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kontinuum érodblonka przez komarki DU-145 jest wypadkowa dzialania kilku systeméw regulujacych
migdzykomdrkowa komunikacje w obrebie niszy metastatycznej.

Potwierdzenie takiego stanu rzeczy przyniosty analizy wptywu komérek innych linii raka
prostaty na status funkcjonalny $§rodblonka. Na przykiad komdrki PC-3 wykazywaly stosunkowo
wysoka wydajnosé procesu penetracji Srodblonka, przy znikomej ekspresji Cx43. Ponadto, media
warunkowane pochodzace z tych komérek znaczaco zwickszaly aktywnosé migracyjna komoérek
$r6dbtonka, co dowodzi kluczowej roli petli parakrynnych w efektywnosci ekstrawazacji komorek PC-
3. Z kolei poréwnanie wptywu komorek MAT-LyLu i AT-2 na lokalne wlasciwosci Srodblonka
wskazuje na istotng role Cx43 w obrebie ich niszy metastatycznej. Komorki linii MAT-LyLuy,
charakteryzujace sie wysoka ekspresja Cx43 i wysoks inwazyjnoscia, byly w stanie znacznie
efektywniej mobilizowaé komérki HUVEC, anizeli komoérki linii AT-2 o niskim potencjale
inwazyjnym oraz niskiej ekspresji Cx43. Wyniki te wskazuja, ze rozne sub-populacje komérek raka
prostaty (nawet w obrebie tego samego guza), moga przyjmowaé rozne strategie kontroli procesu
transmigracji przez warstwe §rodblonka, Ekspresja Cx43 w komorkach nowotworowych nie jest
konieczna dla tego procesu, choé w zaleznodci od typu komoérek, moze go w wigkszym lub mniejszym
stopniu wspomagaé. Co wiecej, obecno$é Cx43 w komorkach nowotworowych moze wspomagac
tworzenie przerzutéw na innych etapach kaskady metastatycznej, o czym $wiadczy korelacja migdzy
inwazyjnoscia komérek DU-145 a ekspresjg Cx43 w tych komérkach. Z drugiej strony ekspresja Cx43
w komérkach $rédblonka regulowana jest interakcjami miedzykomérkowymi w obrgbie niszy
metastatycznej. Zaobserwowano znaczacy wzrost ekspresji Cx43, zaréwno na poziomie biatka jak i
mRNA, w komérkach HUVEC hodowanych w obecnogdcei komérek DU-145 § MAT-LyLu, a mniejszy
w obecnosci komérek PC-3 i AT-2. Uzyskane wyniki czesciowo wskazujg na rolg obecnosci Cx43 w
komorkach nowotworowych w regulacji tego procesu. Jednak petle parakrynne réwniez sa w stanie
modulowaé ekspresj¢ Cx43 w komoérkach $rodblonka, o czym Swiadczy wplyw monocytow
izolowanych z krwi obwodowej na proces ekstrawazacji komdrek DU-145, aktywnosé
lokomotoryczng oraz profil ekspresji Cx43 w srédblonku.

Niezaleznie od bodZcow powodujacych mobilizacj¢ komérek srodblonka, opisane powyZej
wyniki wskazuja na role tego procesu w warunkowaniu wydajnodci eksirawazacji komorek
nowotworowych. Teza ta znalazta potwierdzenie w wynikach badaf wplywu fenofibratu (powszechnie
stosowanego leku wazoaktywnego o mozliwym dziataniu przeciwnowotworowym) na interakcje
komérek raka prostaty DU-145 z srodblonkiem w obrebie niszy metastatycznej. Analizy reorganizacji
kontinuum przestrzennego s$rodbtonka po podaniu fenofibratn wykazaty spadek wydajnosci

- ekstrawazacji komoérek nowotworowych. Zaobserwowano, ze fenofibrat zmienia organizacje
cytoszkieletu w komorkach érodblonka powodujac wzrost liczby wiokien naprezeniowych oraz
indukuje rekrutacje winkuliny do kontaktéw zogniskowanych, czemu towarzyszy spadek aktywnosci
migracyjnej komérek $rédblonka w obecnosci komdrek nowotworowych. Skorelowane jest to z
aktywacja $ciezki sygnalizacyjnej zaleznej od kinazy AKT i wzrostem stezenia reaktywnych form
tlenu w komérkach $rodblonka w wyniku aktywacji szlakow zaréwno zaleznych, jak i niezaleznych od
PPARw. Otrzymane wyniki wskazywaé moga, ze zjawiska te nie zaleza od interferencji fenofibratu ze
szlakami komunikacji miedzykomérkowej w obrgbie niszy metastatycznej, lecz sa one wynikiem
bezposredniego wptywu fenofibratu na komérki srédblonka.

Reasumujac, zaproponowany w pracy model badawczy umozliwia stosunkowo wszechstronng
analize warunkéw panujacych w obrebie niszy metastatycznej oraz aktywnosci migdzykomérkowych
szlakéw sygnatowych bioracych bezposredni udzial w procesie ekstrawazacji komérek
nowotworowych. Przy jego uzyciu sprecyzowano réznice w proporcji migdzy wplywem petli
parakrynnych oraz zaleznych i niezaleznych od ztacz szczelinowych funkeji Cx43 na efekfywnosé
procesu penetracji kontinuum $rédblonka przez komorki réznych linii raka prostaty. Ponadto,
wykazano decydujacy wplyw lokalnego statusu funkcjonalnego $rédbtonka na wydajnosc tego
procesu, a takze zidentyfikowano mechanizmy mozliwej interferencji fenofibratu z wydajnoseia
kaskady metastatycznej raka prostaty zwiazanej z podniesieniem funkcji barierowej srodbtonka.
Poznanie mechanizméw interferencji lekéw ze szlakami odpowiedzialnymi za tworzenie przerzutéw
moze mieé kluczowe znaczenie z punktu widzenia terapii nowotwordéw, dlatego tak wazne jest
wykorzystanie w badaniach modeli dos$wiadczalnych umozliwiajacych czgdciowe odtworzenie
warunkéw panujacych w obrebie niszy metastatycznej.
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Wielokierunkowa ~wymiana informacji migdzy komérkami a otaczajacym je
mikrosrodowiskiem (nisza) wspoldecyduje o utrzymaniu homeostazy tkanki, a jej zaburzenia
prowadzi¢ moga do rozwoju choroby nowotworowej. Szczegdlnym przypadkiem mikrosrodowiska
komérki nowotworowej jest ,nisza metastatyczna®, czyli miejsce, w ktérym dochodzi do
ekstrawazacji komoérek nowotworowych zapoczatkowujacych rozwéj metastazy. Wiasciwosci
komoérek nowotworowych, takie jak mechaniczna elastycznosé, aktywna migracja oraz wrazliwos¢ na
bodzce plynace z mikrosrodowiska, wsp6twarunkuja zdolnos¢ komdrek do penetracji naturalnych
barier, w tym kontinuum $rédbtonka i blony podstawnej. Jednak wydajnos¢ procesu ekstrawazacji
komérek nowotworowych jest w réwnym stopniu  warunkowana przez —oddzialywania
miedzykomérkowe w obrebie niszy metastatycznej, w tym przez interakcje komérek nowotworowych
ze $rodblonkiem i komérkami uktadu odpornosciowego. W szczegolnosci, efektywnos¢ tego procesu
zalezy od lokalnego statusu funkcjonalnego $rodbtonka warunkowanego przez pgtle parakrynne lub/i
przez bezposrednia wymiang metabolitow migdzy komdrkami za posrednictwem ztacz szezelinowych.
Interakcje te sa potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych nakierowanych na obnizenie
efektywnosci kaskady metastatyczne;j.

Nisza metastatyczna jest przejéciowo formowana w naczyniach kapilarnych na styku komoérek
nowotworowych i $rédblonka. W pracy zaproponowano model doswiadczalny in vifro umozliwiajacy
czesciowe odtworzenie warunkéw panujacych w obrebie niszy metastatycznej komorek
nowotworowych oraz przeprowadzono probe jego zastosowania do analiz czynnikéw determinujacych
wydajnos¢ ekstrawazacji komérek raka prostaty. Ukfad ten oparty zostat o ko-hodowle komorek
érédblonka (HUVEC) z komérkami szczurzych (AT-2, MAT-LyLu) oraz ludzkich linii raka prostaty
(DU-145, PC-3), powszechnie stosowanych w analizach tego nowotworu. W badaniach wykorzystano
fakt znacznych réznic miedzy komérkami poszezegélnych linii, dotyczacych podstawowych cech
wspotdecydujacych o ich potencjale inwazyjnym: w tym ich aktywnosci migracyjnej oraz funkcji
koneksyny(Cx)43, biatka budujacego kanaty ztacz szczelinowych o weiaz nie do korica sprecyzowanej
roli w toku rozwoju choroby nowotworowej. Wykorzystujac skaningowa mikroskopi¢ konfokalng
opisano poszczegélne etapy penetracji kontinuum $rédblonka przez komérki raka ludzkiej prostaty
DU-145 oraz towarzyszaca temu procesowi mobilizacje komponentéw niszy metastatycznej. W
bezposrednim otoczeniu komérek DU-145 dochodzi do ,,rozszezelnienia” warstwy srodbtonka, czemu
towarzyszy zwickszenie jego aktywnosci migracyjnej oraz zmiana architektury cytoszKieletu
aktynowego, w tym formowanie widkien naprezeniowych. Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze
procesy te zwiazane sa z lokalng mobilizacja srodblonka indukowana sygnatami pochodzacymi od
komérek nowotworowych. Dodatkowo zaobserwowano aktywacje szlaku sygnatowego zaleznego od
kinazy ERK1/2 w komérkach $rédbtonka w ko-hodowli z komérkami DU-145. Podobna mobilizacjg
komoérek $rodblonka, cho¢ o réznym natgzeniu, zaobserwowano w obecnosci komorek raka prostaty
PC-3, MAT-LyLu i AT-2. Obserwacje te potwierdzaja aktywna rolg endotelium w procesach
ekstrawazacji komérek nowotworowych. Ilustrujg one réwniez przydatnos¢ zastosowanego podejscia
do$wiadczalnego do badan roli wzajemnych interakeji migdzy komérkowymi komponentami niszy w
regulacji procesu ekstrawazacji.

Za zjawisko mobilizacji komérek $rédblonka przez komorki nowotworowe odpowiadaé moga
zaréwno oddzialywania parakrynne, jak i sygnaly przesylane za posrednictwem bezposrednich
kontaktéow miedzy komérkami, w tym takze za posrednictwem zlgcz szczelinowych. Stymulacja
komérek HUVEC medium warunkowanym pochodzacym od komoérek DU-145 nie wplywata
znaczaco na ich aktywno$¢ migracyjna. Z drugiej strony zaobserwowano znaczace réznice w profilu
ekspresji cytokin regulujacych procesy angiogenezy w ko-hodowlach komérek $rodbtonka i DU-145.
W powiazaniu ze wzrostem aktywnosci szlaku ERK1/2 w ko-hodowlach wynik ten sugeruje, ze
lokalna aktywacja petli parakrynnych moze odgrywa¢ pewna rolg w mobilizacji komorek $rodblonka
w obrebie niszy metastatycznej komoérek DU-145, jednak nie jest to rola wiodaca. Ponadto,
zastosowanie inhibitora metaloproteinaz nie wplynglo na stymulowana komérkami DU-145
aktywno$¢ migracyjna srédbtonka. Z drugiej strony, wyciszenie ekspresji Cx43 w komorkach DU-145
spowodowato obnizenie tempa ich ekstrawazacji, ktore bylo skorelowane ze spadkiem poziomu
indukcji ruchliwosci komérek srédblonka. Jednak farmakologiczne zablokowanie komunikacji
miedzykomoérkowej za posrednictwem zlacz szczelinowych nie zmienito znaczaco tempa
ekstrawazacji komoérek raka prostaty oraz aktywnosci migracyjnej komérek HUVEC stymulowanych
kontaktem z komérkami nowotworowymi. Otrzymane wyniki wskazuja, ze efektywnos¢ penetracji




