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Funkcjonalna specjalizacja komérek nowotworowych, prowadzaca m.in. do rozwoju sub-
populacji komorek o zwigkszonym potencjale inwazyjnym, decyduje o homeostazie i rozwoju guzow.
Réznorodnos¢ morfologiczna i fizjologiczna komoérek nowotworowych w obrebie pojedynczego guza
stanowi jedno z najwickszych wyzwan w badaniach procesu nowotworzenia i w opracowaniu nowych
strategii terapeutycznych. Powszechnie stosowane modele doswiadczalne oparte na liniach komorek
nowotworowych zakladaja, cz¢sto w sposob nieuzasadniony, ich jednorodnosé fenotypows.
Dodatkowo, czesé technik doswiadczalnych z zasady ,,usredmia” odpowiedzi réznigeych sig
fenotypowo komérek na zadany bodziec, co moze wplywaé na interpretacjg otrzymanych wynikow
i przeklada¢ si¢ na uzytecznosé modeli in vitro w analizach mikroewolucji nowotwordw. Techniki in
vivo w wigekszym stopniu umozliwiajg sledzenie loséw komoérek w naturalnym dla nich $rodowisku,
jednak ich wada pozostaje zlozonos$¢ uktadow doswiadczalnych oraz brak praktycznej mozliwosci
$ledzenia loséw pojedynczych komérek w dtuzszych okresach czasu. Stad istnieje potrzeba stworzenia
modeli badawczych pozwalajgcych na przeprowadzanie analiz wiasciwosci i reakcji pojedynczych
komorek (single-cell approach) w scisle kontrolowanych warunkach pozwalajacych na interpretacje
zachowania komorek w kontekscie mikroewolucji nowotwordw.

Zaproponowany w pracy model oparty o heterogenne fenotypowo linie komorek raka
szczurzej prostaty (AT-2) i ludzkiego glejaka (T98G) pozwala na $ledzenie przejs¢ fenotypowych,
ktorym podlegaja komarki nowotworowe in vivo, a ktore decyduja m.in. o formowaniu populacji o
zwickszonym potencjale inwazyjnym. Stworzono uklad badawezy ziozony z szesciu homogennych
sub-linii komérek AT-2, rdiniacych sie morfologia, podatnoscig na odksztalcenia, ruchliwoscia,
potencjalem inwazyjnym in vifro i ekspresja markerow przejsé¢ migdzy fenotypem epitelioidalnym a
mezenchymalnym (fibroblastoidalnym; epithelial-mesenchymal transition-EMT). Zaobserwowano
istnienie korelacji migdzy fibroblastoidalnym fenotypem komdrek, charakterystycznym dla komoérek o
zwiekszonym potencjale inwazyjnym a poziomem ekspresji biatka Snail-1, ktéry jest czynnikiem
transkrypcyjnym regulujgcym EMT. Ekspresja biatka Snail-1 powoduje zahamowanie ekspresji
genéw zwigzanych z fenotypem epitelialnym, zmiany morfologii komorek, obnizenie sity adhezji i
podwyzszenie aktywnosci migracyjne) komorek. W konsekwencji EMT prowadzi do powstania
populacji komérek o wyzszym potencjale metastatycznym. Podobne wspolzaleznosci miedzy
morfologia sub-linii i ekspresja Snail-1 zaobserwowano w przypadku komorek glejaka T93G.
Sugeruje to, ze réznicowanie fenotypowe komodrek AT-2 zwigzane jest z przejéciami fenotypowymi, o
ktorych wiadomo, ze decyduja o rozwoju sub-populacji komorek odpowiedzialnych za progresje
nowotworéw i tworzenie metastaz. Dodatkowo, wyciszenie Snail-1 w komoérkach o fenotypie
fibroblastoidalnym powodowalo zmiang ich morfologii na epitelioidalng, podeczas gdy traktowanie
epitelioidalnych sub-linii komérek AT-2 TGF-p wywolywalo efekt odwrotny.

Ponadto, wyraznej ekspresji czynnika Snail-1 i jego jadrowej lokalizacji w fibroblastoidalinych
sub-liniach komdrek AT-2 i T98G towarzyszyla podwyzszona ekspresja koneksyny(Cx)43 oraz
wysoka intensywnoéé komunikacja mi¢dzykomorkowej za posrednictwem zlgez szczelinowych
(GIIC). Ztacza szczelinowe zbudowane z Cx43 i innych koneksyn s3 jednym z gléwnych mediatorow
utrzymywania homeostazy w tkankach prawidlowych. Koneksyny tworza heksameryczne kanaty
umozliwiajace miedzykomorkowy transfer jonow i malych czastek o masach nieprzekraczajacych
1kD. Powszechnie przyjmuje sie, ze obnizenie poziomu ekspresji koneksyn lub uposledzenie funkcji
ztacz szczelinowych promuje proces nowotworzenia na wezesnych jego etapach poprzez izolacjg
metaboliczng komorek. Jednak liczne doniesienia literaturowe opisujace podwyzszong ekspresje
koneksyn w guzach wtornych zdaja si¢ czgéciowo przeczy¢ tej hipotezie. Wyniki uzyskane w pracy
sugerujg, ze ekspresia i funkcja Cx43 moze by¢ powigzana z przejsciami fenotypowymi
zwickszajacymi potencjal inwazyjny komdrek raka prostaty i glejaka. Wyciszenie ekspresji czynnika
Snail-1 w komérkach fibroblastoidalnych AT-2 prowadzito do przejscia do fenotypu epitelioidalnego
przy réwnoczesnym obnizeniu ekspresji Cx43. Z kolei nadekspresja czynnika Snail-1 w komérkach
epitelioidalnych powodowata przejscia fenotypowe w kierunku fibroblastoidalnym oraz podwyzszenie
poziomu ekspresji Cx43. Jednoczesnie wyciszenie ekspresji Cx43 w komérkach fibroblastoidalnych
wplywato na poziom ekspresji Snail-1: prowadzilo do jego obnizenia. Obserwacje te wskazuja na
istnienie mechanizméw regulujgcych wzajemnie ekspresje Snail-1 i Cx43. W komérkach
prawidlowego nablonka prostaty (PNT2A) nie stwierdzono wystgpowania opisanych zaleznosci,
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Koimmunoprecypitacja bialek Cx43 i Snail-1, w powigzaniu z technikami Western Blot oraz
spektrometrii masowej (Shot-gun), nie wykazala bezposredniego oddziatywania bialek Snail-1 1 Cx43,
potwierdzita jednak oddzialywanic Cx43 =z p-tubuling. Jednoczesnie wykonane analizy
immunofluorescencyjne wykazaly translokacje do jadra biatka Smad2, co wskazuje, ze Cx43 reguluje
ekspresje Snail-1 poprzez wypieranie bialck Smad2 z mikrotubul zwigkszajagc w ten sposob
cytoplazmatyczng pule bialek Smad2. W konsekwencji prowadzi to do zwigkszonej translokacji
Smad2 do jadra komérkowego i indukceji ekspresji Snail-1.

Reasumujgc w ramach pracy zidentyfikowano markery heterogennosci linii komoérek AT-2 i
T98G i podjeto prébe zastosowania obu modeli do analiz mechanizméw odpowiedzialnych za
progresje nowotworowa w korelacji z ekspresjg Snail-1 i Cx43. Ponadto przeprowadzono analizg
powigzan migdzy ekspresjg biatka Snail-1 a ekspresja koneksyny43 (Cx43) oraz ich roli w
ksztaltowaniu frontu inwazyjnego nowotworu prostaty i glejaka wielopostaciowego. Okreslono
réwniez mozliwa role Cx43 w mikroewolucji populacji komorek inwazyjnych. Stosujac opracowany
model badawczy po raz pierwszy wykazano istnienie bezposredniego zwigzku pomiedzy ekspresja
biatlek Snail-1 oraz Cx43 w nowotworach pochodzenia nablonkowego (rakach) i glejakach oraz
dokonano analizy $ciezek regulujacych wzajemnie ich ekspresjg. Wykazano rdwniez ekspresje
czynnika transkrypcyjnego Snail-1 i powigzano jej poziom z inwazyjnoscia komérek glejakow.
Umozliwia to stosowanie go jako markera zlosliwosci glejakdéw. Wyniki pozwolily na powigzanie
podwyzszonego poziomu ekspresji Cx43 z fenotypem inwazyjnym komorek raka prostaty i glejakéw
oraz opisanie roli Cx43 w regulacji potencjalu metastatycznego komdrek. Nowe fakty na temat roli
Snail-1, Cx43 w regulacji potencjalu inwazyjnego komorek raka prostaty i glejakéw pozwolily na
uzyskanie pelniejszego obrazu rozwaju obu typow nowotwordw. Glejaki nie wywodza si¢ z komorek
nablonkowych, wiec w ich przypadku nie mozna mowi¢ o procesic przejscia epitelialno-
mezenchymalnego. Jednak ekspresja biatka Snail-1 oraz zwiagzane z nig zmiany fenotypowe swiadczg
o zaangazowaniu w progresj¢ glejakow procesu podobnego do EMT. Proces ten nie byt do tej pory
przedmiotem poglebionych analiz.



