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STRESZCZENIE

Nowotwér jest wieloczynnikowg chorobg obejmujgcy ztozone interakcje miedzy komodrkami
prawidtowymi a nowotworowymi. Rozpoznawanie i niszczenie komdrek nowotworowych
w organizmie jest jednym z zadan uktadu odpornosciowego. Nowotworowo zmienione komorki
mogg modulowaé odpowiedz uktadu immunologicznego, co zabezpiecza je przed zniszczeniem. Mate
pecherzyki btonowe — egzosomy - uwalniane sg do przestrzeni zewnatrzkomérkowej zaréwno przez
komoérki prawidtowe jak i nowotworowe, a zatem sg obecne w wiekszosci ptynéw biologicznych.
Egzosomy stuzg jako nosniki biatek i kwasow nukleinowych w odlegte miejsca w organizmie i dziatajg
jako miedzykomérkowe przekazniki sygnatu zaangazowane w komunikacje miedzy komdérkami.
Komérki nowotworowe wykorzystujg te szczegdlng ceche egzosomdw, aby na wiele sposobéw
wspiera¢ przezycie i rozwdj nowotwordw, w tym takie przyczyniaé sie do neutralizacji
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej. Jednak mechanizmy lezgce u podstaw tego
procesu sg stabo poznane. Dlatego tez wazine jest poznanie szlakdw ,ucieczki immunologicznej”
nowotworéw, ktére pozwolg na opracowanie skuteczniejszych terapii przeciwnowotworowych.
Ponadto, pozwolg one wykorzysta¢ metody stosowane przez nowotwoér w celu unikniecia odpowiedzi
immunologicznej w leczeniu innych zaburzen, takich jak choroby autoimmunologiczne czy odrzucanie
przeszczepu. Gtéwnym celem pracy jest poznanie roli egzosoméw pochodzenia nowotworowego

w komunikacji miedzykomoérkowej.

W mojej rozprawie doktorskiej uwzglednitam podstawowe badania egzosoméw, ich charakterystyke
i optymalizacje metod ich otrzymywania. Eksperymenty opieraty sie na izolowaniu egzosomoéw
z trzech linii ludzkich komdrek nowotworowych réznego typu, dwdch linii czerniaka - A375 i 1205Lu
oraz linii raka jajnika wyprowadzonej w naszym instytucie (OvC16). Wiadomym jest, ze media
hodowlane zawierajg rdéine rodzaje pecherzykédw; dlatego tez przed przystgpieniem do
eksperymentdw bazujgcych na funkcjonalnosci egzosomdw, nalezato potwierdzi¢, ze wyizolowane
pecherzyki byty egzosomami. Z tego wzgledu, wyizolowane pecherzyki poddawane byty analizom
wystepowania na ich powierzchni charakterystycznych egzosomalnych markeréw transbtonowych -
CD9 i CD63 - oraz byty obrazowane réznymi metodami, takimi jak mikroskopia sit atomowych (AFM),
transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) czy analiza Sledzenia nanoczgstek (NTA). Pozytywne

wyniki potwierdzity, ze osady uzyskane przez wirowanie rdéinicowe medidw hodowlanych sg



wzbogacone w egzosomy. Nastepnie zbadano wptyw warunkéw przechowywania egzosoméw na ich
trwatos¢, zbadano wptyw liczby etapdw oczyszczania, a takze wptyw konfluencji komérek i dtugosci
inkubacji na produkcje egzosoméw w hodowli komérkowej. Wykorzystujgc technike cytometrii
przeptywowej wykazano, ze gtebokie zamrazanie zmienia jako$¢ egzosomdw, oraz ze czystosé
egzosoméw moze wptywaé na wyniki eksperymentalne i nalezy do analiz uzywaé podwdjnie
oczyszczonych egzosoméw. Ponadto wykazano, ze produkcja egzosomow zalezata od ilosci komérek
(im wieksza ilo$¢ komérek, tym wiecej egzosomdéw byto wytwarzanych), ale nie zaobserwowano
znaczacych rdznic w produkcji egzosoméw po 1, 2 lub 3 dniach hodowli komdrkowej prowadzone;j
przy tej samej (wysokiej) konfluencji. Ponadto zbadano powierzchnie egzosomdw, wykazujac, ze
charakteryzuje sie ona wysokg ekspresjg antygendéw CD47, CD80, CD14, HLA-ABC, oraz niska
ekspresjg CD11b.

Do badania komunikacji miedzykomdrkowej odbywajgcej sie za pomocg egzosomdw potrzebna byta
metoda do wizualizacji wychwytu pecherzykow przez komdrki. W tym celu pecherzyki znakowano
barwnikami fluorescencyjnymi: znanym estrem sukcynimidylowym karboksyfluoresceiny (CFSE) albo
(4,4'-bis (4'- (N,N-bis (6"- (N,N,N-trimetyloamoniowy) heksylo)-styrylo) tetilodisililenu (DSSN+)), ktére
nie byty wczesniej stosowane do znakowania egzosomoéw. Gtéwnym celem eksperymentéw byto
zbadanie czy egzosomy mozna znakowac barwnikami fluorescencyjnymi, oraz czy sg one zdolne
transportowa¢ barwniki fluorescencyjne do komodrek docelowych. Transfer barwnikow
fluorescencyjnych zawartych w egzosomach potwierdzono za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego
oraz cytometru przeptywowego. Intensywnos¢ fluorescencji barwnikéw CFSE i DSSN+ przenoszonych
przez wyznakowane egzosomy w komadrkach docelowych okreslono w réznych punktach czasowych.
Dla barwnika DSSN+ maksymalng fluorescencje osiggnieto po 1 godzinie od podania, natomiast dla
CFSE najwyzszg fluorescencje obserwowano 24 godziny po podaniu wyznakowanych egzosomoéw do
komoérek. Te eksperymenty stworzyty fundament do dalszych badan komunikacji miedzy komdrkami
nowotworowymi a komérkami uktadu odpornosciowego oraz wychwytu egzosomoéw pochodzenia
nowotworowego przez rézne rodzaje komdrek uktadu odpornosciowego. Pojawito sie pytanie, czy
status zréznicowania komoérek mieloidalnych wptywa na wychwyt egzosomdéw. Otrzymane wyniki
dowodzg, ze zrdzinicowane makrofagi i dojrzate komdrki dendrytyczne efektywniej pobieraty
egzosomy niz monocyty lub niedojrzate komadrki dendrytyczne, co wskazato, ze status réznicowania

komérek wptywa na efektywnosé wychwytu egzosomow.

Nastepnym etapem pracy bylo ustalenie, czy egzosomy pochodzenia nowotworowego moga
modyfikowaé szlaki sygnatowe odpowiedzi odpornosciowej. W tym celu przeprowadzono
eksperymenty z wykorzystaniem technik transwell i Western blot. W eksperymentach z uzyciem

metody transwell komérki nowotworowe byly inkubowane wspdlnie z monocytami, ale byty



rozdzielone membrang o okreslonej wielkosci poréw. Zatozono, ze egzosomy pochodzenia
nowotworowego mogg zmienia¢ ekspresje receptorow zaangazowanych w odpowiedz
odpornosciowg w monocytach, dlatego tez zbadano ekspresje antygendéw powierzchniowych na tych
komérkach z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Uzyskane wyniki wykazaty zmniejszong
ekspresje receptora prezentujgcego antygen HLA-DR, zaangazowanego w sygnalizacje komdrkowa
uktadu odpornosciowego, co sugeruje immunosupresyjng role zawartosci egzosomowego cargo -
w tym miRNA - transportowanej przez egzosomy pochodzenia nowotworowego. Nastepnie, aby
zbadaé¢, czy egzosomy pochodzenia nowotworowego zmieniajg poziom ekspresji biatek
zaangazowanych w hamowanie odpowiedzi immunologicznej w komadrkach, zastosowano metode
Western Blot. Z literatury wiadomo, ze miRNA zawarte w egzosomach mogg zaburzac
funkcjonowanie komadrek docelowych poprzez hamowanie ekspresji niektérych gendéw docelowych,
powodujgc obnizenie poziomu lub catkowite zatrzymanie produkcji okreslonego biatka. Aby
zweryfikowac hipoteze, ze egzosomy mogg indukowac wyciszanie biatek zaangazowanych w szlaki
sygnatowe odpowiedzi odpornosciowej, rézne typy komédrek inkubowano z réinymi dawkami
egzosomoéw. Nastepnie okreslono poziom biatka NFAT5 (ang. Nuclear Factor of Activated T cells).
Biatko NFATS jest czynnikiem jadrowym aktywowanych limfocytéw T — jednym z rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych, ktéry powoduje aktywacje gendéw w odpowiedzi odpornosciowej indukowanej
przez Toll-like receptor (TLR). Receptory TLR rozpoznajg patogenne mikroorganizmy i indukuja
wrodzong odpowiedZ immunologiczng, ktdra jest niezbedna dla obrony gospodarza, wywotujac
wytwarzanie cytokin i inicjowanie adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej. Badane biatko zostato
wybrane w oparciu o wczesniejszg analize MicroArray na podstawie miRNA znalezionych
w egzosomach. W analizie bioinformatyczne] zidentyfikowano mRNA dla NFATS5 , ktére byto celem
dla najwiekszej liczboy miRNA zawarte w egzosomach. Wykorzystujac technike Western Blot
wykazano, ze NFATS ulega ekspresji w liniach komérek T (MOLT4), Hela i OvC16, a egzosomy
wplywajg na poziom biatka NFAT5 w tych liniach. Podsumowujac, poprzez wptyw na poziom biatka
zaangazowanego w odpowiedZ immunologiczng, egzosomy pochodzenia nowotworowego sg zdolne
do zmiany funkcji komérek immunologicznych i potencjalnie przyczyniaja sie do ucieczki nowotworu

przed odpowiedzig systemu odpornosciowego.

Srodowisko i interakcje miedzy komdérkami powigzanymi z nowotworem sg niezbedne dla wzrostu
i rozwoju guza. Mozliwe jest, ze egzosomy biorg udziat w komunikacji miedzy komdrkami
nowotworowymi a komérkami uktadu odpornosciowego i mogg wptywaé na produkcje cytokin. Sama
interleukina IL-12 moze indukowad silng aktywnos$¢ przeciwnowotworowg, ale moze tez dziataé
synergistycznie z kilkoma innymi cytokinami regulujgcymi odpornos¢, zwiekszajgc tym samym

aktywnos$¢ przeciwnowotworowg organizmu. W zwigzku z tym zbadano poziom IL-12 komérek



odpornosciowych po podaniu egzosomoéw pochodzenia nowotworowego. Wyniki wykazaty obnizony
poziom IL-12 po ekspozycji na egzosomy, co moze stanowi¢ dodatkowy mechanizm, za pomoca
ktérego komérki nowotworowe uzyskujg kontrole nad uktadem odpornos$ciowym poprzez

hamowanie produkcji i wydzielania sygnatéw stymulujgcych odpowiedz immunologiczna.

Coraz czesciej dostrzega sie potencjat egzosoméw jako Srodkéw terapeutycznych. W przeciwieristwie
do terapii opartych na komérkach, egzosomy wydajg sie mie¢ wiele zalet, np. sg tatwiejsze do
przechowywania, a sztucznie wprowadzona zawartos¢ jest chroniona przed degradacjg i bardziej
stabilna we krwi. Egzosomy mogtyby zapewni¢ nowe zrédto skutecznych nosnikéw lekéw lub
terapeutycznych kwaséw nukleinowych, ale nadal trzeba opracowaé wydajne metody ich tadowania.
Dlatego tez badanie egzosomow jako mozliwych nosnikow lekéw byto nastepng czesciag mojej pracy.
Badania oparto na testowaniu réznych metod fadowania zwigzkéw o potencjalnym charakterze
przeciwnowotworowym do egzosomow. Wydajnos¢ zatadowania monitorowano metodami: MTT
i cytometrig przeptywowa. Wyniki wskazaty, ze egzosomy mogg funkcjonowac¢ jako nosniki
potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych. Nie do korca wiadomo, w jaki sposdb egzosomy
pochodzenia nowotworowego sg zdolne do indukowania zmian w funkcjonowaniu komodrek uktadu
immunologicznego, a gtebszy wglad w mechanizmy komdrkowe i molekularne lezgce u podstaw
ucieczki immunologicznej nowotworu za pomocg egzosomOw moze ostatecznie doprowadzi¢ do
nowatorskich podejs¢ terapeutycznych z korzyscig dla pacjentéw z nowotworami. Egzosomy
pochodzenia nowotworowego przyczyniajg sie do hamowania odpowiedzi odpornosciowej
gospodarza wobec raka i tym samym wspomagajg rozwdj nowotworu, aby uzyska¢ kontrole nad
uktadem odpornosciowym gospodarza. Moje wyniki potwierdzajg, ze egzosomy pochodzenia
nowotworowego biorg udziat w komunikacji miedzykomérkowej i co wiecej, s w stanie indukowad

zmiany w funkcjonowaniu komérek odpornosciowych.

Eksperymenty przeprowadzono w ramach zakoriczonego projektu OPUS 5 finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki (NCN 2012/05 / B / NZ2 / 00574) oraz w ramach prowadzonego obecnie
projektu OPUS 10 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (NCN 2016/21 / B / NZ7 / 02747),
ktorego kierownikiem jest dr hab. Markus Dichler prof. CBMiM, a takze z projektu dla mtodych
naukowcéw otrzymanego w 2015 roku pod tytutem ,Analiza wptywu egzosomdéw pochodzenia

nowotworowego na poziom cytokin produkowanych przez komdrki uktadu immunologicznego".



