Badania ostatnich lat
wykazaly, Ze terapia antyestrogenowa z wykorzystaniem tamoksyfenu odwraca supresyjne
dzialanie estrogenow na procesy formowania odpornosci, co skutkuje obnizonym poziomem
regulatorowych komorek T (Treg) i makrofagdw fenotypu M2 oraz zwigkszonym poziomem
efektorowych komorek T CD4+ i CD8+ [193]. Kliniczne znaczenie tamoksyfenu w odpornosci
przeciwnowotworowej zostalo potwierdzone zaréwno w przypadku nowotworéw
estrogenozaleznych ER(+), jak i estrogenoniezaleznych ER(-), jednak molekularne
mechanizmy tego dzialania nie s3 w petni poznane [197].

Monocyty i réznicujgce si¢ z nich makrofagi stanowia duzg cze$¢ populacji leukocytow
naciekajacych tkanki nowotworowe [198]. Rola tych komoérek w procesie nowotworowym jest
Ztozona 1 zalezy od zdolno$ci zmiany fenotypu, ktory przystosowuje je do otaczajacego
srodowiska. Na podstawie wynikow badan na populacji makrofagéw wyrdzniono dwa
podstawowe fenotypy tych komorek. Immunofenotyp M1 opisuje prozapalne cechy
makrofagéw 1 zwigzany jest z wydzielaniem IL-6, IL-12, TNF-o i INF-y, nasileniem
aktywnosci fagocytarnej i zwigkszonej ekspresji biatek powierzchniowych, np. CD11b, CD68,
CD80, CD86, CD204 i HLA-DR. Produkcja cytokin prozapalnych przez makrofagi M1
warunkuje ich spontaniczng cytotoksycznos¢, dlatego komorkom o fenotypie M1 przypisano
udziat w promowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej [199,200]. Plastycznos¢ fenotypu
makrofagéw jest czynnikiem promujacym proces nowotworowy. Obecnos¢ komorek
nowotworowych i bodzce z mikrosrodowiska nowotworu, promuja polaryzacj¢ makrofagow w
kierunku fenotypu M2. Badania wykazatly, ze komoérki z fenotypem M2 stanowia populacje
dominujacg wsrod makrofagoéw naciekajacych tkanki nowotworowe 1 powstaja w odpowiedzi
na stymulacj¢ IL-4, IL-10 i IL-13 oraz glikokortykosteroidami. Cechg wspdlng tych komorek

jest wydzielanie IL-10 oraz arginazy-1, ktére hamuja produkcje cytokin prozapalnych przez
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komorki uktadu immunologicznego, dlatego tez fenotyp M2 okreSlany jest jako
pronowotworowy [201, 202].

W drugim etapie badan okreslono wpltyw tamoksyfenu na aktywno$¢ monocytéw linii THP-1
w testowanych ukladach komorkowych. W badaniu z wykorzystaniem cytometrii
przeplywowej skupiono si¢ na ekspresji biatka CD68 1 arginazy-1 jako wskaznikow fenotypu
M1 i M2.

Bialko CD68 jest glikoproteing btonowa, ktorej ekspresje opisano glownie w
wewnatrzkomorkowych lizosomach monocytéw i makrofagéw jak rowniez w komorkach
dendrytycznych i granulocytach krwi obwodowej [203]. Dystrybucja CD68 w tych komorkach
taczy si¢ glownie =z regulacja aktywnoSci fagocytarnej, zardwno na poziomie
wewnatrzkomorkowego metabolizmu w lizosomach, jak rowniez w interakcjach komorka-
komorka i komorka-patogen [203]. Mimo ze biatko CD68 jest uznanym markerem fenotypu
M1, jego rola w procesie nowotworowym nie jest w petni poznana. Dane kliniczne sugeruja,
ze wysoka ekspresja CD68 w naciekowych makrofagach w przebiegu wybranych nowotworow
koreluje z niekorzystnym rokowaniem, mimo ze fenotyp M1 tych komoérek uznawany jest jako
przeciwnowotworowy [204]. Badania Mahmouda i wsp. wykazaly, ze nowotwory piersi 0
wysokim stopniu infiltracji makrofagami M1 z ekspresja CD68 cechowaly sie wyzszym
stopniem agresywnosci i wysokim potencjalem proliferacyjnym [205]. W niniejszej pracy
wykazano, ze 24 godzinna ekspozycja monocytéw linii THP-1 na tamoksyfen w warunkach
monokultury zwigksza znamiennie ekspresj¢ CD68 w tych komorkach (Rycina 26). Na
podstawie tych wynikéw mozna wnioskowaé, ze tamoksyfen zwigkszajac ekspresje CD68
promuje fenotyp M1 1 prozapalne wlasciwosci komorek. Ponadto, podobne wyniki uzyskano
podczas inkubacji monocytow THP-1 z PMA jako induktorem procesu roéznicowania
monocytow w makrofagi (Rycina 25). Na szczegdlng uwage zashuguje jednak poziom ekspresji
CD68 w monocytach THP-1 hodowanych w warunkach kokultury z komodrkami
nowotworowymi MCF-7 lub MDA-MB-231. Poziom CD68 w badanych probach po 24
godzinnej ekspozycji na tamoksyfen byt znacznie wyzszy niz w monokulturze THP-1 (Ryciny
27 i 28). Powyzsze wyniki moga sugerowac, ze wyzsza ekspresja CD68 w kokulturze wynika
z rosngce] wrazliwo$ci monocytow na tamoksyfen. Aby potwierdzi¢ rolg tamoksyfenu w
regulacji immunofenotypu monocytow linii THP-1 oceniono ekspresj¢ arginazy-1. Wedtug
danych literaturowych, izoenzymy arginazy pelnia kluczowa funkcje w regulacji
immunofenotypu komoérek odpornosciowych [206]. Badania wykazaty, Zze arginaza-1 ulega
dominujacej ekspresji w komoérkach M2 i ogranicza biodostgpno$¢ wewnatrzkomorkowej L-

argininy [207,208]. Skutkiem tego procesu jest zmniejszenie syntezy tlenku azotu (NO) oraz
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tlumienie reakcji prozapalnych [209]. Doniesienia o roli arginazy-2 w regulacji fenotypu
makrofagdéw sg sprzeczne, ale rownolegta komorkowa ekspresja indukowanej syntetazy tlenku
azotu (iNOS) i arginazy-2 w przebiegu procesu zapalnego sugeruje, ze enzym jest zwigzany z
odpowiedzig prozapalng [210]. W niniejszej pracy potwierdzono wysoki poziom ekspresji
arginazy-1 w monocytach linii THP-1 utrzymywanych w hodowli w warunkach monokultury
(Rycina 29). Moze to sugerowac, ze niestymulowane komorki kontrolne wykazuja cechy
fenotypu przeciwzapalnego M2. Podobne obserwacje zanotowano, gdy monocyty linii THP-1
hodowano w obecnos$ci komdérek MDA-MB-231 (Rycina 31). Niestymulowane komorki
kontrolne hodowane w warunkach kokultury z komorkami MCF-7 prezentowaty nizszy poziom
badanego enzymu, co moze wskazywa¢ na oddzialywanie badanych komoérek w hodowli 1
promocje prozapalnego fenotypu M1 (Rycina 30). Ekspozycja monocytow THP-1 na
tamoksyfen we wszystkich uktadach komoérkowych powodowata spadek ekspres;ji arginazy-1,
ale znamienno$¢ statystyczng zanotowano w monokulturze 1 kokulturze z komérkami MCF-7.
Powyzsze wyniki moga sugerowaé, ze wyzsza wrazliwos¢ komorek MCF-7 na tamoksyfen
promuje degradacj¢ populacji tych komorek, a monocyty i makrofagi z przewaga fenotypu M1
moga usuwa¢ komorki o cechach apoptozy. Uzupelieniem powyzszych badan jest analiza
stezenia cytokin w nadsaczach komodrkowych izolowanych z poszczegdlnych uktadow
komorkowych. Wyniki badania przedstawione na Rycinie 24 sugeruja prozapalny wptyw
tamoksyfenu w hodowli komorkowej. Wskazuja na to zmiany stgzenia cytokin prozapalnych,
ktérych poziom, oprocz IL-6, wykazywal tendencj¢ wzrostowa. Wyniki uzyskane w przypadku
IL-10 i IL-12p70 sg trudne w interpretacji, poniewaz ich st¢zenia nie miescity si¢ w zakresie
czuto$ci metody. Na szczegdlng uwage zasluguje znamienny wzrost stezenia TNFa we
wszystkich analizowanych uktadach komorkowych. Ta obserwacja potwierdza badania innych
autorow. Teodorczyk-Injeyan 1 wsp. wykazali, ze tamoksyfen stymuluje produkcje TNFa w
hodowlach ludzkich jednojadrzastych krwinek obwodowych [211]. Biorac pod uwagg role
TNFa w odpowiedzi zapalnej, wzrost stezenia tej cytokiny w nadsaczu komérkowym moze
sugerowa¢ stymulowanie fagocytozy 1 dziatanie cytotoksyczne wzgledem komorek
nowotworowych. Badania wykazatly, ze tamoksyfen promuje roéwniez dojrzewanie i sekrecjg
IL-1pB przez makrofagi [212, 213]. Ponadto, Evavold i wsp. wykazali, Ze sekrecja IL-1p przez
makrofagi w wyniku ekspozycji na tamoksyfen nie jest zwigzana z lizg tych komorek [214]. W
niniejszej pracy roOwniez zanotowano wysokie stezenia IL-1f po ekspozycji na tamoksyfen, ale
efekt ten byt obserwowany w kokulturach komoérek nowotworowych z monocytami linii THP-
1. Poziom st¢zenia IL-1p w monokulturach byt ponizej czutosci zastosowanej metody. Wysoki

poziom IL-1B w kokulturach moze wynika¢ z komunikacji migdzy poszczegdlnymi typami

94



komorek oraz zwigkszonej produkcji 1 sekrecji tej cytokiny przez komoérki THP-1 jak rowniez
komoérki nowotworowe po ekspozycji na tamoksyfen. Habanjar i wsp. zauwazaja jednak, ze
niektore cytokiny, m.in. IL-1B, IL-6 i IL-8, w rakach piersi moga stymulowaé proliferacje i
inwazj¢ komoérek nowotworowych oraz modulowac¢ obrong przeciwnowotworowg organizmu
[215]. Analizujac uzyskane wyniki nalezy rowniez zauwazy¢, ze zrodto cytokin w kokulturach
raka piersi 1 komodrek odpornosciowych nie jest dobrze okre$lone, co mozna uznaé za
ograniczenie prezentowanego badania. Jednak bioragc pod uwage wigkszg podatnos¢ komoérek
odpornosciowych na produkcje cytokin i aktywnos$¢ wydzielniczg w porownaniu z komérkami
zlosliwymi, mozna przyjaé, ze monocyty THP-1 sg gldéwnymi donorami oznaczonych cytokin.
Ten wniosek mozna poprze¢ wynikami przeprowadzonego fenotypowania immunologicznego
komorek THP-1 opartymi na arginazie-1. Ponadto, Liu i wsp. w analizie porownawczej proces
syntezy i wydzielania cytokin przez monocyty THP-1 i komérki nowotworowe ptuca H292
wykazala istotnie wyzszg ekspresj¢ TNFo w komorkach THP-1 (ok. 1100 pg/ml) niz w H292
komorek (ok. 40 pg/ml) po 24 godzinnej stymulacji lipopolisacharydem (LPS) [216].

Badania nad mechanizmami dziatania tamoksyfenu wskazuja, ze efekty terapeutyczne leku
dzielg si¢ na zalezne i niezalezne od receptorow estrogenowych. Mechanizmy okreslane jako
,off-target” sa przedmiotem intensywnych badan nad potencjalnym wykorzystaniem
tamoksyfenu w terapii procesOw chorobowych niezaleznych od receptorow estrogenowych, w
tym nowotworéw piersi ER(-) [217]. Dane literaturowe sugeruja potencjalne mechanizmy
prozapalnego dziatania tamoksyfenu w makrofagach. Spdjne dane wskazuja, ze obejmuja one
mediatory lipidowe i szlaki sygnatowe, takie jak czynnik jadrowy erytroidalny 2 zwigzany z
czynnikiem 2 (Nrf2) i kaspaza-1, ktore pozwalaja tym makrofagom podda¢ si¢ adaptacji
fenotypowej, a zalezna od kaspazy-1 produkcja i sekrecja cytokin nie wptywa na zywotnos¢
tych komorek [212,213,218]. Sfogliarini i wsp. sugeruja jednak, ze mechanizm prozapalny
indukowany przez tamoksyfen w makrofagach jest inny niz ten obserwowany w hepatocytach
[217]. Dane literaturowe sugerujg rowniez, ze ekspozycja na tamoksyfen zwicksza wydzielanie
TNFa w komoérkach spoza uktadu immunologicznego. Ore 1 wsp. wykazali, ze zwigkszone
stezenie TNFo w surowicy krwi zwierzat do§wiadczalnych koreluje z markerami uszkodzenia
watroby, co moze obrazowac jedno z wielu dziatan niepozadanych leku [219]. Poszczegblne
badania wykazaly, ze molekularny mechanizm dziatania tamoksyfenu w makrofagach jest
przede wszystkim zwigzany z aktywacjg fosfokinazy C (PKC) i transkrypcja czynnikow, takie
jak receptor glikokortykosteroidowy (GR), receptory aktywowane przez proliferatory
peroksysomow y (PPARY) oraz przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 1 (STAT1) [220,

221, 222]. Ponadto, Feng i Pepe wykazali rowniez, ze tamoksyfen oddzialywuje rowniez na
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szlak sygnalizacyjny zalezny od PI3K/AKT i zwigzana z nim aktywacja Nrf2 prowadzi do
hamowania arginazy-1 jako markera polaryzacji [212, 218]. Prozapalne dziatanie tamoksyfenu
jest wiec zwigzane ze zmianami markeréw aktywacji fenotypu M1 makrofagéw, co potwierdza
podwyzszony poziom TNF-a i IL-1B oraz obnizenie ekspresji arginazy-1. Proces ten ma
szczegblne znaczenie w nowotworze piersi, poniewaz zmiany w aktywnos$ci enzymatycznej
arginaz zostaly uznane jako markery progresji nowotworu piersi. Perez i wsp. wykazali, ze
wysoka aktywno$¢ arginazy w osoczu pacjentek z nowotworem piersi koreluje z stopniem
zaawansowania choroby [222].

Biorgc pod uwage znaczenie odpornosci gospodarza w progresji raka, przeksztatcenie
immunosupresyjnego Srodowiska guza w efektor immunogenny moze by¢ jednym z kierunkéw
terapii nowotwordéw. Liczne badania nad biologia raka piersi koncentrujg si¢ na zmianach
sktadu komoérkowego mikro§rodowiska i znaczeniu jego sygnatur molekularnych w praktyce
klinicznej. Soysal 1 wsp. wykazali, Ze zaroOwno hamowanie rekrutacji makrofagéw zwiazanych
z guzem, jak i przeprogramowywanie tych komorek z fenotypu M2 na M1 zapobiega progresji
guza i poprawia skuteczno$¢ standardowej chemioterapii [223]. Istnieje coraz wigcej dowodow
na to, ze podawanie tamoksyfenu bezposrednio wptywa na promujaca nowotwor funkcje
MDSC i komérek dendrytycznych (DC) oraz zwigksza liczbe efektorowych i1 cytotoksycznych
limfocytow T infiltrujacych nisz¢ nowotworowsa [224]. Zjawisko to zaobserwowano w wielu
komorkach ztosliwych niewrazliwych na tamoksyfen, w tym w czerniaku, raku phuc i sutka, i
skorelowano z przedtuzonym catkowitym przezyciem [224, 225 ]. Niemniej jednak
podstawowe mechanizmy lezace u podstaw zmian w puli komoérek odpornosciowych przez
tamoksyfen nie sa w pelni poznane. Ostatnie postepy w immunobiologii raka piersi ujawnity
rekrutacje biatek systemu punktow kontrolnych uktadu immunologicznego (immune
checkpoints) w mechanizmie regulacyjnym Treg naciekajacym nowotwor. Jak wykazano,
zwigkszenie puli limfocytow T specyficznych dla PD-L1 jest niezbgdna do utrzymania
odpowiedzi zapalnej poprzez supresje regulatorowych komoérek T [226]. Istniejg doniesienia,
ze niektore chemioterapeutyki mogg zmienia¢ ekspresje biatek systemu ,,immune chockpoints”,
jednak niewiele wiadomo na temat znaczenia tego zjawiska w praktyce klinicznej i jego
zastosowania podczas terapii systemowej raka piersi [ 227, 228, 229]. Kilka danych
potwierdzito wywotane przez tamoksyfen zmiany ekspresji i funkcji punktéw kontroli
immunologicznej PD-1 i CTLA-4. Obserwacje Huhna i wsp. wykazaly, ze deprywacja
estrogenow zwigksza ekspresje PD-L1, czemu towarzyszg zmiany w transkrypcji cytokin

zapalnych w raku piersi ER+ [230].
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Roéznorodnos¢ dystrybucji receptorow Siglec w komorkach uktadu immunologicznego oraz ich
powinowactwo do sjalowanych ligandow specyficznych dla tkanek wskazuje na rolg w procesie
utrzymania homeostazy immunologicznej opartej na procesie rozpoznawania biologicznego i
kontroli immunologicznej. Dostepne dane sugeruja, ze interakcja miedzy komodrkami
wykazujacymi ekspresj¢ receptora Siglec a nieprawidlowo sjalowanymi komoérkami
nowotworowymi rekrutuje wewnatrzkomorkowe systemy przekazywania sygnatow, ktore
tworza mechanizm nadzoru immunologicznego w nowotworach. Udziat receptorow Siglec z
wewnatrzkomérkowg domeng ITIM w procesie nowotworowym negatywnie moduluje
odpowiedz immunologiczng poprzez promowanie mikrosrodowiska immunosupresyjnego i
ostabienia nadzoru immunologicznego, ktore leza u podstaw tzw. ucieczki immunologiczne;j
guza. Zaangazowanie receptoréw Siglec z domeng ITAM w proces nowotworowy moze wigc
by¢ istotne w zmianie supresyjnego fenotypu M2 w przeciwnowotworowy fenotyp M1 [231,
232, 233].

Biorgc pod uwage powszechne zastosowanie lekow przeciwestrogenowych w  terapii
nowotworow piersi, w kolejnym etapie badan analizowano udziat receptoréw Siglec w procesie
nadzoru immunologicznego w monocytach linii THP-1 eksponowanych na tamoksyfen. W
badaniu ocenie poddano ekspresj¢ bialek sparowanych receptorow Siglec-5 i Siglec-14 w
testowanych uktadach komoérkowych po ekspozycji na tamoksyfen. Dodatkowym aspektem
analizy bylo zbadanie ekspresji transkryptow genéw SIGLEC-5 i SIGLEC-14, genéw
niereceptorowych fosfataz tyrozynowo-biatkowych typu 6 i 11 (PTPN6 i PTPN11) a takze genu
biatka wigzacego kinaze tyrozynowa (TYROBP). Mimo Ze wczeséniejsze badania potwierdzity
modulujacy wplyw chemioterapeutykéw na ekspresje i funkcje receptoréow Siglec, w tym
sparowanych receptorow Siglec-5/14 i Siglec-11/16, nie byly one szeroko badane w dziedzinie
immunostymulujacych funkcji tamoksyfenu [227].

Ekspresja biatek Siglec-5 i Siglec-14 zostata oceniona za pomoca cytometrii przeptywowej po
wyznakowaniu komorek specyficznym przeciwcialem monoklonalnym rozpoznajacym
domeny zewnatrzkomdrkowe obu receptorow blonowych. Wzrost ekspresji sparowanych
receptorow Siglec-5/14 w btonie stwierdzono w komodrkach THP-1 rosnacych w warunkach
kokultury z komoérkami nowotworowymi, ale zmiany te byly znamienne statystycznie w
obecnosci komorek MCF-7 (Ryciny 32, 33, 34). Na tym etapie badania nie mozna wskazac,
ktory receptor wykazywat zmieniong ekspresje w analizowanych populacjach monocytow
THP-1. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ wilasciwosciami przeciwciata uzytego w badaniu
cytometrycznym. Homologia struktury czes$ci zewnatrzkomorkowej sparowanych receptorow

Siglec-5/14 powoduje, ze komercyjne przeciwciala charakteryzuja si¢ wysokim
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powinowactwem do Siglec-5 oraz reaktywno$cig krzyzowsg z receptorem Siglec-14.
Zanotowane zmiany moga potwierdzi¢ ostatnie odkrycia w dziedzinie immunobiologii raka
piersi, ktore sugeruja, ze zmiany ekspresji receptorow Siglec 1 sjaloglikanow sg zwigzane z
transformacja nowotworowag 1 stanowig cz¢S¢ mechanizmu unikania odpowiedzi
immunologicznej [ 234, 235, 236 ]. Badania funkcji receptorow Siglec w procesie
nowotworowym wskazuja na dominujacg role immunosupresyjnych receptorow Siglec i ich
ligandow. Wykazano, ze zwigkszona ekspresja sjalowanych mucyn jest markerem aktywnos$ci
wydzielniczej komorek nowotworowych a ich interakcja z Siglec-9 jest gltdwnym regulatorem
tolerancji immunologicznej u chorych na raka piersi [237]. Wedtug Beatsona i wsp. infiltracja
komorek wykazujacych ekspresje Siglec-9 do guzéw piersi z ekspresja mucyny-1 wywoluje
efekt immunosupresyjny poprzez rekrutacje czasteczek sygnatowych SHP-1 i SHP-2 [237].
Barkal 1 wsp. wykazali, populacje komérkowe naciekajace guzy piersi, w tym guzy potrdjnie
ujemne, charakteryzuja si¢ obecnoscig komorek Siglec-7 i Siglec-10 dodatnich w zrgbie guza
[238]. Bylo to skorelowane z wysoka zawartoscig sjaloglikoprotein w obszarach wioknistych
tkanki guza. Badanie przeprowadzone przez Shaffi i wsp. wykazalo, ze w zrebie guza piersi
okoto 70% komorek wykazuje ekspresje receptora Siglec-15, co wyklucza si¢ wzajemnie z
ekspresjg PD-L1 [236]. Moze to sugerowac znaczenie kliniczne receptora Siglec-15 w terapii
celowanej u pacjentow z negatywng odpowiedzig na blokade PD-1/PD-L1.

Uzupelnieniem cytometrycznej analizy ekspresji biatek receptorowych Siglec-5 i Siglec-14
bylta analiza poziomu transkryptow genu SIGLEC-5 i SIGLEC-14 (Rycina 35 A, B). Badanie
z wykorzystaniem RealTime-PCR potwierdzito ekspresj¢ transkryptow dla SIGLECS i
SIGLEC14 w monocytach THP-1. W badaniu wykazano modulujacy wplyw tamoksyfenu na
transkrypty analizowanych genow SIGLEC w populacjach komoérek. Mimo ze wplyw
tamoksyfenu stwierdzono zaréwno w monocytach hodowanych zarowno w warunkach
monokultury i kokultury, transkrypt genu SIGLEC14 wykazywal najwyzsza wzgledna
ekspresje we wszystkich analizowanych grupach. Na podstawie tych wynikow mozna
stwierdzi¢, ze ekspresja receptora Siglec-14 byla dominujagca w badanych uktadach
komorkowych. Wniosek ten potwierdza rowniez polaryzacja komorek THP-1 w Kierunku
fenotypu M1 na co wskazuje obnizenie ekspresji arginzy-1 w komoérkach poddanych ekspozycji
na tamoksyfen. Ponadto, wysokiej wzglednej ekspresji transkryptu genu Siglec-14
towarzyszyla wysoka wzgledna ekspresja transkryptu genu TYROBP (Rycina 35 E). Ocena
ekspresji transkryptow gendw PTPN6 1 PTPN11 nie jest jednoznaczna (rycina 35 C,D). Badanie
wykazato rozbieznosci w kierunku zmian ekspresji poszczegdlnych genéw w zaleznosci od

uktadu komoérkowego poddanego ekspozycji na tamoksyfen. W monokuturze monocyty linii
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THP-1 wykazaly znamienny wzrost ekspresji genu PTPN6 i PNTPN11 w odpowiedzi na
tamoksyfen. Nieznaczny spadek poziomu obu genéw zanotowano w hodowli monocytow THP-
1 z zaleznymi od estrogendow komorkami raka piersi liniit MCF-7. W kokulturze komoérek THP-
1 z niezaleznymi od estrogenéw komoérkami MDA-MB-231, tamoksyfen zmniejszat poziom
transkryptu genu PTPNG6, podczas gdy transkypt genu PTPN11 wykazywat tendencje
wzrostowa. W ocenie rdznic w ekspresji poszczegolnych transkryptéw analizowanych genow
nalezy uwzgledni¢ relatywnie krotki czas narazenia komorek na tamoksyfen, co moze wplywac
na dziatanie regulujgce ekspresje gendw przez receptory estrogenowe w cytoplazmie.

Ekspresja sparowanych receptorow Siglec w populacji ludzkiej odzwierciedla mechanizm
genetycznie uwarunkowanej odpowiedzi immunologicznej. Ma to szczegdlne znaczenie ze
wzgledu na zalezne od genow ludzkie imunofenotypy charakteryzujace si¢ zmienng ekspresja
sparowanych receptoréow Siglec. Wykazano, ze pacjenci z dominujacg ekspresja genu
SIGLEC14 (SIGLEC-14+/+) rozwijaja ostrg odpowiedz immunologiczng w zaburzeniach
inwazyjnych i zapalnych, podczas gdy utrata receptora Siglec-14 zwigzana z polimorfizmem
fuzyjnym SIGLEC-5/14 i nadekspresja receptora Siglec-5 promuje immunosupresje¢ i koreluje
z niskg sekrecja cytokin zapalnych [239]. Zgodnie z tym, funkcja receptora Siglec-14 u oséb z
genotypem SIGLEC-5/14+/+ zwigzana jest z przeciwdzialaniem sygnalizacji supresyjnej
aktywowanej przez receptor Siglec-5 [239]. Ta zalezno$¢ zostata opisana w przebiegu chorob
inwazyjnych i zapalnych, ale dane dotyczace funkcji sparowanych receptoréw Siglec w
przebiegu nowotwordéw sa ograniczone [240, 241, 242]. Dane literaturowe sugeruja, ze
regulacja nadzoru immunologicznego z udzialem receptorow Siglec zalezy rowniez od
ekspresji specyficznych ligandow dla tych receptorow. Wzor sjalilacji glikoprotein w
komorkach nowotworowych jest wysoce niejednorodny 1 charakterystyczny dla okreslonego
typu tkanki nowotworowej, a takze okresla typy zaangazowanych subpopulacji komorek
odpornosciowych wykazujacych ekspresje receptorow Siglec. Wykazano, ze nowotwory phuc
1 czerniaki wykazujg ekspresje sjaloglikandow rozpoznawanych 1 wigzanych przez receptory
Siglec-7 i Siglec-9 [237, 243, 244]. Wsrod ludzkich ligandoéw, sjalowana mucyna-1, ktora
wigze Siglec-9, ostabia odporno$¢ przeciwnowotworowa w makrofagach zwigzanych z
nowotworami piersi, podczas gdy podanie przeciwciata ukierunkowanego Siglec-9 w
neutrofilach przywraca funkcje efektorowe tych komoérek w obecnosci komorek
nowotworowych [245]. Oprocz receptora Siglec-9, makrofagi wykazujg ekspresje receptorow
Siglec-5/14, Siglec-7 i Siglec-10, ktore posiadajg szerokie spektrum wigzania sjaloglikanow, a
tym samym zwigkszaja role osi kwas sjalowy-Siglec w przeciwnowotworowym mechanizmie

regulacyjnym nadzoru immunologicznego [246, 247, 248].
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Mimo ze w niniejszej rozprawie nie analizowano wzoru sjalilacji powierzchniowych
glikoprotein i glikolipidow w badanych komoérkach nowotworowych a prezentowane badania
nie dotyczyly funkcji receptorow Siglec w systemach bezposredniej kokultury, zanotowane
zmiany w ekspresji sparowanych receptorow Siglec-5/14 wydaja si¢ potwierdzac to zjawisko.
W celu zbadania wptywu tamoksyfenu na wzor sjalilacji btony komoérkowej oceniono stopien
wigzania receptorowych biatek fuzyjnych Siglec-5/Fc i Siglec-14/Fc do komoérek MCF-7 i
MDA-MB-231 w badanych uktadach komérkowych (Ryciny 36-43). Ilosciowa analiza metoda
cytometrii przeptywowej wykryta réznice w wigzaniu biatek fuzyjnych Siglec/Fc w
monokulturach i kokulturach komoérek nowotworowych piersi. Ekspozycja na tamoksyfen
zwigkszata powinowactwo biatek Siglec-5/Fc i Siglec-14/Fc w komorkach MCF-7 i MDA-
MB-231, co moze odzwierciedla¢ zwigzane z kwasem sjalowym zmiany w blonach
komoérkowych. Liczne badania wykazaty, ze struktura glikokoniugatow btonowych jest
zmienna i zalezy od fazy podziatu komorki a takze wptywu ksenobiotykow [249, 250, 251, 252,
253, 254]. Wiasciwa sjalilacja glikokoniugatow wynika ze zréwnowazonej ekspresji i
aktywnos$ci sjalotransferaz i sjalidaz katalizujacych reakcje przytaczania lub odlgczania
kwasow sjalowych od tancuchow cukrowych glikolipidow i glikoprotein [255]. Nieprawidtowa
sjalilacja jest $cisle zwigzana z podwyzszona aktywnoscia sjalotransferaz, w tym ST3Gall,
STGal4, ST6-Gall i ST8Sia2, a zwigkszona ekspresja ich produktéw koreluje z niepomy$lnym
rokowaniem [248, 256]. Ponadto, Zhang i wsp. sugeruja, ze nieprawidtowa sjalilacja zwigzana
z ekspresjg 1 aktywnos$cig sjalotransferazy ST8Sia2 w nowotworach negatywnie reguluje
wytwarzanie mediatoréw prozapalnych [257]. W wiekszo$ci nowotworow, w tym rakach piersi,
hipersjalilacja bialek komorkowych zalezna od wybranych sjalotransferaz jest mechanizmem
promujacym proces nowotworowy na drodze podtrzymania proliferacji 1 unikania apoptozy,
indukcji angiogenezy i przerzutowania oraz nabywania lekoopornosci [258]. Jak opisano
powyzej, zmiany wzoru sjalilacji oraz aktywacja osi kwas sjalowy-receptor Siglec lezy u
podstaw immunotolerancji w procesie nowotworowym. Dane literaturowe zwracaja uwage na
rolg receptora Siglec-5 w unikaniu odpowiedzi immunologicznej w przebiegu ztosliwych
nowotworow gleju, jednak rola aktywujacego receptora Siglec-14 jest niejasna [259].
Dotychczasowe badania w dziedzinie biologii nowotworow nie potwierdzily udzialu tego
receptora w progresji nowotworowej, jednak powinowactwo do tych samych ligandéw moze
sugerowac, ze sparowane receptory moga przeciwdziata¢ sobie nawzajem 1 dostrajac
rownowage mi¢dzy aktywacja a zahamowaniem procesu immunologicznego [260]. Otwartym
pozostaje wigc pytanie o role receptora Siglec-14 w procesie nowotworowym w pacjentow z

zachowanym w profilu genetycznym wild type allelem SIGLEC14*. Wyniki uzyskane w
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niniejszej rozprawie sugeruja, ze zmierzony przy uzyciu komercyjnego startera wzrost ekspresji
genu SIGLEC14 a takze powinowactwo biatka Siglec-14 do bton komoérek nowotworowych
piersi moze mie¢ znaczenie w formowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowe;.

Badania przeprowadzone w ramach powyzszej pracy wpisujg si¢ w nurt poszukiwan nowych
wihasciwosci  lekow, ktore dotychczas stanowily ,,ztoty standard” leczenia chordb
nowotworowych. Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze w komorkowym
modelu raka piersi tamoksyfen wywieratl efekt immunomodulacyjny, ktéry wyrazal si¢ zmiang
profilu cytokin z jednoczesng polaryzacja fenotypu komoérek linii THP-1. Przedstawionym
efektom dzialania tamoksyfenu towarzyszyly zmiany ekspresji sparowanych receptorow
Siglec-5/14 w monocytach na poziomie biatek receptorowych i ich powinowactwa do komorek
nowotworowych. Modulacyjne dziatanie tamoksyfenu potwierdzity rowniez zmiany ekspres;ji
transkryptow gendow receptorow Siglec-5 i Siglec-14 oraz zwigzanych z nimi elementéw
systemu sygnalizacji wewnatrzkomorkowej. Zmiany ekspresji sparowanych receptorow
Siglec-5/14 moga by¢ istotnym czynnikiem roznicujagcym w  oddzialywaniach
miedzykomorkowych. Modyfikacje struktury btony komorek raka piersi narazonych na
tamoksyfen w kontek$cie zréznicowania wzoru sjalilacji oraz interakcji z aktywujacymi lub
hamujacymi receptorami kwasu sialowego z rodziny Siglec moze by¢ waznym elementem
mechanizmu nadzoru immunologicznego w procesie nowotworowym oraz przyczyniaé¢ si¢ do

weryfikacji terapii przeciwestrogenowe;j.
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VI. WNIOSKI

1. Tamoksyfen hamowal wzrost i potencjal migracyjny estrogenozaleznych komorek raka

piersi linii MCF-7 w warunkach monokultury i kokultury z monocytami linii THP-1.

2. W komoérkowym modelu raka piersi tamoksyfen wywierat efekt immunomodulacyjny
poprzez zmiang profilu cytokin i jednoczesng polaryzacj¢ fenotypu monocytow linii THP-1 w

obecnosci komorek MCF-7 | MDA-MB-231.

3. Monocyty linii THP-1 hodowane w obecnosci estrogenozaleznych komorek MCF-7 lub
niezaleznych od estrogendéw komoérek MDA-MB-231 wykazywaly wzrost ekspresji

sparowanych receptorow Siglec-5/14.

4. Ekspozycja na tamoksyfen modulowata aktywnos$¢ transkrypcyjna genow SIGLECS,
SIGLEC14, PTPNG6, PTPN11 i DAP12 w monocytach linii THP-1 we wszystkich badanych
uktadach komoérkowych.

5. Tamoksyfen wplywa na zmiany ekspresji sparowanych receptoréow Siglec-5/14 w

monocytach i réznicuje ich powinowactwo do komoérek nowotworowych MCF-7 oraz MDA-

MB-231, co moze mie¢ znaczenie w w immunomodulacji mikros§rodowiska guza.
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VII. STRESZCZENIE

Rak piersi nalezy do najczg$ciej wystepujacych nowotworow ztosliwych u kobiet.
Wysoka heterogenno$¢ molekularna i morfologiczna warunkuje jego inwazyjno$¢ i pozwala
oceni¢ rokowanie, a analiza genomu i proteomu komorek nowotworowych piersi jest podstawg
wyboru optymalnego postgpowania leczniczego. Ponadto, badania ostatnich lat wykazaty, ze
mikrosrodowisko guza piersi jest $cisle zwigzane z progresja nowotworu, a interakcja komorek
nowotworowych z otoczeniem pelni kluczowa role w angiogenezie, wzroscie guza,
przerzutowaniu, lekoopornosci i odpowiedzi immunologicznej. W procesie rozpoznawania
biologicznego szczegdlng role przypisuje si¢ sjalowanym glikanom blony komoérkowej, a ich
oddziatywanie ze swoistymi immunoreceptorami z rodziny Siglec jest jednym z mechanizméw
regulacyjnych nadzoru immunologicznego. Wykazano, ze interakcja migdzy receptorami
Siglec a elementami sjalomu komoérek nowotworowych skutkuje thumieniem lub aktywacja
uktadu immunologicznego 1 moze mie¢ kluczowe znaczenie w procesie progresji nowotworu.
Sparowane receptory Siglec-5/14 charakteryzuja si¢ homologig struktury domeny
zewnatrzkomorkowej 1 powinowactwem do tych samych ligandow, ale wewnatrzkomoérkowe
Sciezki przekazywania sygnalu wskazuja na przeciwstawng regulacje odpowiedzi
immunologiczne;j.
Selektywne modulatory receptoréw estrogenowych, w tym tamoksyfen, sg podstawa
hormonoterapii estrogenozaleznych rakow piersi. Badania in vitro i obserwacje kliniczne
wykazaty, ze oprocz efektow przeciwnowotworowych $cisle zwigzanych z mechanizmem
dziatania leku, tamoksyfen wptywa rowniez na aktywnos$¢ uktadu immunologicznego. Ma to
szczegolne znaczenie ze wzgledu na potencjal immunogenny komoérek nowotworowych 1 ich
interakcje ze sktadnikami mikrosrodowiska.
Celem pracy byla ocena wptywu tamoksyfenu na aktywno$¢ komorek uktadu
immunologicznego na przyktadzie monocytow oraz udziat sparowanych receptorow Siglec-
5/14 w procesie nadzoru immunologicznego w komoérkowym modelu raka piersi.
W celu odwzorowania mikrosrodowiska guza, badania przeprowadzono w oparciu o kokultury
monocytow linii THP-1 z estrogenozaleznymi komorkami raka piersi MCF-7 lub niezaleznymi
od estrogenéw komoérkami MDA-MB-231. W wyniku ekspozycji na tamoksyfen w dawce 10
UM zaobserwowano zmniejszenie wzrostu i potencjalu migracyjnego komorek MCF-7.
Dziatania cytotoksycznego nie obserwowano w hodowli komorek MDA-MB-231. Ponadto,
tamoksyfen wywierat efekt immunomodulacyjny, ktoéry wyrazal si¢ wzrostem produkcji
cytokin prozapalnych z jednoczesng polaryzacjg fenotypu monocytoéw THP-1 hodowanych w
obecnosci komorek MCF-7 lub MDA-MB-231. Przedstawionym zmianom w analizowanych
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komorkach towarzyszyt wzrost ekspresji sparowanych receptoréow Siglec-5/14. Ekspozycja na
tamoksyfen modulowala rowniez aktywnos$¢ transkrypcyjng genow receptorow Siglec-5 i
Siglec-14 oraz zwigzanych z nimi molekut sygnalizacyjnych PTPN6, PTPN11 i DAP12 w
monocytach THP-1 we wszystkich badanych uktadach komérkowych. Poza tym, tamoksyfen
zwigkszal wigzanie bialek fuzyjnych Siglec-5 i Siglec-14 do badanych komorek
nowotworowych piersi, co sugeruje zmiany wzoru sjalilacji blony komérkowe;.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki sugerujg, ze tamoksyfen reguluje nadzor
immunologiczny poprzez promowanie immunofenotypu prozapalnego monocytow w
nowotworach piersi niezaleznie od ich zaleznosci od estrogenéw. Zmiany ekspresji
sparowanych receptorow Siglec moga stanowi¢ mechanizm regulacyjny genetycznie
uwarunkowanej odpowiedzi immunologicznej oraz uczestniczy¢ w zaleznej od tamoksyfenu
immunomodulacji mikrosrodowiska guza. Analiza profilu receptorow Siglec, zwlaszcza
ekspresji sparowanych receptorow Siglec-5/14, moze byé waznym narz¢dziem do
prognozowania progresji nowotworu oraz weryfikacji strategii terapeutycznej i jej wptywu na

mikrosrodowisko raka piersi.
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VIII. ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer among women. A high degree of molecular and
morphological heterogeneity is associated with malignancy and prognosis of the tumor, where
genome and proteome analysis of cancer cells are the basis of treatment. In addition, in recent
years studies have shown that tumor microenvironment in breast cancer is closely related to
tumor progression and the interactions between tumor cells and microenvironment affects
angiogenesis, tumor growth, metastasis, drug resistance and immune response. Sialylated
glycans on cell membranes play a significant role in the process of biological recognition, and
their interactions with specific immunoreceptors of the Siglec family are one of the regulatory
mechanisms of immunosurveillance. The interaction between Siglec receptors and the sialome
of cancer cells result in suppression or activation of the immune system and may be crucial in
tumor progression. The paired Siglec-5/14 receptors share structural homology of the
extracellular domain and affinity for the same ligands, but demonstrate different intracellular
signal transduction pathways which induce opposite immune response. Selective modulators of
estrogen receptors, including tamoxifen, are the basis of treatment for estrogen-dependent
breast cancers. Furthermore, in vitro studies and clinical observations have shown that
tamoxifen affects the activity of the immune system. This is important due to the immunogenic
potential of cancer cells and their interactions with the components of the microenvironment.
The aim of the study was to evaluate the effect of tamoxifen on the activity of the immune
system cells on the example of monocytes and the involvement of paired Siglec-5/14 receptors
in the process of immune surveillance in a cellular in-vitro breast cancer model.

In order to imitate tumor microenvironment, the study was based on co-cultures of THP-1
monocytes with estrogen-dependent MCF-7 breast cancer cells and estrogen-independent
MDA-MB-231 breast cancer cells. As a result of tamoxifen exposure at a dose of 10 uM, a
decrease in growth and migration potential of MCF-7 cells were observed. No cytotoxic effect
was observed in MDA-MB-231 cell culture. In addition, tamoxifen induced the
immunomodulatory effect, which was expressed by an increase in production of pro-
inflammatory cytokines and a simultaneous change of THP-1 monocytes phenotype cultured in
the presence of MCF-7 or MDA-MB-231 cells. The presented changes in the analyzed cells
showed an increase in expression of paired Siglec-5/14 receptors. Exposure to tamoxifen also
modulated the transcriptional activity of the Siglec-5 and Siglec-14 receptor genes and
modulated associated signaling molecules PTPN6, PTPN11 and DAP12 in THP-1 monocytes

in all studied cell models. Moreover, tamoxifen increased the binding of the Siglec-5 and
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Siglec-14 fusion proteins in the studied breast cancer cells, which suggests changes in the
sialylation pattern of the cells membrane.

The results presented in this study suggest that tamoxifen regulates immune surveillance by
promoting the pro-inflammatory immunophenotype of monocytes in breast cancers unrelated
to their estrogen dependence. Changes in the expression of paired Siglec receptors may be a
regulatory mechanism of genetically conditioned immune response and participate in a
tamoxifen-dependent immunomodulation of the tumor microenvironment. The analysis of the
Siglec receptors profile, especially the expression of paired Siglec-5/14 receptors, may be an
important tool not only for predicting tumor progression, but also to verify therapeutic strategies

and its impact on the breast cancer microenvironment.
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IX. Wykaz tabel i rysunkow

Tabela 1.
Tabela 2a.

Tabela 2b.

Tabela 3.
Tabela 4.

Rycina 1.

Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.

Rycina 5.
Rycina 6.

Rycina 7.

Rycina 8.
Rycina 9.

Rycina 10.

Rycina 11.

Rycina 12.
Rycina 13.

Rycina 14.

Zespoty genetyczne zwiekszajace ryzyko zachorowania na raka piersi.
Klasyfikacja TNM raka piersi okreslajgca cecha T (guz pierwotny)

Klasyfikacja TNM raka piersi okreslajgca cechg¢ N (przerzuty do regionalnych
weztdw chtonnych) oraz cecha M (przerzuty odlegte)

Podtypy molekularne raka piersi.
Podziat, dystrybucja i rola receptoréw z rodziny Siglec.

Zachorowalno$¢ na nowotwor ztosliwy piersi u kobiet w Polsce w latach
2005-2020.

Zachorowalno$¢ na raka piersi w Polsce w latach 2011-13 w zalezno$ci od
wieku.

Zachorowalno$¢ na raka piersi w Wielkiej Brytanii w latach 2006-2008 w
zalezno$ci od wieku.

Stopnie zaawansowania klinicznego raka piersi.
Rodzina receptorow Siglec wystepujacych u cztowieka.

Ekspresja receptoréw Siglec w ukladzie krwiotwdrczym cztowieka

Sciezki sygnalizacyjne aktywujacych i hamujacych receptoréw btonowych
receptorow zwigzanych z cytozolowymi receptorami ITIM 1 ITAM.

Najczesciej wystepujace formy kwasu sjalowego w organizmach ssakow.
Interakcje cis (A) 1 interakcje trans (B) receptorow Siglec.

Sekwencja genowa Siglec-14. Nukleotydowa i aminokwasowa sekwencja
ludzkiego receptora Siglec-14 (A). Poréwnanie sekwencji receptorow Siglec

14 Siglec 5 (B)

Regulacja odpowiedzi immunologicznej przez sparowane receptory Siglec-
5/14

Komoérki MCF-7 w hodowli 48 godzin po wysianiu; pasaz 12.
Komoérki MDA-MB-231 w hodowli 24 godziny po wysianiu; pasaz 13.

Komoérki THP-1 w hodowli 24 godziny po wysianiu (A) i po 48 godzinnej
inkubacji z 12-mirystynian-13-octanem forbolu (B).
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Rycina 15.

Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.

Rycina 20.

Rycina 21.

Rycina 22.

Rycina 23.

Rycina 24.

Rycina 25.

Rycina 26.

Rycina 27.

Rycina 28.

Rycina 29.

Rycina 30.

Rycina 31.

Hodowle komoérek MCF-7, MDA-MB-231 i THP-1 w warunkach
monokultury (A) i kokultury (B) poddanych 24 godzinnej ekspozycji na
tamoksyfen.

Przygotowanie probki dla testu ,,gojenia rany” z uzyciem dwukomorowego
insertu silikonowego Ibidi (A). Plytka 6-dotkowa z wysianymi komoérkami
nowotworowymi sutka w insertach Ibidi (B).

Analiza przezywalnosci komorek raka piersi linii MCF-7 po 24 godzinnej
ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT.

Analiza przezywalnosci komorek raka piersi linii MDA-MB-231 po 24
godzinnej ekspozycji na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT.

Analiza przezywalno$ci monocytow linii THP-1 po 24 godzinnej ekspozycji
na tamoksyfen w oparciu o test redukcji MTT.

Wptyw tamoksyfenu na potencjal migracyjny komoérek MCF-7.
Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace proces ,zarastania rany” w

monokulturze komorek MCF-7 lub w kokulturze z monocytami linii THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na potencjat migracyjny komorek MCF-7. Analiza pola
powierzchni ,,rany” w trakcie 24 godzinnego doswiadczenia.

Wptyw tamoksyfenu na potencjat migracyjny komoérek MDA-MB-231.

Wptyw tamoksyfenu na potencjal migracyjny komoérek MDA-MB-231.
Analiza pola powierzchni ,,rany” w trakcie 24 godzinnego doswiadczenia.

Stezenie TNFa (A), IL-1p (B), IL-6 (C), IL-8 (D), IL-10 (E) i IL-12p70 (F) w
monokulturach i kokulturach monocytow linii THP-1.

Wptyw mirystynianu-13-octanu forbolu (PMA) na ekspresjc CD68 w
monocytach linii THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje CD68 w monocytach linii THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje CD68 w monocytach linii THP-1 w
hodowli z komdrkami raka piersi MCF-7.

Wpltyw tamoksyfenu na ekspresjc CD68 w monocytach linii THP-1 w
hodowli z komérkami raka piersi MDA-MB-231.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje arginazy-1 w monocytach linii THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w
hodowli z komdrkami raka piersi MCF-7.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje arginazy-1 w monocytach linii THP-1 w
hodowli z komérkami raka piersi MDA-MB-231.
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Rycina 32.

Rycina 33.

Rycina 34.

Rycina 35.

Rycina 36.

Rycina 37.

Rycina 38.

Rycina 39.

Rycina 40.

Rycina 41.

Rycina 42.

Rycina 43.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje receptorow Siglec-5/14 w monocytach linii
THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje receptorow Siglec-5/14 w monocytach linii
THP-1 w hodowli z komérkami raka piersi MCF-7.

Wptyw tamoksyfenu na ekspresje receptorow Siglec-5/14 w monocytach linii
THP-1 w hodowli z komoérkami raka piersi MDA-MB-231.

Poziom transkryptow genéw SIGLECS, SIGLEC14, PTPN6, PTPNI11 i
TYROBP w monokulturach i kokulturach monocytéw linii THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komorkami
raka sutka MCF-7.

Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komorkami
raka sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komorkami
raka sutka MDA-MB-231.

Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc z komorkami
raka sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1.

Wptyw tamoksyfenu na wigzanie biatka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komorkami
raka sutka MCF-7.

Wptyw tamoksyfenu na wigzanie bialka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komorkami
raka sutka MCF-7 w hodowli z monocytami linii THP-1.

Wplyw tamoksyfenu na wigzanie bialka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komorkami
raka sutka MDA-MB-231.

Wptyw tamoksyfenu na wigzanie bialka fuzyjnego Siglec-14/Fc z komorkami
raka sutka MDA-MB-231 w hodowli z monocytami linii THP-1.
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