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Czerniak jest nowotworem ztosliwym, ktory rozwija si¢ z komorek barwnikowych
skory (melanocytow) odpowiedzialnych za produkcj¢ melaniny. Jej zadaniem jest ochrona
skory przed promieniowaniem stonecznym czyli gldéwnym czynnikiem ryzyka powodujacym
rozwo0j tego nowotworu. Biorgc pod uwagge, ze czerniak szybko zyskuje zdolnos$¢ do przerzutow
inie opracowano do tej pory skutecznego leczenia jego zaawansowanej postaci, nowe narzedzia
diagnostyczne i prognostyczne znajduja si¢ w centrum badan. Szczegoélnie istotna jest analiza
ilo§ciowa oceny prawdopodobienstwa wystgpienia czerniaka oraz jego przerzutow, CO jest
zalezne od subiektywnej oceny histopatologa. Obecnie szeroko wprowadzane i stosowane
sa metody bezznacznikowe, ktore umozliwiajg badanie materialu biologicznego, w tym analize
zywych komorek oraz tkanek. Opracowanie wiarygodnego systemu pomiarowego z poprawnie
zdefiniowanymi interakcjami  pomigdzy molekulami  stanowi duze wyzwanie.
Zatem szczegOlowa wiedza na temat wlasciwosci komorek normalnych, komorek
z pierwotnych ognisk nowotworu oraz agresywnych komorek z przerzutow moze pomoc
w opracowywaniu nowych metod diagnostycznych i prognostycznych.

Zastosowanie rozpoznanych strukturalnych elementéw komorki jako biomarkerow
umozliwia opracowanie takich metod. W prezentowanej pracy gtownym obiektem badan
s glikany obecne na btonie komorkowej. Podczas progresji nowotworu komorki nieinwazyjne
podlegaja transformacji do komorek tworzacych przerzuty w wyniku procesu nazwanego
tranzycja epitelialno-mezenchymalng. Towarzysza mu zmiany profilu glikozylacji wielu biatek
btony komoérkowe;j, ktore odpowiadajg za przyczepnosé, proliferacje 1 migracje komorek. Do
identyfikacji specyficznych reszt sacharydowych stosowane sg lektyny réznego pochodzenia.

Wykorzystanie wysoce specyficznych oddziatywan wystgpujacych pomiedzy lektynami i



glikanami na komorkach do badan wykonanych za pomocg metod bezznacznikowych moze
postuzy¢ do zaprojektowania nowych narzedzi diagnostycznych jak i terapeutycznych.

Celem pracy bylo (1) opracowanie metod rozrdzniania komoérek z kolejnych etapow
progresji czerniaka na podstawie zmian w ich profilu glikozylacji wykorzystujac w tym celu
metody bezznacznikowe; (2) sprawdzenie, czy opracowana metodyka umozliwi prawidlowa
klasyfikacj¢ komorek wyizolowanych od pacjentoéw z potwierdzonymi przerzutami czerniaka
oraz (3) badanie zmian w profilu glikozylacji komoérek czerniaka pod wplywem wybranego
zwigzku biologicznie czynnego (endokannabinoid Anandamid) jako potencjalnego czynnika
terapeutycznego.

W_ przegladzie literatury przedstawiono ogoélng charakterystyke czerniaka, ktora

obejmuje jego opisane podtypy, epidemiologi¢, czynniki ryzyka, diagnostyke oraz przebieg
leczenia. Scharakteryzowano najczgséciej uzywane modele badawcze czerniaka wraz z danymi
dotyczacymi opracowania tych modeli. Przedstawiono obecnie najcze$ciej uzywane metody
stosowane do badania choréb nowotworowych uwzgledniajac wykorzystanie zaréwno metod
znacznikowych jak i bezznacznikowych. Ponadto opisano mechanizm procesu glikozylacji
oraz funkcje uktadu endokannabinoidowego w komorkach, ktory jest obecnie uwazany
za potencjalny cel terapeutyczny przy chorobach nowotworowych.

Czg$¢ badawcza pracy zostala podzielona na trzy cze$ci. W_pierwszym rozdziale

wynikow  przeprowadzono  charakterystyke = komercyjnych  linii  komoérkowych
wykorzystywanych jako modele do badan nad czerniakiem. Analizowano takie parametry
jak szybko$¢ wzrostu komorek, ich morfologie oraz wlasciwosci mechaniczne za pomoca
mikroskopii sit atomowych (AFM). Pierwsza podjeta probg odroznienia komorek czerniaka
z roznych faz jego wzrostu bylo przeprowadzenie analizy za pomoca lektynoblottingu.
Do badan wybrano lektyng Konkanawaling A (Con A), ktéra ma wysokie powinowactwo
do mannozy i glukozy. Aby obserwowa¢ oddzialywanie pomig¢dzy lektyng i glikanami
na komodrkach w czasie rzeczywistym wykorzystano mikrowage kwarcowa z funkcja sledzenia
dyssypacji energii (QCM-D). Zastosowano dwa typy pomiaréw: komorki hodowane
na sensorach (ang. cell-based sensors) oraz komorki w zawiesinie (ang. suspension cell-based
sensors). Dla obu typoéw pomiaréw okre§lono najpierw kluczowe parametry mogace znaczaco
wplynaé na analizowane wigzanie si¢ lektyny do glikanéw obecnych na komoérkach 1 wybrano
najlepsze parametry pomiarowe. Badania oddziatywania lektyn z glikanami na komorkach
przeprowadzono dla 7 komercyjnych linii komoérkowych, w tym na komorkach prawidlowych
(melanocytach HEMa-LP), komorkach z poziomej fazy wzrostu czerniaka (WM35) oraz

z pionowej fazy wzrostu czerniaka (WM115) jak roéwniez na komorkach metastatycznych



(WM266-4, MeWo, A375-P i G-361). Nastepnie przeprowadzono badania wykorzystujace
opracowane procedury badawcze za pomocag QCM-D. Komorki z roznych stadiow czerniaka
mozna byto rozr6zni¢ na podstawie obliczonego powinowactwa lektyny do glikanéw obecnych
na komorkach, a takze nowo zdefiniowanego parametru VI (ang. viscoelastic index).
Lektyna Con A wykazywata wigksze powinowactwo do glikanow obecnych na komoérkach
metastatycznych niz do glikanéw komorek prawidlowych oraz komorek z poszczegolnych faz
wzrostu czerniaka. Parametr VI opisuje wtasciwosci lepkosprezyste utworzonych kompleksow
lektyna-glikan na komoérkach i moze wykazywa¢ zmiany zachodzace w tym oddziatywaniu.
Warto$¢ VI uzyskano z surowych danych pomiarowych, ktore otrzymuje si¢ poprzez
przygotowanie zaleznosci dyssypacji energii w funkcji czestotliwosci rezonansowej
(popularnie nazywane wykresami Df). Obliczenie warto$ci bezwzglednej dla nachylenia
otrzymanej krzywej umozliwia podanie warto$¢ parametru VI. Dzigki tym prostym
obliczeniom rozroézniono wszystkie typy komorek (komoérki prawidlowe, z fazy poziomej i
pionowej oraz o duzym potencjale przerzutowym). Do pordwnania wynikéw wykorzystano
réwniez kilka innych technik badawczych takich jak: zmodyfikowany test ELISA z uzyciem
lektyny, mikrotermoforeza oraz pomiary za pomocg mikroskopu AFM, gdzie lektyna zostata
wczesniej przyczepiona do ostrza. Wszystkie zebrane wyniki potwierdzily mozliwosé
odréznienia komorek czerniaka z réznych faz jego wzrostu, przy wykorzystywaniu do badan
oddziatywan lektyn z glikanami obecnymi na powierzchni tych komorek. Co wigcej, ustalona
procedura badawcza wykorzystujaca komorki w zawiesinie pozwalata na znacznie szybsza
analizg tego oddziatywania. Pomimo ograniczonej liczby analizowanych linii komérkowych
otrzymane wyniki wskazuja, ze warto$¢ parametru VI oraz powinowactwo, mozna wykorzystac¢
jako czynniki prognostyczne dla przebiegu czerniaka.

W_ drugim rozdziale wynikéw opisano sposob praktycznej weryfikacji metody

opracowane] w rozdziale pierwszym wynikow, w ktorej komoérki miaty by¢ wcezesniej
wysiewane na sensorze. Przystgpiono do optymalizacji procesu izolacji komorek od pacjentow
z potwierdzonym przerzutem czerniaka. W tym celu nawigzano wspOlprace z naukowcami
z Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego 1 uzyskano odpowiednia zgode od Lokalnej
Komisji Bioetycznej. Wykorzystujac nowa procedur¢ nieenzymatycznej izolacji komorek
wyprowadzono pi¢¢ linii komorkowych z dwoch otrzymanych weztéw chtonnych (biopsja 1 -
komorki M1, M7, M16 1 M28; biopsja 2 - M9). Wyizolowane komorki na poczatku
scharakteryzowano pod katem ich szybkoSci wzrostu, morfologii oraz wlasciwosci
mechanicznych. Potwierdzono wystgpowanie markerow typowych dla czerniaka

we  wszystkich  zalozonych  liniach  komérkowych za  pomoca  barwienia



immunohistochemicznego (S-100 i HMB-45) i analizy gPCR (MLANA). Nastepnie
przeprowadzono analiz¢ oddziatywania lektyny z glikanami obecnymi na powierzchni
komorek za pomocg pomiarow QCM-D, a wyniki potwierdzono za pomoca zmodyfikowanego
testu ELISA z wykorzystaniem lektyny. Otrzymane wyniki potwierdzily uzyteczno$¢
opracowanej procedury. Jednocze$nie obserwowane roznice w wartosciach VI i powinowactwa
wykazaly, ze wyizolowane komoérki mogag mie¢ rézny potencjal przerzutowy (niski lub
wysoki), co potwierdzaja tez wyrazne réznice w szybkosci wzrostu tych komorek. Dzigki
potwierdzeniu stosowalnosci procedury na komorkach pobranych od pacjentéw, moze ona by¢
W przysztosci polecana do praktycznego wykorzystania jako dodatkowa procedura badawcza
w diagnostyce 1 prognozowaniu rokowan dla pacjentow.

W ostatnim rozdziale wynikéw skupitam si¢ na probie modyfikacji profilu glikozylacji

komorek czerniaka w wyniku zastosowania zwigzku o potencjalnej uzyteczno$ci w leczeniu
nowotworow. Anandamid (AEA) zostal wybrany jako zwigzek majacy réoznorodne dzialanie
na komorki, w tym zaburzenia w pobierania glukozy i hamowanie szybko$ci migracji komorek.
Wpltyw AEA na profil glikozylacji komoérek nie zostal dotychczas opisany. Potwierdzono
dziatanie tego zwigzku (dodanego w DMSO jako rozpuszczalniku) na badane komercyjne linie
komorkowe czerniaka za pomocg testu MTT, barwienia komoérek oraz pomiaréw wiasciwosci
mechanicznych. Wybrano stgzenie 1 pM anandamidu ktérym potraktowano komorki,
a nastepnie zbadano oddziatywanie lektyny z glikanami na powierzchni tych komoérek. WyniKi
uzyskane za pomoca metody QCM-D sugeruja, ze traktowanie komorek metastatycznych
anandamidem moze powodowa¢ zmiany w ich profilu glikozylacji. Aby potwierdzi¢ ten wynik
zbadano rowniez szybko$¢ migracji komorek po traktowaniu AEA oraz analizowano czy
traktowanie komorek anandamidem moze zmienia¢ ekspresje genow kodujacych kluczowe
enzymy szlaku biosyntezy glikanow (GFAT-1 i DMP1). Otrzymane wyniki byly spdjne z tymi
uzyskanymi z pomiar6w przeprowadzonych za pomocg metody QCM-D.

Podsumowujac, opracowano dwie procedury pomiarowe wykorzystujagce komorki
wysiane na sensorach oraz komorki w zawiesinie. Obie procedury pozwolity na rozroéznienie
komorek z roznych faz wzrostu czerniaka (melanocyty, komorki z poziomej i pionowej fazy
wzrostu oraz komorki przerzutowe) za pomoca badania oddziatywania lektyny i1 glikanow
znajdujacych si¢ na tych komdrkach. Wyniki zostaty potwierdzone za pomoca kilku innych
metod badawczych. Ponadto analizowane parametry (warto§¢ parametru VI oraz
powinowactwo) moga by¢ obiecujacymi nowymi czynnikami prognostycznymi czerniaka.
Ustalony model badawczy zostat zweryfikowany przy uzyciu komorek izolowanych od

pacjentéw z potwierdzonym przerzutem. Dodatkowo zmiana profilu glikozylacji komorek



metastatycznych traktowanych badanym zwigzkiem aktywnym zostala zaobserwowana za
pomoca opracowanej procedury badawczej (badanie QCM-D), a nast¢pnie potwierdzona z
wykorzystaniem testu na migracj¢ komorek oraz poprzez analiz¢ ekspresji wybranych genow.
Wyniki prezentowane w niniejszej pracy pokazujg, ze opracowany model badawczy
wykorzystujacy techniki bezznacznikowe do pomiaru oddziatywania lektyn z glikanami na
powierzchni komorek, moze potencjalnie sta¢ si¢ nowym narzgdziem diagnostycznym i

prognostycznym.
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