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Wykaz skrétéw / List of abbreviations

2D

3D
5-FU
ALDH1
APC
ASA
bFGF
BMI-1
CCR7
COX-1
COX-2
CRC
CSC
DC
EGF
EGFR
EpCAM
FasL
FasR
HMGB1
IL-4, IL-10, IL-13
KD
LC3
LGR-5
MHC |
MHC Il
mTOR
NF-Kb
NK
NKM
NKG2D
NKT

2 dimensional

3 dimensional

5-Fluorouracil

Aldehyde dehydrogenase 1 family

Antigen presenting cell

Aspirin

Basic fibroblast growth factor

B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog
C-C chemokine receptor 7

Cyclooxygenase 1

Cyclooxygenase 2

Colorectal cancer

Cancer stem cell

Dendritic cell

Epidermal growth factor

Epidermal growth factor receptor

Epithelial cell adhesion molecule

First apoptosis signal ligand

First apoptosis signal receptor

High mobility groupbox-1

Interleukine 4, 10, 13

Komoérka dendrytyczna

Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5
Major histocompatibility complex |

Major histocompatibility complex Il

Mammalian target of rapamycin kinase

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Natural killer cell

Nowotworowa komorka macierzysta

Natural killer group 2 member D

Natural killer T cell
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OCT4
PCR
PD-L1
PI3K
PPARG
PTGS2
RJG
RNA
SOX2
TAA
TCM
TGF-B
Treg
TSA

Octamer-binding transcription factor 4
Polymerase chain reaction

Programmed death-ligand 1
Phosphoinositide 3-kinase

Peroxisome Proliferator-Activated receptor y
Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2
Rak jelita grubego

Ribonucleic acid

Sex determining region Y-box 2
Tumor-associated antigen

Tumor conditioned medium

Tumor growth factor 3

Regulatory T cell

Tumor-specific antigen

W tekscie pracy symbole genéw oznaczono czcionkg pochyla, a symbole biatek czcionka

prosta.
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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM
Streszczenie pracy

Rak jelita grubego (RJG) stanowi jeden z najczgéciej wystepujacych nowotworow
na $§wiecie. Pomimo cigglego postepu medycyny, nowotwor ten jest pézno wykrywany,
przez co cechuje go wysoka S$miertelnos¢. Wigze si¢ to najprawdopodobniej
Z wystgpowaniem nowotworowych komorek macierzystych, ktore sa niewrazliwe
na konwencjonalng chemioterapi¢ i cechuje je zdolno$¢ do samoodnowy, przez
CO uwazane sg za przyczyne nawrotoOw choroby nowotworowej. Celem niniejszej pracy
byta charakterystyka modelu sferycznego linii RJG i ocena jego wtasciwosci po interakcji
z komorkami uktadu  odpornosciowego, a takze, wybranymi lekami

przeciwnowotworowymi.

Hodowla sferyczna linii komorkowych RJG, HCT116 oraz HT29, zdecydowanie
lepiej nasladuje sposob wzrostu guza w warunkach in vivo w poréwnaniu do modelu
2D hodowli tych linii. Model sferyczny odzwierciedla wiasciwosci i architekture
komorek guzoéw litych poprzez niejednorodny dostep komorek do tlenu i sktadnikow
odzywczych, ich obnizony potencjal proliferacyjny, znaczng frakcje komorek
martwych/nekrotycznych oraz frakcje wyciszonych/u$pionych, wiec potencjalnie

macierzystych komorek.

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzaja, iz hodowla 3D stanowi wiarygodnag
platform¢ do badanh nad potencjalnymi nowymi strategiami wykorzystujagcymi komorki
odpornosciowe w terapii nowotworéow. Bazujac na danych porownujacych efekty
stymulacji komorek dendrytycznych (KD) przy uzyciu lizatdbw i supernatantow
pochodzacych z hodowli sferycznej i adherentnej, mozna wyciagna¢ wnioski, ze komorki
z kolonosfer oddziatywaja z KD w sposob zblizony do komodrek wyizolowanych
z nowotworowej tkanki pobranej od pacjentow z RJG. Wiec, wzajemne interakcje
pomiedzy komorkami uktadu odpornosciowego i komorkami nowotworowymi sa
w modelu sferycznym bardziej wiarygodnie odzwierciedlone niz w przypadku
wykorzystania adherentnych hodowli komoérek nowotworowych. Kolonosfery stanowia
cieckawg 1 efektywna alternatywe dla izolacji nowotworowych komoérek o potencjale
macierzystym z tkanek bezposrednio pochodzacych od pacjenta do prowadzenia

wstepnych doswiadczen 1 optymalizacji procedur.



Ponadto, doswiadczenia przeprowadzone na modelu sferycznym potwierdzity
uzytecznos$¢ kolonosfer do analizy wtasciwosci potencjalnych zwigzkoéw o charakterze
przeciwnowotworowym. Eksperymenty bazujagce na kolonosferach dostarczyty
wiarygodne 1 powtarzalne wyniki, ktore niejednokrotnie roznity si¢ od danych
uzyskanych z wykorzystaniem modelu adherentnego, potwierdzajac tym samym r6zna
wrazliwos¢ komorek utrzymanych w formie 2D i 3D na zastosowane terapeutyki, oraz
ujawniajagc wickszg opornos¢ hodowli sferycznych na ewentualne uszkodzenia
spowodowane lekami. Kolonosfery uzyskano z dwodch linii komoérkowych RJG
r6znigcych si¢ stopieniem zaawansowania choroby w skali TNM, tak wigc ich odmienna
reaktywno$¢ wobec stosowanych zwigzkow potwierdza posrednio, ze komorki
utrzymywane w tej formie stanowig swoiste fenokopie pierwotnego guza.
W zastosowanym model badawczym potwierdzono, ze najefektywniejsze w przypadku
indukcji $mierci komorek nowotworowych sg strategie wykorzystujace wigcej niz jeden
zwigzek leczniczy do terapii. Takie podejscie pozwala jednoczesnie modulowaé kilka
komorkowych szlakow sygnalizacyjnych lub metabolicznych, co zostalo wykazane

w omawianych badaniach.

Podsumowujgc, model sferyczny hodowli komoérek RIG dobrze odzwierciedla
cechy komoérek wystepujacych w guzie litym in vivo, ich wrazliwo$¢ na uszkodzenia
wywotane zwiazkami terapeutycznymi, potencjal proliferacyjny czy zdolnosé
do modulowania odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego, dzigki czemu
reprezentuje tatwo dostepne, wygodne i wiarygodne narzedzie badawcze w dziedzinie
biologii nowotworéw, jak i w okreslaniu interakcji pomiedzy komorkami

nowotworowymi i komorkami uktadu odpornosciowego.



1. Wprowadzenie

Rak jelita grubego (RJG) stanowi trzeci najczgsciej diagnozowany typ nowotworu
ztosliwego na swiecie (1). Szacuje sig, iz w Polsce od 1980 r. nastapit prawie trzykrotny
wzrost liczby zachorowan na RJG u Kkobiet i czterokrotny wzrost u mezczyzn.
Pigcioletnie przezycie wsrdd pacjentow w ciggu pierwszej dekady XXI wynosito okoto
48% u mezczyzn 1 49% u kobiet. RJIG plasuje si¢ na czwartej pozycji wsrdd najczestszych
przyczyn §mierci na nowotwory, przez co przypisuje mu si¢ odpowiedzialno$¢ za 12%

zgonow nowotworowych (dane z Krajowego Rejestru Nowotworéw, onkologia.org.pl).

Sugeruje si¢, iz za opornos$¢ na stosowang chemio- 1 radioterapig, a takze czeste
nawroty choréb nowotworowych odpowiedzialne sg komoérki 0 cechach macierzystych
komorek pluripotencjalnych, tzw. nowotworowe komodrki macierzyste (NKM,
ang. cancer stem cells, CSCs lub tumor initiating cells, TICs). Zgodnie z tg teorig, NKM
cechuje zdolnos¢ do samoodnowy i réznicowania si¢ w kazdy wystepujacy W guzie typ
komorki. Ponadto, tylko NKM majg zdolno$¢ do formowania i odbudowywania guza
oraz wytwarzania jego fenokopii po przerzutowaniu (2-4). Wystepowanie NKM zostato
opisane dotychczas w biataczkach (5) oraz nowotworach litych, m.in. czerniaku (6), raku
piersi (7), trzustki (8), ptuc (9), prostaty (10), jelita grubego (11, 12) oraz guzach moézgu
(13-15). W zwiazku z powyzszym, charakterystyka NKM wydaje si¢ by¢ niezbedna, aby

w pelni zrozumie¢ patomechanizm nowotworzenia.

Istnieje wiele technik stuzacych do wykrycia oraz izolacji NKM, z czego
najpowszechniej wykorzystywane s3 testy funkcjonalne (np. zdolno$¢ komorek
do formowania sfer), molekularne (np. metody bazujace na technikach PCR), sortowanie
komorek (wykorzystujace cytometri¢ przeptywowa lub oparte na izolacji magnetyczne;j
komorek) 1 ksenotransplantacje do zwierzat laboratoryjnych z niedoborem odpornosci
(Tabela 1). Kazde z wymienionych podejs¢ cechuje si¢ zaletami, cho¢ posiada takze
swoiste ograniczenia, stad tez idealne podejscie do analizy wiasciwosci NKM powinno
bazowac¢ na potaczeniu kilku z powyzszych technik. Charakterystyka NKM jest czesto
przeprowadzana w oparciu 0 obecno$¢ na powierzchni komorek okreslonych antygenow.
Dla NKM wykrywanych w RJG najczesciej wykorzystywane sa CD133, CD29, CDA44,
CD166, BMI-1, LGR-5, EpCAM (11, 12, 16-22) (Tabela 2). Nalezy jednak podkresli¢,
ze nie ma jednego, idealnego markera, ktory pozwolitby na bezposrednig identyfikacje

NKM w RIJG, stad tez postulowane jest uzycie kombinacji kilku wybranych biatek (23).
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Ponadto, wystgpowanie niektorych markeréw na powierzchni komorki jest zalezne

I specyficzne dla danego pacjenta, a takze uwarunkowane typem, lub nawet podtypem,

nowotworu (24).

Tabela 1. Zestawienie i porownanie technik wykorzystywanych do izolacji komorek o wtasciwosciach

NKM. Wtasne opracowanie w oparciu o dane literaturowe (25-27).

stosunkowo niedroga

Metoda Zalety Wady
Czasochlonna optymalizacja, analiza
5 E Cytometria danych wymaga znacznej wiedzy
oz przeptywowa wraz z Izolacja i ocena ilosciowa nawet teoretycznej na temat pozadanych
g % sortowaniem rzadkich populacji komoérkowych, populacji komoérkowych, odpowiednia
g < populacji separacja wieloparametrowa jedynie dla komoérek w zawiesinie, niska
A E komoérkowych zywotnos$¢ wyizolowanych komorek,
< -
i wysokie koszty
S 'S . . . . Separacja oparta o jedynie jeden parametr,
N
N Izolacja magnetyczna Latwa, prosta i relatywnie tania technika odpowiednia jedynie dla
o (MACS) metoda . L
komorek w zawiesinie
Zdolno$¢ tworzenia Latwa metoda pozwalajaca na L
, s .. Czasochlonna procedura optymalizacji
agregatow okreslenie ilosciowe populacji skladu pozvwki hodowlane:
komoérkowych komorek pozyw J
Hodowla komérek w Latwa i Arelatywnle t.anlg m,etoda . N
pozwalajaca na analizg ilosciowa Niska specyficznos¢
agarze .
komorek
. Stosunkowo tatwa i prosta WYm"?ga czgsochlonnej optymallgagjl
Poboczna populacja z - - i uzycia ztozonego sprz¢tu, cechuje ja
- metoda, nie wymaga stosowania . > R -
uzyciem Hoechst specialnyeh markerow niska specyficznos¢, niewielka czystosci
33342 P 1J<om}<;rkow ch frakcji, wymaga zastosowania
o y toksycznego Hoechst 33342
= - -
S Anallzq poziomu Szybka i tania metoda, bardziej
E) aktywnosci enzymu wiarygodna w poréwnaniu do
= ALDH w komorkach ana wp . Niska specyficznosé
2 0 potencjale uzycia mar_kerow
% macierzystym powierzchniowych
= Analiza opornosct Technika szybka, tania, szeroko Niska specyficzno$é i czutosé, zwykle
komorek na
- stosowana czasochfonna
terapeutyki
Analiza komorek Prosta, nie wymaga uzycia Wymaga czasochtonnej optymalizacji
hipoksyjnych dodatkowych odczynnikéw i uzycia drogiego, ztozonego sprzetu
A”a"z"’.‘ tgmpa Tanie odczynniki (np. PKH-26 . h .
podziatow - Niska specyficzno$¢ i czutosé
. i CFSE), szybka
komorkowych
Ksenotransplantacja Efektywnq i bal’d.ZIEj ngrygodna Wym?ga uzycia zwierzat labgratoryjnych,
w porownaniu do uzycia dos¢ droga ze wzgledu na ich koszty
markeréw powierzchniowych utrzymania
] i':/ ® Wygodny, multipleksowy test, Nie pozwala na doktadne wykrycie NKM
s % % Techniki PCR dos¢ tani i relatywnie szybki, w analizowanej probcee, brak analizy
< €~ 0 wysokiej czutosci morfologicznej komorek
- Pozwala tylko na analiz¢ probki tkanki,
; 2 Immunohistochemia Niedroga, specyficzna wymaga dobrze wyszkolonego specjalisty
S g w dziedzinie histologii
Qo
2 § Szeroko zakrojona, bardzo Moze wystgpowac reaktywnos$¢ krzyzowa,
E S Immunocytochemia efektywna i specyficzna metoda, problemy z sygnatem pochodzacym z tla,

pozwala tylko na analiz¢ jako$ciowa

W badaniach in vitro komorek nowotworowych powszechnie wykorzystuje si¢

hodowle prowadzone w formie adherentnej, czyli pojedynczej warstwy komorek
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przylegajacych do naczynia hodowlanego (model 2D). Jednak model ten nie
odzwierciedla naturalnych warunkéw wzrostu guza in vivo. Stad tez na znaczeniu wydaje
si¢ zyskiwac tzw. model sferyczny. W hodowli sferycznej komorki nowotworowe tworzg
zorganizowane trojwymiarowe agregaty, swobodnie unoszace si¢ W pozywce
hodowlanej. Konwencjonalne hodowle komoérkowe 2D nie s3 w stanie nasladowac
ztozonosci 1 heterogenno$ci guzow nowotworowych, rosnacych in vivo w konformacji
trojwymiarowej (3D) z okre§long organizacjg 1 architektura, ktorej nie mozna odtworzy¢
w hodowli jednowarstwowej. W konsekwencji, liczne sygnaly zewngtrzkomorkowe,
ktore Kkieruja réznymi procesami komoérkowymi, sg tracone w hodowlach 2D. Model
sferyczny nasladuje naturalng dystrybucje komorek nowotworowych w guzie litym,
dzieki czemu komorki w obregbie okreslonych mikroregionéw sfery 3D cechuje rdzna
dostepnos¢ do tlenu (np. warunki hipoksyjne wewnatrz sfery), czynnikow wzrostowych
i skladnikow odzywczych, a takze zréznicowanie pod wzgledem zdolnosci
proliferacyjnych, umiejscowienia w cyklu komoérkowym, podatnosci na uszkodzenia
DNA i wydajnosci systeméw naprawczych, akumulacji mleczanu (modulujacego
aktywnos$¢ komorek uktadu immunologicznego) oraz ekspresji niektorych genow (28-31)
(Rycina 1). Ze wzgledu na fakt, ze w przypadku hodowli sferycznych wykorzystuje si¢
pozywki bezsurowicze, dzieki czemu ostateczny sktad pozywki dostarczanej komdrkom
w hodowli mozna bardzo precyzyjnie zaplanowac¢ i wzbogaca¢ tylko o cytokiny
I czynniki wzrostowe, ktorych obecnos¢ jest pozadana i niezbedna dla sukcesu ekspansji.
Te same czynniki sg wykorzystywane powszechnie w badaniach na hodowlach komorek
niezréznicowanych, o bardzo pierwotnym fenotypie, co powoduje, iz model sferyczny
jest wzbogacony o komorki o cechach NKM (12, 28, 32-35). Koncepcja ta jest oparta
0 zatozenie, ze prymitywne komorki, takie jak NKM, sa w stanie wytworzy¢ sfere
i przetrwa¢ w medium bezsurowiczym, nawet, gdy nie utrzymuja polaczen
ze sktadnikami  macierzy/mikrosrodowiska. Natomiast komoérki — zréznicowane,
nieposiadajgce cech NKM, w analogicznych warunkach ulegaja anoikis, czyli $mierci
komoérkowej spowodowanej brakiem interakcji migdzykomorkowych (29, 36-38).
Ponadto, wystepowanie komoérek o cechach NKM zostalo potwierdzone takze dla
komercyjnie dostepnych nowotworowych linii komérkowych utrzymywanych w postaci
sfer, m. in. w nowotworach pluc, mozgu, piersi, watroby, jelit, prostaty, trzustki czy kosci

(35, 39-47). Nalezy jednak podkresli¢, ze istniejg prace sygnalizujace brak roznic w iloSci
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komorek o fenotypie NKM pomigdzy modelem adherentnym, a hodowla 3D (48-50), lub

nawet informujace o wigkszej liczbie tych komorek w hodowli adherentnej (50).

Tabela 2. Wybrane markery wykorzystywane do okreslania komorek o cechach NKM oraz petniona przez
nie funkcja. Tabela wlasna stworzona na podstawie danych literaturowych (25, 51-53).

Nazwa markera NKM Funkcja/znaczenie markera
Enzym detoksyfikacyjny przeksztalcajacy retinol do kwasu
retinowego, ktory reguluje proliferacj¢ komorkowa.

Wewnatrzkomorkowe biatko hamujace czynniki transkrypcyjne regulujace cykl

komorkowy i réznicowanie komorek. Uzywany do opisywania dlugo zyjacych I

wyciszonych komorek posiadajacych whasciwosci macierzyste. Komoérki BMI-1-

pozytywne moga dawac¢ poczatek komorkom wykazujacym ekspresje LGR-5.
Glikoproteina btonowa zlokalizowana na powierzchni szybko dzielacych si¢
komorek macierzystych, zarowno prawidlowych, jak i zmienionych nowotworowo.
Przypisywanych jest jej wiele funkcji, tj. regulacja wtasciwosci macierzystych,
opornosci na terapie, modulacja metabolizmu komorkowego, autofagii.
Czasteczka adhezyjna, ktorej zaburzenia ekspresji sa taczone ze zdolnoscig komdrek
do inwazji i przerzutowania.

Czasteczka adhezyjna, ktora jest zaangazowana w utrzymywanie potgczen
CD24 miedzykomoérkowych oraz pomigdzy komorkami i macierza zewnatrzkomorkowa.
Jej ekspresja koreluje ze zwickszong inwazyjnoscig komorek nowotworowych.
B1 integryna regulujaca adhezj¢ komorek i ich przyleganie do elementow macierzy
CD29 pozakomodrkowej. Zaburzenia ekspresji CD29 prowadza do dysplazji w obrebie
komorek nabtonka jelit.

Transbtonowa glikoproteina, receptor dla kwasu hialuronowego i czasteczka
adhezyjna. CD44 odpowiada za interakcje pomigdzy komorkami oraz pomigdzy
CD44 komorkami a macierza pozakomoérkowa, tym samym regulujac migracj¢ komorek.

Poprzez modulacje $ciezki Wnt odpowiada za utrzymanie wlasciwosci
macierzystych.
Nabtonkowa czgsteczka adhezyjna zaangazowana w proliferacj¢ oraz réznicowanie

ALDH1

BMI-1

CD133

CD166

EpCAM/ESA/CD326 Komobrek.
Glikoproteina przezbtonowa zaangazowana w regulacj¢ kanonicznej Sciezki Wnt.
LGR-5 Reguluje procesy samoodnowy i zdolno$ci do réznicowania si¢ komorek.
Wykorzystywana to opisywania aktywnych form NKM, ktore odpowiadaja np. za
odbudowg tkanki guza po terapii.
0CT4 Czynnik transkrypcyjny wptywajacy na embriogeneze, utrzymanie komorek o

potencjale macierzystym, wzrost oraz przerzutowanie komorek guza.
Czynnik transkrypcyjny, ktéry zapobiega réoznicowaniu komoérek. Poziom SOX2
SOX2 pozytywnie koreluje ze zdolnoscia komoérek nowotworowych do przerzutowania.
SOX2 kontroluje takze ekspresje¢ OCT4.

Poszukiwanie nowych s$rodkow terapeutycznych skierowanych przeciwko
okreslonym nowotworom jest mato efektywne. Jedynie okolo 5% zwiazkéw, ktore
wykazywaly aktywno$¢ w badaniach przedklinicznych in vitro, okazalo sig¢
wystarczajgco skutecznych dla ukonczenia III fazy badan klinicznych i zarejestrowania,
jako leki. Dla poréwnania, odsetek ten w przypadku lekow opracowywanych dla terapii
chorob uktadu naczyniowego wynosi okoto 20% (54). Jest wiele przyczyn wptywajacych
na tak mala wydajno$¢ procesu wylaniajacego nowe zwigzki cechujace sie

wlasciwosciami przeciwnowotworowymi. Kluczowe znaczenia ma wybor modelu
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stosowanego do testowania zwigzku m.in. w przedklinicznych badaniach skriningowych
in vitro (55). Powszechnie przeprowadza sig¢ testy cytotoksycznosci oparte na hodowlach
adherentnych, ktore prawdopodobnie czgsciowo przyczyniajg si¢ do wzrostu, i tak juz
wysokiego, wskaznika niepowodzen badan klinicznych dla nowych czastek. Oczywiscie,
podejscie wykorzystujace model 2D ma bez watpienia wiele zalet, (do ktorych mozna
zaliczy¢ m.in.: tatwo$¢ w utrzymaniu hodowli, proste metody pasazu, przystepne ceny
pozywek hodowlanych itd.), a w przesztos$ci znacznie przyczynito si¢ do zwickszenia
wiedzy na temat biologii nowotworow oraz do zapoczatkowania badan nad
opracowywaniem nowych lekow przeciwnowotworowych. Jednakze, model ten nie
odzwierciedla naturalnych warunkow wzrostu guzoéw litych (55). Stad tez wydaje sig,
ze hodowla sferyczna bylaby bardziej odpowiednia w tych badaniach, chociazby
ze wzgledu na fakt, iz komodrki wystgpujace w sferach cechowatby rézny dostep
do zawartego w medium zwigzku przeciwnowotworowego, a co za tym idzie, r6zna
podatno$¢ na wywolana nim $mier¢ komérkowa. A takie wlasnie zjawiska obserwuje si¢

w obrgbie guzow litych u pacjentow w czasie terapii.

KOMORKI PROLIFERUJACE |

TLEN
SKEADNIKI ODZYWCZE
KOMORKI WYCISZONE/USPIONE

\
DEBRIS 2 .
B WESA 2" KOMORKI NEKROTYCZNE/MARTWE

Rycina 1. Rozktad komoérek w obrebie sfery. Rycina wlasna oparta 0 wyniki wtasnych

badan i dane literaturowe przedstawione w niniejszej rozprawie.

W literaturze istnieja doniesienia na temat wykorzystania kwasu
acetylosalicylowego (aspiryna, ASA) w prewencji nowotwordw i redukcji ryzyka $mierci
spowodowanego nowotworami (56), w tym RJG (57, 58). Nalezy jednak podkreslic,
ze mechanizm dziatania ASA w konteks$cie nowotworzenia, nie zostal wyjasniony, choé¢

sugeruje si¢, ze aspiryna moze wptywac¢ na komorki poprzez hamowanie aktywnosci
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cyklooksygenaz, COX-1 i COX-2 (56), badz inhibicje $ciezki sygnalizacyjnej mTOR
I PI3K, waznych w regulacji proliferacji komorek (59, 60). Ponadto, sugeruje si¢, ze ASA
moze wywiera¢ wpltyw na komodrki o wlasciwosciach NKM zaklécajac aktywnos¢ NF-
kB (61, 62) lub inhibicje PTGS i aktywacj¢ PPARy (63). Inna grupa zwigzkow
0 potencjale przeciwnowotworowym, ktorej celem jest receptor dla EGF (przeciwciata
anty-EGFR) cechuje rozna efektywno$¢ dziatania, ktora zalezy zaréwno od typu
nowotworu i jego podtoza genetycznego, jak i od rodzaju stosowanej terapii (64).
Jednakze stosowanie terapii skierowanej przeciwko EGFR czesto prowadzi do

wystgpienia opornosci na lek poprzez wystgpienie nowych, wtérnych mutacji (65, 66).

Hodowle sferyczne wydaja si¢ reprezentowaé wiarygodne i uzyteczne narzedzie
badawcze takze w dziedzinie immunoterapii, w tym ukierunkowanej na komorki
0 wlasciwosciach NKM (67-70). Moze to by¢ zwigzane z tym, ze sfery moga indukowaé
inng odpowiedz ze strony komorek uktadu immunologicznego niz hodowle adherentne,
ze wzgledu na inny profil ekspresji genow i odmienny zestaw wydzielanych biatek (71,
72). W przypadku choréb nowotworowych mozna wyr6zni¢ dwie rozne klasy antygenow
zwigzanych ze zmutowanymi komorkami, tj. antygeny specyficzne dla guza (ang. tumor-
specific antigens, TSAs), ktore sg kodowane przez zmutowane lub przearanzowane geny,
oraz antygeny zwigzane z guzem (ang. tumor-associated antigens, TAAs), ktore takze
wystepuja na powierzchni komorki, jednak sg kodowane przez normalne, liniowo-
specyficzne geny (73). Okazuje si¢ jednak, ze komorki nowotworowe mogg unikaé
odpowiedzi immunologicznej poprzez obnizanie poziomu wybranych TAA (74), a wigc
bardzo prawdopodobne wydaje si¢, ze prymitywne, niezréznicowane NKM selektywnie
reguluja ekspresj¢ okreslonych TAA, przez co, staja si¢ praktycznie niewykrywalne dla
komorek uktadu odpornosciowego. Potwierdzeniem tej hipotezy jest zmniejszona
ekspresja biatek niezbednych do aktywacji limfocytow T, z klasy MHC | i MHC I, lub
czastek wymaganych do pobudzenia komorek NK, np. NKG2D, na powierzchni NKM,
co pozwala im unikngé bezposredniego kontaktu z limfocytami (68, 71, 75). Zgodnie z
danymi literaturowymi, NKM moga wydziela¢ 1L-4, IL-10, IL-13 oraz TGF-8, ktore
negatywnie wpltywaja na funkcje komorek NK, limfocytow cytotoksycznych oraz
komorek prezentujacych antygeny (ang. antigen-presenting cell, APC) (71, 76-78).
Dodatkowo, NKM cechuje zwigkszony poziom biatka PD-L1, kluczowego dla indukcji
proliferacji, inwazyjno$ci i przerzutowania nowotworu oraz rozwoju opornosci

na terapeutyki. Jednoczes$nie biatko PD-L1 opisuje si¢ w kontekscie regulacji

15



wlasciwosci macierzystych komorek guza (79). Ponadto PD-L1 taczy si¢ ze swoim
receptorem na powierzchni limfocytow T 1 zwigksza ich tolerancj¢ na komorki
nowotworu, powodujgc ich funkcjonalng dezaktywacj¢ (ang. anergy). Prowadzi
to do wytworzenia  niewrazliwosci  komoérek  nowotworowych  na  sygnatly
proapoptotyczne wysytane przez komérki CD8" lub bezposrednio przez efektory Sciezki
Fas (80). Wysoka ekspresja liganda FasL, na komoérkach zmutowanych wywotuje $mierc¢
limfocytow cytotoksycznych infiltrujgcych nowotwoér, przy czym, te same komorki
nowotworowe zwykle obnizajg takze ekspresj¢ powierzchniowego receptora Fas,
eliminujgc tym samym niebezpieczenstwo indukcji apoptozy (81-83). Z kolei limfocyty
T regulatorowe (Treg), dzialajace supresyjnie na inne komorki uktadu
immunologicznego, w warunkach hipoksyjnych wydzielajg IL-17, ktora z kolei wspiera

rozwdj i utrzymanie NKM, a tym samym przyczynia si¢ do wzrostu guza (84).

Komoérki dendrytyczne (KD, ang. dendritic cell, DC) zostaly opisane po raz
pierwszy w 1973 roku przez Stenmana i Cohna, ktorzy scharakteryzowali je, jako
komorki prezentujace odmienne cechy niz makrofagi (85). Od tamtych lat KD byty
szeroko badane, a ich terapeutyczne zastosowanie jest przedmiotem licznych préob
Klinicznych. KD nalezg do komoérek zdolnych do pobudzania odpowiedzi uktadu
odporno$ciowego poprzez wlasciwo$¢ prezentacji antygentow limfocytom i/lub
wydzielanie zwigzkow stymulujacych te komorki. W warunkach homeostazy KD
wystepuja w swojej tzw. postaci niedojrzatej, poniewaz posiadaja niewielka zdolnosé
do wychwytywania antygenow, wykazujg niewielkg ekspresj¢ czasteczek ko-
stymulujacych, wysoka ekspresje wewnatrzkomorkowych biatek MHC 11 oraz niewielka
zdolnos¢ do sekrecji cytokin (86, 87). Dojrzewanie i aktywacja KD moze by¢ wywotana
przez wiele czynnikow, do ktorych zalicza si¢ stany patologiczne, takie jak zakazenia
bakteryjne lub wirusowe, uszkodzenia komorek Iub tkanek organizmu (87). Pod
wplywem tych czynnikoéw KD dojrzewajg, co przejawia si¢ zwigkszeniem zdolnosci
do pochtaniania antygenow, podwyzszong ekspresjg biatek z klasy MHC | i MHC 11,
wysokim poziomem czasteczek odpowiedzialnych za ko-stymulacje, obecnoscig na ich
powierzchni receptora chemokin CCR7, a dodatkowo takze wzmozonym wytwarzaniem
cytokin i migracjg do weztow chtonnych, gdzie wplywajg na aktywnos¢ limfocytow (88,
89). Aktywowane KD sg wyjatkowo wydajnymi komorkami z grupy APC, ktore

wymagaja bardzo niewielkiego fragmentu antygenu, aby stymulowa¢ limfocyty; z tego
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wzgledu uwaza sie¢, ze moga by¢ 100-razy bardziej efektywnymi inicjatorami odpowiedzi

ze strony limfocytow T niz makrofagi (87).

KD stanowig bardzo zréznicowang populacje komorek, ktorg dzieli si¢ pod
wzgledem morfologii, pochodzenia, miejsca wystepowania czy ekspresji okreslonych
markeré6w powierzchniowych na kilka odrebnych frakcji, szeroko opisanych w literaturze
(88, 90). KD pehnig wiele funkcji w organizmie, jednak najlepiej poznane sa ich zdolnosci
do modulowania odpowiedzi immunologicznej poprzez regulowanie aktywnos$ci
limfocytow T i indukcj¢ ich przeksztalcania w limfocyty pamigci, efektorowe, czy
dysfunkcyjne/anergiczne, a w niektorych sytuacjach, takze wymuszanie ich Smierci (88,
91). Wydaje si¢, ze kluczowy wptyw na dalsze losy limfocytow ma dlugos$é czasu
interakcji KD z limfocytami (92). Udowodniono, ze niedostateczna stymulacja
limfocytow przez KD (a wigc sytuacja, kiedy limfocyty T nie sg w stanie odroznié
MHC/peptydu lub majg niskie powinowactwo do prezentowanego liganda badz KD
wykazujg niewielkg ilo$¢ czasteczek ko-stymulujgcych) moze prowadzi¢ do anergii
limfocytow, a nawet ich apoptozy (88). Warto zauwazy¢, ze raz wygenerowane
anergiczne limfocyty T beda hamowaly rozwdj odpowiedzi immunologicznej
W przysztosci, m.in. poprzez supresj¢ funkcji KD, a wige posrednio beda odpowiedzialne
za wytwarzanie tolerancji (93). Ponadto, istnieje subpopulacja KD wykazujacych
ekspresj¢ CD56, ktore to biatko jest uznane za cechg charakterystyczng komorek NK.
CD56"-KD posiadaja pewne zdolno$ci cytotokstyczne, dzieki czemu rozpoznaja
I uszkadzajg badZ nawet zabijajg napotkane komorki nowotworowe wykorzystujgc rozne
sciezki sygnalizacyjne, w ktore zaangazowane sg receptory $mierci i skojarzone z nimi
czasteczki (67, 94-97). Pomimo, iz KD zwykle sa opisywane w kontekscie swych
interakcji z limfocytami T, to posiadaja takze zdolno$¢ do modulacji funkcji limfocytow
B. Wykazano, ze KD poprzez wydzielanie odpowiednich czynnikéw stymulujacych lub
poprzez prezentacje natywnych antygenow limfocytom B, indukowaty ich proliferacje
i r6znicowanie do komorek plazmatycznych (88, 98, 99). Jak wiadomo, nadzér
immunologiczny w nowotworach jest wysoce uposledzony, a roznicowanie i aktywacja
wewnatrznowotworowych KD jest zaburzona, przez co generowana odpowiedz
immunologiczna jest znacznie ostabiona bgdZz w ogole nie wystepuje. Czynniki takie jak:
niedotlenienie, nagromadzenie si¢ adenozyny, lipidéw, podwyzszony poziom mleczanu,
obnizone pH, ale takze wiele zwiazkow wydzielanych przez komorki towarzyszace

nowotworom (tj. gangliozydy, neuropeptydy, tlenek azotu, HMGB1 i inne)
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sa odpowiedzialne za generowanie dysfunkcyjnych KD, a w wielu przypadkach moga
nawet doprowadzi¢ do $mierci tych komorek APC (100) (Rycina 2).

ELIMINACJA KOMORK
ODPORNOSCIOWYCH
NA DRODZE APOPTOZY

INDUKCJA
POWSTAWANIA WYTWARZANIE
DYS;SII:II]{()(]’:E;I{\I YCH TOLERANCJI PRZEZ
KOMORKI NOWOTWOROWE
DENDRYTYCZNYCH

gangliozydy,
neuropeptydy
NO. HMGB1

v INDUKCJA
e “"@ TOLERANCJI/ANERGII
NTW AR . POPRZEZ
WYTWARZANIE
TOLERANCII g NEGATYWNA STYMULACJE
PRZEZ LIMFOCYTY e .:’11]6;%
REGULATOROWE Ge . .
S ¢ receptory smierci
iich ligandy
ATAK CYTOTOKSYCZNYCH

KOMOREK DENDRYTYCZNYCH

(C) —
@ @ . ‘\(:’J/' e
KOMORKA LIMFOCYT LIMFOCYT KOMORKA NOWOTWOROWA — CZASTECZKI

DENDRYTYCZNA T TREG NOWOTWOROWA ~ KOMORKA KO-STYMULUJACE
MACIERZYSTA

Rycina 2. Wybrane interakcje pomiedzy komorkami nowotworowymi, a komorkami
uktadu odpornosciowego. Rycina wlasna stworzona na podstawie danych literaturowych

przedstawionych we Wprowadzeniu.

W zwiazku z powyzszym, mozna przypuszczac, ze specyficzne, ukierunkowane
na NKM terapie moglyby pozwoli¢ na catkowite usunigcie komoérek nowotworowych
tworzacych guz. Przykladem preznie rozwijajacej si¢ dziedziny badan w tym kierunku
sg Szczepionki przeciwnowotworowe, ktore aktywuja limfocyty T 1 odpowiedz
przeciwciat przeciwko TAA. Prezentowaty one bardzo dobre rezultaty w badaniach
przedklinicznych, jednak ich dos¢ niewielka efektywno$¢ w badaniach klinicznych zdaje
si¢ by¢ rozczarowujgca. Nalezy podkreslic, ze brak jest swoistych szczepionek
specyficznych wzgledem antygenow charakterystycznych dla komorek o wasciwosciach
NKM. Nalezy jednoczes$nie podkreslic, ze swoiste cechy NKM czynig je z natury
bardziej, cho¢ nie catkowicie, odporne na atak komoérek uktadu odpornosciowego (101),
co utrudnia caty proces konstruowania 1 wdrazania nowych strategii terapeutycznych.
W badaniach najczeséciej wykorzystywane sg zatadowane antygenami nowotworowymi

najsilniejsze komorki z uktadu komorek APC, czyli KD uwrazliwione wzgledem
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antygenow nowotworowych, ktore nastgpnie inicjuja odpowiedz komorkowa i humoralng
uktadu odpornosciowego, ale takze aktywujg limfocyty NK, NKT (102-104). Istnieje
kilka technik pozwalajgcych na uwrazliwienie KD wzgledem komoérek nowotworowych,
np. transfekcja KD z udziatem DNA (105) lub RNA (106) kodujacego okreslony antygen
lub biatko nowotworowe, fuzja komoérek nowotworowych z KD (107), upakowanie
okreslonego, specyficznego dla komorki zmutowanej antygenu do KD (108) lub ko-
hodowla KD z komérkami nowotworowymi albo z pochodzacym z tych komorek lizatem
(109-111). Badania wzajemnych oddzialywan KD z komoérkami nowotworowymi
utrzymywanymi w postaci sfer przeprowadzone m.in. na nowotworach piersi (68, 112),
prostaty (113) czy ptuc (70), potwierdzilty, iz hodowla 3D moze stanowi¢ efektywna
platform¢ do badan dotyczacych immunoterapii nowotworow, w tym terapii

ukierunkowanych na pierwotne NKM (114-116).
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2. Cele pracy doktorskiej

Prezentowana praca zostala podzielona na trzy etapy, ktorym odpowiadaja

bezposrednio publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej.

1. Celem pierwszego etapu badan bylo opracowanie warunkoéw stabilnej hodowli
sferycznej linii komoérek raka jelita grubego HCT116 i HT29 oraz scharakteryzowanie
kolonosfer i1 poréwnanie ich wtasciwosci z hodowlami adherentnymi tych linii
komoérkowych. Ponadto, celem tego etapu byla analiza populacji komoérek o fenotypie

CD133". Wyznaczono nastepujace cele szczegdtowe:

e optymalizacja warunkow hodowli i stworzenie modelu sferycznego (kolonosfery)
komercyjnie dostepnych linii komoérkowych RJG, HCT116 oraz HT29,
pierwotnie uzyskanych od pacjentow z RJG réznigcych sie¢ pod wzgledem stopnia
zaawansowania choroby nowotworowej,

e charakterystyka  wlasciwosci  uzyskanych  kolonosfer i  pordéwnanie
ich wlasciwosci z cechami komoérek w modelu adherentnym linii RJG
z uwzglednieniem  nastepujacych  parametrow:  fenotypu,  zdolnosci
proliferacyjnych, dystrybucji komoérek w cyklu komoérkowym, okreslenia
proporcji martwych komorek,

e izolacja magnetyczna komoérek nowotworowych z linit HCT116 oraz HT29
o fenotypie CD133", reprezentujgcych potencjalne NKM, i poroéwnanie cech
komorek o fenotypie CD133" oraz CD133".

2. Cel drugiego etapu badan stanowilo okreslenie wilasciwosci komorek
dendrytycznych stymulowanych czynnikami pochodzacymi z linii komérkowych RJG,
HCT116 i HT29, (tj. lizat, supernatant) oraz oszacowanie, jakie znaczenie miata forma
hodowli komérek nowotworowych (hodowle adherentne versus sferyczne). Wyznaczono

nastgpujace cele szczegdtowe:

e izolacja jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (ang. peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) z kozuchow leukocytarnych od zdrowych dawcow,
zawierajacych monocytarne prekursory uzyte do hodowli komorek

dendrytycznych (KD) 1 autologicznych leukocytow,
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e stymulacja uzyskanych in vitro KD przy uzyciu materialu pochodzacego
z hodowli adherentnych i sferycznych komorek linii HCT116 oraz HT29 (lizat
oraz supernatant), a takze LPSu, reprezentujagcego wewngtrzng kontrolg
pozytywna,

e wykonanie ko-hodowli KD z autologicznymi limfocytami lub z komoérkami
nowotworowymi z linii HCT16 i HT29,

e charakterystyka wilasciwosci stymulowanych KD pod wzgledem: morfologii,
fenotypu, zdolnosci do endocytozy, wilasciwosci cytotoksycznych wzgledem
komoérek nowotworowych oraz okreslenie proporcji réznych populacji

limfocytow po zakonczonej ko-hodowli ze stymulowanymi KD.

3. Celem trzeciego etapu badan byla ocena wptywu S5-fluorouracylu (5-FU),
przeciwciata przeciwko receptorowi EGF (anty-EGFR) oraz kwasu acetylosalicylowego
(ASA, aspiryna) na wlasciwosci i przezywalnos¢ komorek kolonosfer linit HCT116 oraz
HT29, z uwzglednieniem komorek o wilasciwosciach NKM obecnych w hodowli

sferycznej.

21



3. Materialy i metody

W badaniach przeprowadzonych in vitro wykorzystywano nastepujace rodzaje komorek.
1. Linie komoérkowe raka jelita grubego. Wedlug Kklasyfikacji stopnia
zaawansowania klinicznego nowotworu (klasyfikacja TNM) linii HCT116
(colorectal carcinoma) przypisywany jest stopien TNMIII, a linii HT29
wyprowadzonej z gruczolakoraka jelita grubego (colorectal adenocarcinoma) -

TNM I1.
2. Komorki dendrytyczne oraz autologiczne wzgledem nich limfocyty wyizolowane
z kozuchow leukocytarnych pochodzacych od zdrowych anonimowych dawcow

z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku.

Dodatkowo analizowano takze nowotworowe komoérki macierzyste utrzymane
W postaci sferycznej, ktore byly wyizolowane z fragmentow guzow raka jelita grubego
pochodzacych od 18 pacjentow hospitalizowanych w Katedrze i Klinice Chirurgii
Ogolnej, Endokrynologicznej i Transplantacyjnej z Centrum Medycyny Inwazyjnej
w Gdansku. Ta cze$¢ badan zostata przeprowadzona w ramach realizacji grantu N N402
684040 dr Magdaleny Szarynskiej pt. ,,Analiza wptywu ludzkich komorek
dendrytycznych na wtasciwos$ci biologiczne 1 molekularne pierwotnych linii raka jelita
grubego cztowieka w modelu mysim”, w ktorym bytam wykonawca od 26.11.2015 r.
Grant uzyskat akceptacj¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr zgody NKEBN/160/2010). Komplet
danych klinicznych pacjentow, od ktorych pobrano materiat znajduje si¢ w publikacji
“Cancer stem cells as targets for DC-based immunotherapy of colorectal cancer”,
Scientific Reports, 8:1-22.
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W celu oceny wilasciwosci komodrek oraz wptywu badanych zwigzkéw wykorzystano

szereg metod, ktorych szczegdlowy opis znajduje si¢ w kazdej z omawianych ponizej

publikacji. Ponizej wybrano najwazniejsze z nich.

e Analizy mikroskopowe kolonosfer.

e Barwienie oranzem akrydyny do oceny progresji autofagii.

e C(Cytometria przeptywowa, ktora postuzyta do oceny:

o

o

O

o

o

aktywnej kaspazy-3,

aktywno$ci endocytotycznej komorek dendrytycznych,

dystrybucji komorek w cyklu komérkowym,

fenotypu komoérek nowotworowych, dendrytycznych i limfocytow,
proporcji komorek zywych/martwych,

potencjatu mitochondrialnego,

stezenia cytokin w supernatantach,

wlasciwosci proliferacyjnych.

e Hodowla kolonosfer w Matrigelu.

e Izolacja magnetyczna komorek o fenotypie CD133".

e Izolacj¢ prekursorow komorek dendrytycznych w oparciu o ich adherentne

wlasciwosci.

e Okreslenie poziomu aktywnosci cyklooksygenazy 2.
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4. Oméwienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

W kazdej z przedstawionych ponizej publikacji uczestniczytam w opracowaniu
koncepcji badawczej. Ponadto, jestem wykonawca wszystkich badan w zataczonych
artykutach, ktore przeprowadzatam samodzielnie lub we wspolpracy z innymi

wspotautorami prac.

4.1. Publikacja 1. In vitro characterization of spheres derived from colorectal
cancer cell lines

Czasopismo: International Journal of Oncology, 2018, 52:599-612

Celem pracy byta analiza wtasciwo$ci komorek utrzymanych w postaci kolonosfer
wywodzacych si¢ z linii komérkowych HCT116 oraz HT29 i poréwnanie ich z cechami
komoérek wystepujacych w modelu adherentnym tych linii. W pracy podjeto tez probe
izolacji komoérek o fenotypie CDI133", ktory jest przypisywany komoérkom
0 wiasciwo$ciach NKM, a takze przeprowadzono ich charakterystyke w odniesieniu
do subpopulacji CD133".

Optymalizacja warunkéw ekspansji komorek w hodowli pozwolita na okreslenie
sktadu pozywki, ktora promowata tworzenie kolonosfer przez komorki zaréwno linii
HCT116, jak i HT29. Podstawg byto wykorzystanie pozywki bez dodatku surowicy, tylko
z wybranymi czynnikami, do ktorych nalezat EGF i bFGF, zwigkszajacymi potencjat do
podziatow 1 przezycia pierwotnych komoérek. Kolonosfery tworzone przez komorki obu
linii charakteryzowaly si¢ innymi parametrami morfometrycznymi. Sfery z linit HCT116
mialy wigksze rozmiary, osiggajace ponad 300 um, oraz gesciej upakowane komorki,
a caty agregat mial bardziej regularny kontur. Z kolei kolonosfery z linii HT29 posiadaty

okoto 200 um $rednicy i cechowaty si¢ bardziej nieregularnym ksztattem.

Analiza fenotypu wykazata, ze komorki o fenotypie NKM, okreslonym w oparciu
o0 najczescie] wykorzystywane w literaturze markery (tj. CD133, CD29, CD44, EpCAM,
Bmi-1, Lgr-5), wystepowaly zar6wno w modelu sferycznym jak i adherentnym. Jednak
w zalezno$ci od wykorzystanego markera, odsetek ten byl zmienny i wskazywal,
iz to posta¢ 2D posiada wyzsza proporcj¢ komodrek o ekspresji biatek markerowych
dedykowanych NKM. Hodowle adherentne charakteryzowaty si¢ praktycznie 100%
odsetkiem komoérek CD133", podczas gdy kolonosfery z utworzone z komorek linii
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HCT116 i HT29 miaty odpowiednio po okoto 70% i 45% komorek o tym fenotypie.
Nalezy jednak pamicta¢ o kontrowersjach dotyczacych uzytecznos$ci stosowania
wybranych markerow komorkowych do detekcji badz charakterystyki NKM,
podkreslajac, ze brak jest bialek jednoznacznie mogacych okresli¢ te populacje. Jest
to zwigzane z pochodzeniem komorek, typem, a nawet podtypem nowotworu oraz

szeregiem mutacji wptywajacych na ich fenotyp.

Analiza zywotno$ci wykorzystujagca barwnik 7-AAD, pozwolila na oszacowanie
Znacznego odsetka martwych komorek w hodowlach 3D osiagajacego 70% populacii,
ktory nie zostal zaobserwowany w modelu adherentnym. Barwienie komorek
z wykorzystaniem aneksyny V i jodku propidyny pozwolito stwierdzi¢, ze okoto 90%
sposrod nich to komorki apoptotyczne, a pozostala frakcja jest utworzona z komoérek
nekrotycznych. Jest to cecha charakterystyczna sferycznych agregatow komorkowych
odzwierciedlajacych architekture guzow in vivo, w ktorych najglebiej umiejscowione
komorki sg uznane za apoptotyczne i/lub nekrotyczne. Dodatkowo, wysoka ilos¢ tych
komorek w hodowli sferycznej wigzata si¢ z zastosowaniem pozywki wspierajacej
utrzymanie komorek niezréznicowanych, prymitywnych, a komorki proliferujace
I roznicujace si¢ ulegaly $mierci komodrkowej z braku odpowiednich czynnikoéw

wzrostowych badz na drodze anoikis.

Pomimo tak wysokiej populacji komorek 7-AAD* w hodowlach sferycznych,
obserwowano utrzymujacy si¢ na statym poziomie odsetek komorek zywych. Analiza
wlasciwosci proliferacyjnych, bazujaca na zliczaniu zywych komoérek podczas kazdego
pasazu oraz wykorzystujaca barwnik CSFE (ktéry wnika do komorek i wigze si¢
z wewnatrzkomérkowymi aminami emitujac fluorescencj¢ proporcjonalng do ilosci
zakumulowanego barwnika, tzn. im komorka rzadziej si¢ dzieli, tym wiecej CFSE
wystepuje w jej wnetrzu posiada), pozwolita wykazaé, ze w obregbie hodowli komorek
sferycznych znajdujg sie¢ komorki o wysokim tempie podziatow rekompensujacych straty
wywotane czynnikami wspomnianymi powyzej. Jednocze$nie, model sferyczny cechuje
si¢ nizszym tempem proliferacji w poréwnaniu do hodowli adherentnej. Wykorzystujac
dane uzyskane z analizy potencjatu proliferacyjnego (opartej na barwieniu CFSE),
stwierdzono takze, iz W kolonosferach mniejszy odsetek komorek ulega podziatom
komoérkowym w poréwnaniu do komorek hodowanych w formie 2D, w ktorych to prawie
100% 1 75% populacji komorek podzielito si¢ odpowiednio w linii HCT116 i HT29.
Whiosek ten byt w zgodzie z wynikami dotyczacymi dystrybucji komorek w cyklu
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komorkowym, gdzie przedstawiono, ze model 3D posiada ponad 60% komorek
zlokalizowanych fazie G1/GO0, ktora to odpowiada komérkom wyciszonym/uspionym, do

ktorych, zgodnie z literatura, zalicza si¢ NKM.

Wykorzystujac technike izolacji magnetycznej dokonano separacji komorek
W oparciu o ekspresje biatka CD133 na ich powierzchni, uzyskujac frakcje CD133", ktéra
zgodnie z danymi literaturowymi, reprezentuje subpopulacje komorek o cechach NKM,
oraz frakcje CDI133". Wyizolowane subpopulacje byly nastepnie utrzymywane
W pozywce bezsurowiczej. Po siedmiu dniach hodowli zaobserwowano, ze zarowno
frakcja pozytywna, jak i negatywna, pod wzglgdem biatka CD133 wytwarzata sfery
wtych  warunkach, jednakze  znacznie r6znily si¢ one  wielkoscia
(okoto 232 pm vs. 97 um, odpowiednio dla HCT116-CD133" i HCT116-CD133" oraz
235 um vs. 83 um, odpowiednio dla HT29-CD133" i HT29-CD133"). Populacje CD133"
z obydwu linii komérkowych formowaty sfery, ktéore miaty znamiennie mniejsze

rozmiary w poréwnaniu do rodzicielskich kolonosfer.

Analiza fenotypowa ujawnila, ze komorki frakcji CD133* wykazywaty
jednoczesnie ekspresje bialek CD29 i CD44 w okoto 80% 1 60% odpowiednio dla linii
HCT116 i HT29, przy czym dla CD133 odsetek tych komorek wynosit po 20%. Z kolel,
populacja CD133" zostata okres$lona, jako CD44°CD29*. Co ciekawe, nie zaobserwowano
roznic w ilosci komorek EpCAMY, ktéry byt na wysokim, prawie 100% poziomie,
w obydwu frakcjach. Porownujac kolejne cechy uzyskanych subpopulacji, bazujac
na barwieniu z wykorzystaniem CFSE, odnotowano wyzsze tempo proliferacji komorek
frakcji CD133", jednoczes$nie analiza odsetka komorek, ktdre ulegty podziatom ujawnita
pewne roznice. Mianowicie, komorki linii HCT116 posiadaty wigkszy odsetek
dzielgcych si¢ komorek we frakcji CD1337, natomiast w obrebie komorek linii HT29 —
we frakcji CD133". Z kolei, dystrybucja komorek w cyklu ujawnilta brak istotnych
statystycznie roznic pomiedzy frakcjami pozytywnymi oraz negatywnymi pod wzgledem

obecnosci biatka CD133 wywodzacymi si¢ z jednej linii komorkowe;.

Aby okresli¢ sferogennoé¢ (zdolno$¢ do odtworzenia kolonosfer) komorki CD133™
[ CD133"  zostaly @ wysiane @~ w  roznych stezeniach  na  ptytki,
od 10 do 2,5-10° komérek/dotek hodowlany z pozywka bezsurowicza. Subpopulacje
CD133" bardzo wydajnie odtworzyly sfery w ciggu siedmiu dni inkubacji, zwiekszajac
znacznie ilos¢ komodrek znajdujacych si¢ w analizowanym dotku, natomiast frakcje

CD133 wytworzyly raczej niewielkich rozmiaréw skupiska komorek, przypominajacych
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luzno upakowane agregaty, w ktdrych zaobserwowano nizszy przyrost ilosci komorek.
Uzyskane dane potwierdzaja wyniki odnoszace si¢ do tempa proliferacji komorek.
Hodowla komorek w Matrigelu, ktora cze$ciowo odpowiada strukturze macierzy
zewnatrzkomoérkowej, z ktorg oddziatywajg komorki in vivo, pozwolita na okre$lenie
zdolnoséci do degradacji macierzy i ekspansji komorek obu frakcji z obydwu linii.
Eksperyment potwierdzil zdolno$ci migracyjne komoérek z obydwu frakcji pochodzacych
z linii HCT116, co byto prawdopodobnie powigzane z wigkszym stopniem agresywnosci

nowotworu sklasyfikowanego jako TNMIII.

Podsumowujac, wydaje si¢, ze hodowla sferyczna lepiej odzwierciedla warunki
wzrostu guza in vivo, w poréwnaniu do modelu adherentnego. Przeprowadzone badania
wykazujace heterogenno$¢ populacji komorkowych w obrgbie kolonosfer, w ktorych
komorki o cechach NKM nie dominowaty w 100%, zdaja si¢ tylko potwierdzad
to zatozenie. Hodowle sferyczne stanowia bardziej wiarygodny model badawczy,
w ktorym wystepuja komorki proliferujace, jak i te o bardziej wyciszonych cechach,
a ponadto komorki martwe/nekrotyczne, takze obserwowane w warunkach naturalnych,
a sama forma 3D nas$laduje architektur¢ wzrastajacych guzow litych, czego nie obserwuje

si¢ w hodowlach adherentnych.

Z kolei izolacja magnetyczna komorek o fenotypie CDI133" udowodnita,
ze komorki te posiadaja zdecydowanie wigkszy potencjat sferogenny oraz zdolno$¢
proliferacyjng niezbedna do odtworzenia kolonosfer w porownaniu do frakcji komorek
CD133". Natomiast wykorzystanie tylko jednego biatka do separacji komorkowej celem
pozyskania populacji komorek o cechach NKM wydaje si¢ nie do§¢ wiarygodna, gdyz
zaobserwowano, iz komorki CD133" takze posiadaja pewne wlasciwosci, ktore moglyby
zosta¢ przypisane NKM. Nalezy takze podkresli¢, ze kolonosfery pochodzace
z wykorzystanych linii komodrkowych przejawiaty niekiedy rozbiezne cechy,
co najprawdopodobniej jest zwigzane z rOznicami W agresywnosci 1 stopniu
zréznicowania komorek wystepujacych w obrebie linii, ktore sa przypisany innym

stopniom w klasyfikacji TNM.
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4.2. Publikacja 2. Cancer stem cells as targets for DC-based immunotherapy

of colorectal cancer

Czasopismao: Scientific Reports, 2018, 8:1-22.

Celem pracy bylo okreslenie potencjalnej przydatnosci komoérek dendrytycznych

(KD) modyfikowanych in vitro w terapii przeciwnowotworowej. Dodatkowo poréwnano

wptyw warunkéw hodowli komorek linii RJG na wlasciwosci KD po zakonczonej

procedurze stymulacji przy uzyciu komorkowych lizatdéw lub supernatantow znad

hodowli komorek nowotworowych (ang. tumor conditioned medium, TCM), natomiast

LPS ze $ciany bakterii E. coli stanowil wewnetrzna kontrole pozytywng. Aby w pehni

wyjasni¢ zlozonos¢ prezentowanej pracy, ponizej zatagczono dwa schematy wyjasniajace

procedury wykorzystane do jej realizacji (Rycina 3 i Rycina 4).

Pacjenci z RJG

!

Tkanka RJG

!

NKM

Enzymatyczna izolacja

l

Ekspansja NKM

1

Linie komoérkowe
HCT116, HT29

.

Forma
adherentna

> Krew obwodowa

!

Izolacja magnetyczna

—

CD14+ CD14-

! {

Ekspansja KD | | Autologiczne limfocyty do

T ko-hodowli z KD
Komorki Komorki
adherentne nie-adherentne

\/

Forma
sferyczna

Izolacja oparta o wiasciwosci adhezyjne

f

Kozuchy leukocytarne od
zdrowych dawcow krwi

Rycina 3. Schemat obrazujacy ogdlng procedurg¢ postgpowania wykorzystana

w niniejszym artykule.
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> Zakonczenie ekspansji

N\

Ekspansja KD z ich monocytarnych | Analizy | | Ko-hodowla |
prekursorow =Fenotyp KD + autologiczne
GM-CSF +1L-4 =Zdolno$¢ do limfocyty
endocytozy =Fenotyp (proporcja
1/2[3|4|5 |6 | 7| 8 ||=Poziom stgZenia migdzy
rozpuszezlnych biatek || regulatorowymi i
‘l’ w medium (IL-10, IFNy, || cytotoksycznymi
Stymulacja sFasL, granzymy, IL-12p70) limfocytami)
Kontrola =Proliferacja
I,Eléift[ KD + komérki
Lizat/LPS _ nowotworowe
TCM/LPS =Zywotnos¢ komorek
LPS nowotworowych

Rycina 4. Schemat przedstawiajacy metodologi¢ wykorzystang w omawianym artykule.

Komorki dendrytyczne, ktore otrzymano w wyniku roznicowania ich
monocytarnych prekursoréw z kozuchéw leukocytarnych pobranych od zdrowych
dawcow byly stymulowane materialem pochodzacym z dwoch badanych linii

komorkowych, HCT116 oraz HT29 hodowanych w postaci sferycznej oraz adherentnej.

Po 24-godzinnym traktowaniu KD materiatem z linii RJG, prezentowaly one
zmieniong morfologi¢ 1 znacznie wydluzone wypustki w poréwnaniu do komorek
niestymulowanych. Jednoczesna inkubacja z TCM i LPSem (TCM/LPS) powodowata
najbardziej widoczne dojrzewanie KD, ktére osiggaly nawet do 700 um dlugosci.
Wszystkie stymulatory istotnie wptywaty na zwigkszenie rozmiaré6w badanych komoérek
immunokompetentnych. Jedynie KD inkubowane z samym TCM tylko nieznacznie

zwigkszyly swoje rozmiary.

Analiza ekspresji biatek okreslajagcych dojrzewanie i1 aktywnos$¢ funkcjonalng
KD zostata przeprowadzona w oparciu o najczgscie] wykorzystywane w tym celu
markery, tj. CD11c, HLA-DR oraz CD80 i CD83. Podsumowujac uzyskane wyniki
dotyczace fenotypu mozna stwierdzi¢, ze czynniki stymulujace KD, ktore byty pobrane
z adherentnych komorek linii RJG, w wigkszym stopniu wplywaly na aktywacje

I dojrzewanie komorek niz odpowiadajagcy mu materiat z hodowli sferycznej. Co wiecej,
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zastosowanie stymulacji mieszanych z dwoma ko-stymulantami (lizat/LPS lub
TCM/LPS) wplyngto bardziej znamiennie na zwigkszenie odsetka dojrzatych
i zaktywowanych KD w poréwnaniu do pojedynczych stymulacji (lizat, TCM). Ponadto,
materiat pobrany z hodowli 2D indukowat zmniejszenie frakcji KD zdolnych do indukcji
apoptozy poprzez ekspresje na swojej powierzchni liganda dla receptora Fas, FasL
(komoérki FasL*). Warto podkresli¢, ze inkubacja KD z lizatem lub TCM z hodowli
sferycznych linii komérkowych RJIG wywotata taki sam efekt.

Kolejny etap prac polegat na oszacowaniu wptywu zmodyfikowanych materiatem
nowotworowym KD na wlasciwoséci autologicznych limfocytow. W tym celu
prowadzone byty ko-hodowle dwoch wezesniej wspomnianych populacji komorkowych.
Przeprowadzona analiza fenotypowa limfocytow po ko-hodowli wykazata brak réznic
w liczby limfocytow T regulatorowych, okreslonych za pomoca antygenow CD4 oraz
CD25 w odniesieniu do poczatkowej liczby tych limfocytow. Co wigcej, KD traktowane
przy uzyciu mieszanin lizat/LPS 1 TCM/LPS takze nie wywieraly wplywu na zmiany
W obrgbie subpopulacji limfocytow Treg. Jedynie stymulacja KD przy uzyciu LPS
wpltyneta istotnie na zwigkszenie odsetka komorek CD4"CD25".

Analizujac fenotyp limfocytow w oparciu o biatka CD3 i CD56, przypisywanych
limfocytom NKT, zaobserwowano, iz ich liczba ulega nieznacznemu spadkowi
po zastosowaniu KD stymulowanych materiatem z hodowli adherentnych linii
komorkowych RJG, przy czym wartos¢ ta byta istotna statystycznie jedynie w przypadku
stymulatorow uzyskanych z linii HT29. Co ciekawe, TCM uzyskany ze sferycznych
modeli jedynie nieznacznie modulowat liczbe limfocytow CD3*CD56%, jednak
W potaczeniu z LPS znaczaco podwyzszat odsetek tych limfocytéw. Poréwnujac obydwie
badane linie RIG zauwazono, iz KD stymulowane zwigzkami pochodzacymi z linii
komorkowe; HT29, zarowno w formie 2D jak 1 3D, najwydatniej modulowatly

wlasciwosci NKT.

Analizie poddano takze zdolno$¢ stymulowanych KD do modulowania
wlasciwos$ci proliferacyjnych autologicznych limfocytow. KD po traktowaniu lizatem
komoérkowym wywodzacym si¢ z kolonosfer liniit HCT116 i HT29, wydawaty si¢
najefektywniej wzmagac podzialy komorkowe limfocytow, przy czym zaréwno lizat jak
1 TCM z kolonosfer obydwu linii RJG, w potaczeniu z LPSem, wywotaly stabsze efekty

w poréwnaniu do komorek traktowanych pojedynczymi czynnikami stymulujacymi.
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Natomiast materiat pochodzacy z adherentnych komorek z linii HT29 obnizal zdolnos¢

stymulowanych KD do indukc;ji proliferacji limfocytow.

Nastepny etap analiz skupiony byl na okres$leniu zdolnosci KD do endocytozy
obcych antygendéw, gdyz jak powszechnie wiadomo, dojrzate KD cechuje wlasciwosé
prezentacji antygendéw innym komorkom ukladu odpornosciowego. Zaobserwowano,
iz zdolno$¢ do endocytozy KD byta zalezna od linii komérkowej i sposobu utrzymywania
jej hodowli (forma adherentna lub sferyczna). Najefektywniejsza endocytoza byta
obserwowana, gdy KD inkubowano z materialem z adherentnej linii komorkowe;j
HCT116, a szczeg6lnie z lizat/LPS i TCM/LPS. W przypadku tych stymulatorow
pobranych z kolonosfer komorek linii HCT116, takze odnotowano wzrost wlasciwosci
endocytarnych KD, jednak nie osiggaty one tak znamiennych wartosci jak z przypadku
ich analogéw z adherentnych odpowiednikow. Co ciekawe, linia komoérkowa HT29
prezentowata odmienny wplyw na zdolno$ci endocytotyczne KD. Zaobserwowano,
iz wszystkie zastosowane opcje stymulacji pochodzace z formy sferycznej tej linii
nasilaty endocytoze KD, przy czym ich adherentne analogi powodowaty niewielkie
ostabienie tej cechy u stymulowanych KD wzgledem niedojrzatych KD stanowigcych
kontrolg. Zaobserwowano silng ujemna korelacje pomigdzy ekspresjg biatka CD44
na powierzchni komoérek nowotworowych linii HT29, z ktorych pobrano lizat i TCM

do stymulacji, a obnizeniem aktywnos$ci endocytotycznej KD.

Aby zweryfikowaé, czy zastosowane warunki modyfikacji KD maja wpltyw
na wyksztalcenie populacji cytotoksycznych KD, przeprowadzono ko-hodowle
KD z komoérkami liniit HCT116 oraz HT29 utrzymywanymi w formie 2D oraz 3D.
Wzrost  odsetka martwych  komorek  nowotworowych, okreslonych  jako
CD133*7-AAD*, odnotowano w przypadku ko-inkubacji komoérek kolonosfer obu linii
RJG z KD stymulowanymi materiatem z odpowiadajacych im hodowli sferycznych.
Zaobserwowano silng dodatnig korelacje pomiedzy fenotypem stymulowanych
materialem z komoérek z modelu sferycznego KD, a ich wlasciwosciami
cytotoksycznymi. Natomiast ko-hodowla zmodyfikowanych KD z nowotworowymi
komorkami adherentnymi nie wplywala istotnie na odsetek martwych komoérek
w hodowli, 1 byta na poziomie odpowiadajacym cytotoksycznos$ci wywotanej inkubacja
komorek nowotworowych z niestymulowanymi KD, tak wiec nie wptywata na potencjat

cytotoksyczny KD.
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Supernatant znad hodowli stymulowanych KD byl badany pod wzgledem stezenia
wybranych biatek wydzielanych przez KD, ktére sa specyficzne dla bardziej
ukierunkowanych frakcji KD. Analiza st¢zen granzymoéw, IFNy, 1L-10, IL-12p70 oraz
FasL, ujawnita, ze KD wykazywaly najwigkszy potencjal sekrecyjny po traktowaniu
lizatem lub TCM z linii HT29 niezaleznie od formy, a stymulacja tacznie z LPS
wzmacniata ten efekt. Dla przyktadu, okreSlenie st¢zenia granzymoéw w pozywce
hodowlanej, uznanych za zwigzki wydzielane przez cytotoksyczne KD, wykazata ich
wysokie stezenie (okoto 230 razy wyzsza wzglgdem KD stanowigcych kontrolg)
w supernatancie z hodowli stymulowanych KD. Z kolei sferyczne odpowiedniki linii RJIG
wykazywaty bardzo zroznicowany wplyw na wlasciwosci sekrecyjne KD po stymulacji.
W ich przypadku czesto dopiero po zastosowaniu dwoch czynnikow jednocze$nie
pojawialy sie statystycznie znamienne wzrosty st¢zen biatek rozpuszczalnych,

szczegolnie widac to na przyktadzie IFNy i I1L-10.

Podsumowujac uzyskane w pracy wyniki, wydaje si¢, ze wykorzystanie modeli
sferycznych linii komoérkowych RJG do modyfikacji wtasciwosci KD, lepiej oddaje efekt
uzyskiwany z wykorzystaniem KD, ktére endocytowaty czasteczki pochodzace z tkanki
guza pobranej bezposrednio od pacjentow z RJG, w poréwnaniu do materiatu
wywodzacego si¢ z modelu adherentnego. Obserwacje te wskazuja tez na to, ze protokot
modyfikacji powinien zostac¢ $cislej zoptymalizowany, dzigki czemu KD bylyby bardziej
efektywne funkcjonalnie. Zauwazono, ze wystgpowanie okreslonych konfiguracji
markerow dla komorek o cechach NKM znaczgco wplywa na dojrzewanie 1 aktywacje
KD po stymulacji lizatem lub supernatantem z hodowli komoérek nowotworowych linii
RJG. Dodatkowo, ten efekt stymulujacy zostat wzmocniony przez zastosowanie LPS,
ktorego obecnos¢ wykazano in vivo w niszy dla NKM w RJG. Obecno$é¢ czasteczek
powierzchniowych CD29 i CD44 wywierala odmienny wptyw na wiasciwosci KD.
Wydaje si¢ ponadto, ze komdrki CD133" ostabialy funkcje KD, gdyz im wiecej tych
komorek wystgpowalo w probce materiatu zastosowanego do stymulacji KD, tym
mniejszy odsetek zaktywowanych KD odnotowano po inkubacji. Ponizsza praca
pozwolita rowniez okresli¢, iz komorki z hodowli sferycznej bardziej przypominaty
komorki uzyskane od pacjentow z RJG w kontekscie zdolnosci modyfikacji wlasciwosci

KD in vitro.
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4.3. Publikacja 3. Effects of 5-FU and anti-EGFR antibody in combination with ASA
on the spherical culture system of HCT116 and HT29 colorectal cancer cell lines
Czasopismo: International Journal of Oncology, data publikacji online: 23 maja 2019,
DOI: 10.3892/ij0.2019.4809

W pracy podjeta zostala proba okreSlenia wptywu 5-fluorouracylu (5-FU),
aspiryny (ASA) oraz przeciwciala skierowanego przeciwko receptorowi EGFR
(anty-EGFR) na wlasciwosci komorek wystepujacych w kolonosferach wywodzacych sie
Z dwoch linii komérkowych RIG, HCT116 1 HT29. Hodowle sferyczne byly traktowane
pojedynczymi zwigzkami lub ich kombinacjami, tj. 5-FU+ASA, anty-EGFR+ASA oraz
anty-EGFR+5-FU. W pracy analizowano takze komoérki o wilasciwosciach NKM

I ewentualny wptyw zastosowanych zwigzkow na ich aktywnosc.

Do badan wybrano w oparciu o dane literaturowe oraz przeprowadzone
doswiadczenia wstepne nastgpujace stezenia badanych zwigzkow: 50 puM 5-FU,
1,5 mM ASA oraz 20 pg/ml anty-EGFR. Badane zwigzki istotnie redukowatly rozmiary
traktowanych kolonosfer, zaréwno z linii HCT116, jak i HT29, po 72 godzinach
inkubacji, przy czym rozleglos¢ obserwowanych byta zalezna od linii komorkowej oraz

rodzaju uzytego zwiazku.

W pierwszej z przytaczanych tu publikacji “In vitro characterization of spheres
derived from colorectal cancer cell lines” w hodowlach adherentnych linii komérkowych
RJG opisano wyzszy odsetek komorek z ekspresjg bialek CD133, CD29, CD44,
w poréwnaniu z odpowiadajacymi im kolonosferami. Z tego wzgledu w relacjonowanych
doswiadczeniach poréwnano zdolnosci sferogenne komorek linii RJG, zarowno hodowli
2D jak i 3D, po inkubacji z 5-FU, ASA i anty-EGFR, a nastgpnie umieszczeniu ich
W pozywce bezsurowiczej. Komorki adherentne po inkubacji nie byly w stanie stworzy¢
agregatow komorkowych, niezaleznie od typu linii komorkowej. Nalezy jednak
zauwazyC, ze niewielkich rozmiarow konglomeraty komodrkowe wytworzyly sie
po traktowaniu ASA, a takze w mniejszym stopniu po anty-EGFR i anty-EGFR+5-FU.
Z kolei komorki traktowanych hodowli sferycznych wykazywaty zdecydowanie wyzszy
potencjal do odtworzenia sfer. Odbudowa agregatu komorkowego przez komorki
po inkubacji z 5-FU i ASA byta znacznie zahamowana, natomiast komorki traktowane

sama ASA lub anty-EGFR wydawaly si¢ by¢ do$¢ efektywnie odtwarza¢ sfery.
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Nastepnie okre§lono wplyw zastosowanych zwiazkow i ich kombinacji na frakcje
komorek o fenotypie NKM (CD133, CD44, CD29). Odnotowano spadek subpopulacji
komoérek CD133* w sferach z linii HCT116, za wyjatkiem prob traktowanych 5-FU oraz
5-FU razem z anty-EGFR. Kombinacja anty-EGFR i ASA obnizyta odsetek komorek
NKM w kolonosferach do 25%, przy réwnoczesnym wzroscie frakcji kKomorek
CD29°CD447CD133". Hodowla sferyczna wzbogacona o komérki CD133* z linii
komorkowej HT29 zostata istotnie statystycznie zredukowana tylko w przypadku ko-
stymulacji 5-FU+ASA, natomiast zaden z zastosowanych zwigzkow nie wptynat istotnie
na procent komoérek CD29"CD44"CD133".

Sciezka sygnalizacyjna zapoczatkowana przez receptor i ligand Fas jest obecnie
intensywnie badana ze wzgledu na to, ze zaobserwowano jej wlasciwosci promujgce
progresje nowotworow3d, a dodatkowo — utrzymujace homeostaz¢ i agresywnos¢ NKM.
Z tego wzgledu weryfikacja wptywu wybranych zwiazkow na populacje komorek
nowotworowych FasL* oraz FasR™ stala si¢ kolejnym celem ponizszego projektu. Procent
komorek wykazujacych ekspresje FasL w kolonosferach linit HCT116 byl znamiennie
nizszy tylko w przypadku stymulacji ASA, natomiast dla linii HT29 najwickszy spadek
odnotowano po traktowaniu 5-FU razem z ASA. Nie wystapily natomiast zadne istotne
zmiany proporcji komérek HCT116-FasR* po zakonczeniu inkubacji ze zwigzkami.
Z kolei, kolonosfery z komorek linii HT29 inkubowane z anty-EGFR i jego potaczeniami
z 5-FU i ASA, obnizyly do okolo 2% ilos¢ HT29-FasR*. Zauwazono duzg rdznice
pomiedzy odsetkiem komorek FasR™ w kontrolnych (nietraktowanych) kolonosferach
pochodzacych z réznych linii komoérkowych RJIG: wynosit on okoto 40% dla linii
HCT116 i tylko 5% dla linii HT29.

Badane zwigzki indukowaty $mieré¢ komorek, ktérg okreslono cytometrycznie
poprzez inkubacj¢ komorek z barwnikiem 7-AAD. Najwieksza proporcje martwych
komorek w kolonosferach linii HCT116 zaobserwowano po ko-stymulacji z 5-FU+ASA,
anty-EGFR+ASA i anty-EGFR+5-FU. Analiza potencjalu wewnetrznej btony
mitochondrialnej wykazata, ze kazdy z uzytych zwiazkow wywotal wzrost odsetka
komorek ze zdepolaryzowang btong (Aym). Okre§lenie poziomu aktywnej formy
kaspazy-3, ktora jest uznana za kaspaze wykonawczg w procesie apoptozy, ujawnito
tendencje do obnizenia jej ekspresji w komorkach traktowanych. Najbardziej widoczne
byto to dla komorek inkubowanych z anty-EGFR w potaczeniu z ASA lub 5-FU. Jest

to ciekawe, ze wzgledu na fakt, ze barwienie aneksyna V i jodkiem propidyny wykazato,
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ze wlasnie kolonosfery z komorek linii HCT116 traktowane tymi samymi kombinacjami

zwigzkow wywolaly istotny przyrost komorek apoptotycznych.

Badania wptywu 5-FU, ASA i anty-EGFR na kolonosfery linii HT29 wykazaty
istotne roznice w porownaniu do hodowli sferycznych linii HCT116. Kolonosfery linii
HT29 wykazaty najwigkszy wzrost proporcji martwych komorek po zastosowaniu dwoch
zwigzkow jednoczesnie, tj. S5-FU+ASA, anty-EGFR+ASA i anty-EGFR+5-FU.
Wykorzystane opcje stymulacji wptynety jedynie nieznacznie na populacje komorek
ze zdepolaryzowang btong mitochondrialng (Aym). Podobnie jak w przypadku linii
HCT116, ujawniono, ze komorki traktowane, za wyjatkiem inkubacji z 5-FU, wykazuja
tendencj¢ do zmniejszania proporcji komoérek z aktywna forma kaspazy wykonawczej,
anajnizszy jej odsetek odnotowano w przypadku stymulacji wykorzystujacych
anty-EGFR samodzielnie badz w potaczeniu z ASA lub 5-FU. Pomimo to, kolonosfery
komorek HT29 traktowanych anty-EGFR i jego potaczeniami za ASA i 5-FU cechowat
istotny wzrost komorek apoptotycznych potgczony ze spadkiem frakcji nekrotycznej
w swoich hodowlach po zastosowaniu wybranych czynnikbw o aktywnosci

przeciwnowotworoweyj.

Badanie zdolnosci proliferacyjnych komorek kolonosfer po inkubacji z badanymi
zwigzkami przy wykorzystaniu barwnika CFSE wykazatlo znaczne réznice pomiedzy
obydwiema liniami komoérkowymi RJG. Kolonosfery z linii HCT116 wykazywaty
wyzsze tempo proliferacji po kazdej ze stymulacji, cho¢ najwyzsze warto$ci zostaly
uzyskane dla stymulacji, z uzyciem anty-EGFR (samodzielnie lub w potgczeniu z innymi
zwigzkami). Zaobserwowano takze tendencje do wzrostu liczby komorek aktywnie
ulegajacych podzialom komorkowych. Wyjatek stanowity sfery traktowane ASA
W polaczeniu z 5-FU i anty-EGFR. Aby uzyska¢ pelniejszy obraz wptywu uzytych
srodkow na kolonosfery z linii HCT116 przeanalizowano rozmieszczenie komorek
w cyklu komorkowym, ze szczegdlnym uwzglednieniem komoérek bedacych w fazie
GO0/G1, ktore uznaje si¢ za komorki wyciszone, prymitywne, o whasciwosciach NKM.
Zaobserwowany zostal znamienny spadek frakcji tychze komoérek po inkubacji z 5-FU,
5-FU+ASA oraz anty-EGFR+ASA, natomiast pozostate stymulatory tylko nieznacznie

wptynely na analizowang subpopulacjg.

Przeprowadzone badania wykazaly natomiast, ze na tempo proliferacji kolonosfery
z linii HT29 nie wptynelty zadne z uzytych zwigzkéw. Przy czym ilo$¢ aktywnie

dzielacych si¢ komodrek zostala zredukowana po inkubacji z anty-EGFR
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I anty-EGFR+5-FU. Ponadto frekwencja komorek bedacych w fazie GO/G1 cyklu
komorkowego nie ulegta zmianie pod wptywem wigkszosci z uzytych stymulatorow,
Z wyjatkiem inkubacji z ASA, ktora obnizyla ilos¢ komoérek wyciszonych
w HT29-kolonosferach.

W kolonosferach z linii komérkowej HT29 po traktowaniu ASA i 5-FU+ASA
odnotowano pewne zmiany morfologiczne. Przeprowadzono barwienie traktowanych
kolonosfer oranzem akrydyny (OA), ktéory przenika do wnetrza komorki,
a po zatrzymaniu w kwasnych pecherzykach, takich jak autolizosomy, tworzy agregaty,
ktére emitujg jasnoczerwong fluorescencje w sposob zalezny od stezenia OA, podczas
gdy cytoplazma komorkowa pozostaje zielona. Barwienie OA ujawnito, ze kolonosfery
z linii komorkowej HT29, ale nie HCT116, po traktowaniu ASA i 5-FU+ASA wykazuja
wzmozong autofagi¢. Analiza poziomu biatka LC3-1/11 za pomoca techniki Western Blot
potwierdzita progresj¢ autofagii w traktowanych ASA i 5-FU+ASA kolonosferach linii
HT29.

W ostatnim etapie podj¢to probe okreslenia wptywu 5-FU, ASA, anty-EGFR i ich
potaczen na ekspresje cyklooksygenazy 2 (COX-2). Poczatkowo okreslony zostat poziom
komorek COX-2", ktéry dla kolonosfer z linii HCT116 wynosit okoto 13%, a w linii
HT29 — okoto 16%. Zaden z wykorzystanych zwigzkdéw nie wptynal na zmiang tych
wartosci w przypadku zadnej z ww. linii komorkowych. Postanowiono przeprowadzié
dodatkowo ocen¢ aktywnosci enzymatycznej wspomnianego biatka bazujac na jego
zdolnosci do przeksztatcania kwasu arachidonowego w prostaglandyny. Inkubacja
kolonosfer linii HCT116 z 5-FU, ASA oraz 5-FU+ASA nieznacznie jedynie zredukowata
aktywnos¢ COX-2, podczas gdy inkubacja z przeciwciatami anty-EGFR zwickszyta
ja az 12-krotnie. Z kolei komorki sfer z linii HT29 wykazywaly podwyzszong aktywnos¢
COX-2 po traktowaniu zwigzkami o potencjale przeciwnowotworowym wybranymi
do projektu, z wyjatkiem 5-FU. Jednak jedynie inkubacja kolonosfer z anty-EGFR oraz
anty-EGFR+ASA wywotala istotne statystycznie zmiany.

Podsumowujac, w przedstawionej pracy zostata przeprowadzona zlozona analiza
wplywu wybranych zwigzkéw o potencjale przeciwnowotworowym na wybrane procesy
1 szlaki sygnalowe w komodrkach nowotworowych obecnych w kolonosferach
pochodzacych z dwoch linii RJG. Jedng z przyczyn odmiennej podatnosci komorek

modelu sferycznego na badane czynniki moze by¢ ich pochodzenie, poniewaz komorki
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HCT116 reprezentuja niezr6znicowang i agresywng lini¢ komorkowa opisang jako

TNMIIL a komorki HT29 sg mniej inwazyjne (odpowiadajace TNMII).

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze zastosowanie pojedynczego zwigzku wywotuje
mniej znaczgce efekty w porownaniu do zmian obserwowanych przy uzyciu mieszanin
dwoch srodkow. Ma to bardzo duze znaczenie z punktu widzenia wygenerowania nowych
komorek o potencjale NKM. Wigksza liczba komorek, ktora przezyje inkubacje¢ z lekiem,
moze potencjalnie uzyska¢ wlasciwosci NKM, co jest zjawiskiem bardzo niepozagdanym
dla postepu terapii. Co wiecej, nie w petni jednoznaczne wyniki dotyczace obu
analizowanych linii komérkowych RJG sugeruja, ze testowane leki moga wykorzystywac
nieco inne mechanizmy, dziatajace na rézne procesy i szlaki sygnatowe w komorce.
Na pewno jedng z przyczyn jest odmienny status genetyczny orz stopien zaawansowania
RJG obu zastosowanych linii, co moze sugerowac, ze cechy indywidualne pacjentéw
powinny by¢ brane pod uwagg w czasie planowania terapii. Dodatkowo, wydaje sig,
ze przedstawione wyniki potwierdzaja, iz model 3D hodowli komorkowej jest
wiarygodnym narzedziem badawczym w badaniu biologii guzow oraz ich wrazliwo$ci na

nowe zwigzki przeciwnowotworowe.
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5. Podsumowanie i wnioski

Zaprezentowane wyniki prac oryginalnych przedstawiaja szeroko zakrojong
charakterystyke hodowli sferycznej dwoch linii RIG, HCT116 oraz HT29, a takze jej
poréwnanie do aktualnie powszechnie wykorzystywanego 2D modelu hodowli

adherentnych.

Artykut ,,In vitro characterization of spheres derived from colorectal cancer cell
lines” powstal na bazie szczegoétowej optymalizacji metodyki prowadzenia do§wiadczen
na sferach. Praca ta prezentuje bogatg analize kolonosfer utworzonych z komorek
komercyjnie dostgpnych linii komorkowych RJG, HCT116 oraz HT29, roéznigcych si¢
pod wzgledem stopnia agresywnosci komorek nowotworowych. Wyniki te stanowily
punkt wyjscia dla bardziej zlozonych doswiadczen =z uzyciem komorek

immunokompetentnych (KD) oraz zwigzkoéw o potencjale przeciwnowotworowym.

Przedstawione wyniki jednoznacznie potwierdzajg, ze hodowla sferyczna wydaje
si¢ lepiej nasladowac sposob wzrostu guza in vivo w porownaniu do modelu 2D. Biorac
pod uwage obnizony potencjat proliferacyjny, zmniejszong frakcje komorek dzielacych
si¢, znaczng populacje komorek wystepujacych w stanie wyciszenia w kolonosferach, ale
takze rozny dostep komorek do tlenu 1 sktadnikow odzywczych, model sferyczny, cho¢
nie w pelni, jednak w znacznym stopniu, odzwierciedla charakterystyczng architekture
guzdéw litych. W zwigzku z powyzszym, mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, ze hodowla
3D stanowi swego rodzaju most taczacy ze sobg warunki hodowli/utrzymania komoérek

nowotworowych in vitro i in vivo.

Eksperymenty oparte o izolacje magnetyczng komorek RJG o fenotypie CD133",
ujawnity, ze populacja ta posiada potencjal sferogenny, zdecydowanie wyzszy niz
komorki frakcji negatywnej. Jednoczes$nie te badania potwierdzily, ze uzycie tylko
jednego markera (w tym wypadku biatka CD133) jest niewystarczajace by jednoznacznie
wyselekcjonowa¢ komoérki NKM, poniewaz obie subpopulacje posiadaty wiasciwosci,
ktore byloby mozna przypisa¢ komoérkom najbardziej prymitywnym. Poréwnujac
wlasciwosci komorek kolonosfer niepoddanym izolacji magnetycznej z cechami
komérek CD133" oraz CD133" mozna przypuszczaé, ze te dwie frakcje wzajemnie na

siebie pozytywnie oddziatywaja. Sugeruje to miedzy innymi ocena wielkosci sfer, kiedy
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zaobserwowano, ze natywne kolonosfery cechowaly si¢ wigkszym rozmiarem

w poréwnaniu do agregatow utworzonych po izolacji magnetyczne;j.

Wyniki uzyskane w ramach realizacji zadan drugiej czesci pracy badawczej, ktore
zostaly przedstawione w pracy ,,Cancer stem cells as targets for DC-based
immunotherapy of colorectal cancer”, dotycza charakterystyki procedury modyfikacji
in vitro komorek dendrytycznych w kontekscie ich potencjalnej przeciwnowotworowej

przydatnos$ci terapeutyczne;.

Wydaje si¢, ze wykorzystanie modelu sferycznego komoérek linii RJG, jako zrodta
czynnikow stymulujagcych KD oraz do analizy potencjalu przeciwnowotworowego
KD miato tu kluczowe znaczenie. Obserwacje zdaja si¢ ponownie potwierdzac, ze model
3D stanowi lepsza podstawg do badan nad potencjalnymi nowymi strategiami
wykorzystujacymi komoérki odpornosciowe w terapii nowotwordow. Najlepiej widacd
to po porownaniu efektow stymulacji komoérek KD przy uzyciu lizatow i TCM
pochodzacych z hodowli sferycznej, adherentnej oraz z ekspansji komorek RJIG
pobranych od pacjentéw. Hodowle sferyczne mogtyby sta¢ si¢ sposobem na namnazanie
komorek nowotworowych w czasie przygotowywania komorek do immunoterapii, przed
podaniem pacjentowi jego wilasnych autologicznych komoérek KD zmodyfikowanych
in vitro. Wydaje sie, ze takie podejScie mogloby pozwoli¢ na stworzenie szczepionek
specyficznych wzgledem swoistych antygenow kazdego pacjenta. Jednakze ze wzgledu
na praktycznie nieograniczony dostep komorek linii komorkowych, oraz tatwosé
w utrzymaniu hodowli sferycznych kolonosfery stanowig relatywnie taniag alternatywe
dla izolacji NKM z tkanek bezposrednio pochodzacych od pacjenta do prowadzenia
wstepnych doswiadczen i optymalizacji procedur. Poza tym, wyniki publikacji wyraznie
akcentuja potrzebe stworzenia S$cisle okreslonego 1 zoptymalizowanego protokotu
modyfikacji KD in vitro, dzigki czemu pacjenci mogliby mie¢ tatwiejszy dostep
do immunoterapii z uzyciem KD. Cenne wydajg si¢ zaprezentowane obserwacje
dotyczace tego, ze LPS =znaczaco zwigksza potencjal anty-nowotoworowy
KD po stymulacji z lizatem i TCM, tym bardziej, ze jest to przeciez czasteczka

powszechnie wystepujaca w niszy jelita grubego.

Kolejna czes¢ doswiadczen przeprowadzona na modelu sferycznym
i opublikowana w pracy ,,Effects of 5-FU and anti-EGFR antibody in combination with
ASA on the spherical culture system of HCT116 and HT29 colorectal cancer cell lines”

wykazala, ze komorki hodowane w formie 3D stanowig dobry model rowniez do analizy
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okreslonych zwigzkow o potencjale terapeutycznym. Eksperymenty przeprowadzone
na kolonosferach dawaty wiarygodne i powtarzalne wyniki, ktore niejednokrotnie roznity
si¢ od danych uzyskanych z wykorzystaniem modelu adherentnego (w oparciu 0 wyniKi
zaprezentowanych tu publikacji i literature z tej dziedziny). Na potwierdzenie tej tezy
przemawia takze rdézna wrazliwo$¢ komorek utrzymanych w formie 2D i 3D
na zastosowane terapeutyki, ujawniajac wigksza opornos¢ hodowli sferycznych
na ewentualne uszkodzenia spowodowane lekami. Kolonosfery z obu RJG uzyte w pracy
rdznigce sie stopieniem zaawansowania choroby w skali TNM, odpowiadaty w odmienny
sposob na wykorzystane zwiazki, potwierdzajac niejako, ze komorki utrzymywane w tej
formie stanowig swoiste fenokopie pierwotnego guza. Oryginalne linie komérkowe
HCT116 oraz HT29 cechuje odmienny status genetyczny, w tym mutacji dotyczacych
bialka KRAS, ktére stanowi swoisty prognostyk powodzenia terapii przy uzyciu
przeciwcial anty-EGFR. Mimo to, wykazano, ze niezaleznie od statusu genu KRAS,
pozytywny efekt terapeutyczny moze zosta¢ uzyskany poprzez blokowanie receptora
EGF, szczegdlnie w potaczeniu z innymi lekami. Podsumowujac wnioski ptynace
z wyzej omawianej pracy, mozna stwierdzi¢, ze najefektywniejsze w przypadku
zwalczania komorek nowotworowych sa strategie oparte o wigcej niz jeden zwigzek
terapeutyczny. Takie podejscie pozwala jednoczesnie modulowa¢ kilka komorkowych

szlakow sygnalizacyjnych lub metabolicznych.

Reasumujac, model sferyczny hodowli komoérek RJG dobrze nasladuje
m. in. aranzacj¢ komorek w guzie litym in vivo, ich podatno$¢ na uszkodzenia, zdolnosci
podzialowe czy zdolno§¢ do modulowania odpowiedzi ze strony uktadu
odpornosciowego, dzigki czemu reprezentuje tatwo dostepne, wygodne i wiarygodne
narzedzie badawcze, zar6wno w dziedzinie biologii nowotwordéw, wiacznie z wptywem,

jaki wywieraja komorki nowotworowe na elementy uktadu komoérek APC.
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SUMMARY IN ENGLISH
Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common types of cancers worldwide.
Despite the great progress of medical sciences, CRC is still characterized by high
mortality. This is most likely due to the occurrence of cancer stem cells (CSCs) which are
insensitive to conventional chemotherapy since they have the ability to self-renew. Thus,
they are considered to be the cause of the recurrence of cancer. The aim of this study was
to characterize spherical models of CRC cell lines and to evaluate their properties after

interactions with cells of the immune system, as well as selected anti-cancer drugs.

The spherical cultures of two CRC cell lines, HCT116 and HT29 cell lines mimic
better tumor growth in vivo compared to their parental cell lines maintained as 2D model
in adherent cultures. The spherical model reflects the properties and architecture of a solid
tumor through heterogeneous access to oxygen and nutrients, decreased proliferative
potential of cells and the presence of a significant fraction of quiescent and dead/necrotic

cells.

The performed experiments confirmed that 3D culture is a reliable platform for
studies of potential new strategies that use immune cells in cancer therapy. Based on data
comparing the effects of dendritic cell (DC) stimulation with lysates and supernatants
derived from both spherical and adherent cultures, it can be concluded that cells from the
colonospheres interact with DCs in a manner similar to cells isolated from tumor tissue
collected from CRC patients. Accordingly, the interaction between cells of the immune
system and cancer cells is more reliably reflected in 3D cell cultures than in 2D CRC
cultures. Therefore, colonospheres are a relatively inexpensive alternative for the
isolation of cancer stem-like cells from cancer tissues directly derived from patients

to conduct initial experiments and optimize procedures.

In addition, the usefulness of the CRC spherical cultures was confirmed by the
analysis of the properties of potential anticancer drugs. Experiments performed
on colonospheres produced reliable and reproducible results, which often differed from
the data obtained using the adherent model. Thus, the different sensitivity of cells

maintained in 2D and 3D cultures to the tested therapeutics was revealed as well as greater
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resistance of cells in spherical cultures to drug-induced damage. The colonospheres were
obtained from two CRC cell lines which differ in disease progression defined by TNM
scale. Hence, they responded in a different way to the compounds used, confirming that
the cells cultured in this form represent specific phenocopies of the primary tumor.
Further research confirmed findings of other authors that the most effective methods
of combating cancer cells are strategies using more than one therapeutic compound
targeting different cancer cell biology aspects. 3D cell cultures allow also for the
simultaneous modulation of several cellular signaling or metabolic pathways,

as demonstrated in the reported studies.

In conclusion, the performed experiments showed that spherical cultures of CRC
cell lines mimic well, among others, the arrangement of cells in the solid tumor in vivo,
their susceptibility to drug-induced damage, proliferative ability or the capability
to modulate the immune response. Thus, 3D cell cultures represent an easily accessible,
convenient and reliable research tool in the field of cancer biology and allow studying the

interactions between cancer cells and cells of the immune system.
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1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most frequently diagnosed type of malignant
tumor worldwide (1). It is estimated that since 1980 there has been almost a three-fold
increase in the number of CRC new cases in women and a four-fold increase in men
in Poland. The 5-year survival amongst patients in the first decade of the 21st century was
about 48% in men and 49% in women. CRC occupies fourth position among the most
common causes of cancer death, which makes that type of cancer responsible for 12%

of cancer deaths (data from the National Cancer Registry, onkologia.org.pl).

It is suggested that cells with the characteristics of pluripotent stem cells, so-called
cancer stem cells (CSCs) or tumor initiating cells (TICs), are responsible for resistance
to chemotherapy and radiotherapy, as well as frequent recurrences of neoplastic diseases.
According to CSC-theory, CSC-like cells are characterized by the ability to self-renew
and differentiate into any cell type in the tumor. In addition, only these cells have the
ability to form and rebuild tumor and to produce its phenocopies after metastasis (2-4).
Their occurrence has been confirmed so far in leukemias (5) and solid tumors, including:
skin (6), breast (7), pancreas (8), lung (9), prostate (10), brain (13-15), and large intestine
(11, 12). Therefore, the CSC-characteristics appear to be necessary to fully understand

the pathomechanism of tumorigenesis.

Many techniques are considered to be useful for detection and isolation
of CSC-like cells. Most commonly used methods among others are functional tests
(e.g. ability of cells to form spheres), molecular tests (e.g. methods based on PCR
techniques), cells sorting (using flow cytometry or magnetic isolation) and
xenotransplantation to laboratory animals with immunodeficiency (Table 1). Each
of these approaches has advantages, although they also have specific limitations, hence
the ideal attitude to the analysis of properties of CSC-like cells should be based on the
combination of several of the aforementioned techniques. Descriptions of the CSC-like
cells’ characteristics are usually based on the selected antigens located on the cell surface.
CRC-CSC-like cells are commonly characterized with CD133, CD29, CD44, CD166,
Bmi-1, Lgr-5, EpCAM (11, 12, 16-22). However, it should be stressed that there
is no single perfect marker exclusively dedicated to identification of CRC-CSC-like cells,

hence the use of a combination of the above proteins is postulated (23). In addition,
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the presence of some markers on the cell surface is dependent and specific to a given

patient, as well as the type or even subtype of cancer (24).

Table 1. Comparison of methods commonly used for CSCs-isolation. Table based on the literature data

(25-27).
Method Advantages Disadvantages
Requires time-consuming optimization,
% c . Able to isolate and quantify even processing may cause bias cell analysis,
s .2 E Flow cytometry rare cellular populations, multi- suitable for cell suspension only, low
g g E parameter separation viability of recovered cells, high cost since
§ 36 it requires a complex equipment
5238
E g % | Magnetic-Activated Easy and fast, relatively cheap Mono-parameter separation, limited
3 Cell Sorting (MACS) approach to cellular suspension only
lony formation . mplex optimization of the cultur
Colony formatio Easy and able to quantitate CSCs Comple Op.t atio O. t € culture
assay medium composition
Easy and able to quantitate CSCs, -
Soft agar assay y ; q Low specificity
relatively cheap
. . Requires time-consuming optimization
. . Relatively easy and simple a . g_ P
Side population method. does not require specific and using a complex equipment, low
Hoechst 33342 ' a P specificity, lack of purity, Hoechst 33342
cellular markers .
toxicity
2 Fast, cheap and stable method
£ ALDH assay (stable in comparison to surface Low specificity
_g markers)
2 Fast and simple, widely
T Therapy resistance acceptable, wide spectrum of Low specificity, sensitivity, usually time-

assay

death-related genes or available
drugs can be used

consuming

Hypoxic resistance
assay

Simple, requires no specific
reagents

Requires time-consuming optimization
and using of a complex equipment

Cellular division

Cheap reagents (PKH-26 and
CFSE), time effective

Low specificity

Transplantation into
animals

Widely acceptable

Requires use of specific laboratory
animals, quite expensive

PCR techniques

Molecular
approach

Flexible, multiplex assay, time
and cost effective, high sensitivity

Does not allow accurate CSCs detection
in verified sample, lack of morphological
analysis of cells

very specific

Immunohisto- Inexpensive. hiahly specific Limited to tissue sample, needs well
2 c chemistry P NGty sp trained specialist in the field of histology
e o
[+
'?, 2 Broad-based and powerful Cross-reactivity, problems with
g g Immunocyto- method, relatively inexpensive background signal, qualitative analysis
E @ Chemistry ’ y p 1 g g 1q y

only
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Table 2. CSC-dedicated markers and their roles. Table based on the data obtained from literature (25, 51-
53).

CSC-marker’s

Function/significance
name

Detoxifying enzyme which contributes to cell proliferation and differentiation through
activation of retinoid signaling.

Intracellular protein which suppresses transcriptional regulators of cell cycle and lineage
BMI-1 differentiation. It maintains stem cell properties and describes long-lived and quiescent
cells. It can give rise to LGR-5* cells.

Transmembrane cell surface protein localized on the surface of intensively proliferating
CD133/Prominin-1 cells. It is believed to affect multicellular functions including stemness, tumorigenesis,
and resistance to therapy, metabolism, autophagy, and apoptosis.

Cell adhesion molecule which is important for the cell survival, motility, cell growth, and
CD166/ALCAM metastases. Its malfunctions may contribute to the detachment of tumor cells and

therefore to local invasion and tumor progression.

Small cell surface protein molecule which is involved in cell-cell and cell-matrix
interactions. Its expression correlates with greater invasiveness of cancer.
Integrin B1, a cell surface receptor that assists in adherence to the extracellular matrix
elements. Its deletion is related to hyperplasia and dysplasia in the intestinal epithelium.
Multifunctional class | transmembrane glycoprotein which acts as a specific receptor for
CD44 hyaluronic acid and promotes cellular migration. Due to interactions with Wnt signaling
pathway, it regulates the stemness of the CSC-like cells.

Epithelial cell adhesion molecule expressed in several types of normal/benign and
EpCAM/ESA/CD326 malignant epithelial cells. It is involved in multiple cellular processes such as
proliferation and differentiation.

Transmembrane glycoprotein which is a downstream target of the canonical Wnt
LGR-5 pathway. It regulates cellular self-renewal and multipotency to differentiate. It describes
rather active form of CSC-like cells.

Transcription factor which influences embryogenesis, stem cell maintenance, tumor
growth and metastasis.
Transcription factor which prevents differentiation of progenitor cells. The level of SOX2
SOX2 correlates positively with metastasis and lymph node infiltration. SOX2 also controls the
expression of OCT4.

ALDH1

CD24

CD29

OCT4

The culture of cancer cells in the form of a monolayer, i.e. a single layer of cells
adhering to the culture vessel (2D model) is commonly used in in vitro analyses
of neoplastic diseases. However, this model does not reflect the natural conditions
of tumor growth in vivo. Therefore, the spherical model of cancer cells culturing seemed
to gain the recognition in that research field. In spherical culture tumor cells form
organized three-dimensional cellular aggregates that float freely in the culture medium.
Conventional 2D models are unable to mimic the complexity and heterogeneity of tumors
as they grow in a three-dimensional (3D) conformation with a specific organization and
architecture in vivo that cannot be reproduced in 2D monolayer culture. As a result,
numerous signals that modulate various cellular pathways are lost when the cells are
artificially maintained in the 2D form. The spherical model mimics the natural

distribution of cells in the solid tumor, so that the cells within the specific microregions

45



of the sphere are characterized by different access to oxygen (e.g. hypoxic conditions)
and nutrients, as well as differences in the proliferative capacity, distribution in the cell
cycle, susceptibility to DNA damage and the efficiency of repair systems, lactate
accumulation (modulating the activity of immune cells) and the expression of various
genes (28-31) (Figure 1). Spherical cultures are maintained in the serum-free media
containing numerous cytokines which are used in the studies focusing on the
undifferentiated cells with a primitive phenotype. Thus, it is postulated that this model
might be enriched with CSC-like cells (12, 28, 32-35). This theory is based on the
assumption that primitive cancer cells, such as CSC-like cells, are able to create spheres
and survive when they do not maintain connections with microenvironmental
components, whereas differentiated cells would undergo anoikis, i.e. cell death caused by
a lack of intercellular interactions under these conditions (29, 36-38). Moreover, the
occurrence of CSC-like cells has been confirmed for commercially available cancer cell
lines maintained in the form of spheres in lung, brain, breast, liver, intestine, prostate,
pancreatic and bones cancers (35, 39-47). However, the enrichment with the CSC-like
fraction is not a mandatorily feature of the spheres. There are works demonstrating
the lack of differences in the number of CSC-like cells between the adherent and
3D cultures (48-50), whereas some others informed about the greater number of these

stem cells in the adherent cultures (50).
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Figure 1. The distribution of cells within the sphere. The Figure was created based on own

research results and data obtained from the literature presented in this work.

The search for new therapeutic agents directed against specific cancers seems to be
ineffective. Only about 5% of compounds that were active in the in vitro tests
of preclinical studies were effective enough to complete the phase 111 of clinical trials and
to be registered as drugs. Many potential drugs have been suspended in the clinical trials
or withdrawn. In comparison, analogical percentage for the diseases of the vascular
system is approximately 20% (54). There are many reasons affecting such a low-
efficiency process selecting new compounds with anticancer properties. The crucial
factor seems to be the choice of the model used in pre-clinical screening in vitro (55).
Presumably cytotoxicity tests based on adherent cultures partially contribute to the high
failure rate of clinical trials for the new anticancer compounds. Undoubtedly the approach
based on the 2D model has many advantages, such as easy process of adherent culture
maintaining, simple methods of passage, affordable prices of culture media, etc.
Monolayer model of cell culturing contributed significantly not only to the expand of the
knowledge in the field of cancer biology but also to initiating of the development
of anticancer drugs’ experiments in the past. However, this model does not reflect the
natural conditions of the solid tumors’ progression (55). Hence, it seems that spherical
culture would be more suitable in such studies because cells present in the spheres would
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have different access to the antitumor compound contained in the medium and they would
present different susceptibility to agents-induced death.

There are some reports of the use of acetylsalicylic acid (aspirin, ASA) in the
prevention of cancers and reduction of the cancer-related death risk (56), including CRC
(57, 58). However, the mechanism of ASA action in the context of neoplasia has not been
elucidated, although it is suggested that it may modulate the COX-1 and COX-2 activity
(56), or inhibit mTOR and PI3K signaling pathways (59, 60). In addition, it is postulated
that ASA may affect CSC-like cells through interfering with NF-Kb (61, 62) or inhibiting
PTGS and activating PPARG (63). In turn, compounds from the group of anti-EGF
receptor antibodies (anti-EGFR antibodies) are characterized by different efficacy
depending on the type of cancer and the occurring type of mutations (64). However, the
use of anti-EGFR therapy often results in the acquisition of drug resistance due to the

occurrence of secondary mutations caused by the action of compound (65, 66).

Spherical cultures seem to represent a reliable and useful research tool also in the
field of immunotherapy, especially when they target CSC-like cells (67-70). Spheres may
induce a different immune response in comparison to the adherent models due
to a different profile of gene expression and secreted compounds (71, 72). Two varied
classes of antigens associated with mutant cells can be distinguished in the neoplastic
diseases, i.e. tumor-specific antigens (TSAs), which are encoded by mutant or rearranged
genes, and tumor-associated antigens (TAASs), which are encoded by normal, linear-
specific genes (73) but their expression is altered by cancer transformation. However,
it turns out that cancer cells may avoid the immune response by lowering the level
of selected TAAs (74), so it seems very likely that primitive, undifferentiated CSC-like
cells selectively regulate the expression of specific TAAs, thus immune cells do not treat
them as a threat and allow their further development. The reduced expression of proteins
deriving from the MHC | and MHC 11 classes which are necessary for the activation
of T cells, or lowered amount of molecules required to NK cells stimulation
(e.g9. NKG2D), on the surface of CSC-like cells let them avoid direct contact with
lymphocytes and thus confirming the theory (68, 71, 75).

According to literature data, CSC-like cells can secrete IL-4, 1L-10, I1L-13 and
TGF-B, which negatively affect the functions of NK cells, cytotoxic lymphocytes and
antigen presenting cells (APCs) (71, 76-78). Additionally, CSC-like cells might

be characterized by increased expression of PD-L1, identified as a key component of the
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modulation of cellular proliferation, therapeutic resistance, tumor invasion and
metastasis, and a regulator of stem-like properties of tumor cells (79). In addition, PD-L1
binds to its receptor on the surface of T lymphocytes and increases their tolerance
to tumor cells, causing their functional inactivation (anergy). What is more, it also leads
to resistance of cancer cells to the death induced by CD8" cells or Fas (80). The mutant
cells display high expression of FasL which may induce death of cytotoxic lymphocytes
infiltrating the tumor, where in the same tumor cells usually reduce the expression
of FasR because it could initiate the apoptotic pathway (81-83). In turn, T regulatory
lymphocytes which usually act suppressive on other cells of the immune system under
hypoxic conditions may secrete IL-17, which promotes the development of CSC-likes

cells, thus contributing to tumor growth (84).
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Figure 2. Interactions between cancer cells and immune cells. Figure created on the base

of data presented in the literature mentioned in text.

Dendritic cells (DCs) were firstly described in 1973 by Stenman and Cohn, who
identified them as cellular population with distinct features than macrophages (85). Since
then, DCs gain scientists’ interest and were intensively analyzed to this day. DCs belong
to antigen presenting cells (APCs) which can activate adaptive immune system’s cells
due to presentation of invader’s antigens and/or secretion of co-stimulatory compounds.
In the homeostasis, DCs present in human body are in their immature state. It means that
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they are rather weak APCs which have great capacity to capture antigens; however they
present reduced expression of co-stimulatory molecules, high expression of intracellular
MHC Il in late endosome-lysosomal compartments and limited secretion of cytokines
(86, 87). Maturation/activation of the DCs may be triggered by many stimuli and
pathological conditions such as diseases, viral and microbial pathogens, damaged
cells/tissues (87). DCs undergo different physiological changes during maturation,
e.g. reduced ability to antigens’ engulfment, increased expression of surface MHC | and
MHC Il molecules, co-stimulatory molecules, C-C chemokine receptors (CCR?7),
additionally, they also present high ability to produce cytokines and drain lymph nodes
to influence the T cells behavior (88, 89). DCs are approximately 100-fold more effective
T cells’ stimulators in comparison to macrophages since they require scant amount
of antigens to do so (87). DCs are rather heterogeneous population of cells and varied
DCs subsets were distinguished according to their morphology, origin, localization and
expression of specific markers (88, 90). In brief, DCs modulate primary immune
responses by affecting the action of T cells and force them to die or to convert into anergic,
memory or effector T cells (88, 91). In fact, the length of period of time that T cells and
DCs interact with each other triggers changes in the T population (92). Thus, for example
naive T cells under intensive stimulation become effector T cells, some of them die, while
others may transform themselves into effector memory T cells (however the exact
pathway influencing that conversion is not fully described) (88). Interestingly, inadequate
stimulation by DCs (when T cells cannot distinguish properly MHC/peptide or they have
low affinity for their cognate ligand, or DCs presented only scant amount of the co-
stimulatory molecules) may result in anergy or even apoptosis of T cells. Of note, once
generated anergic T cells can suppress development of an immune response in the future
via the inhibition of DCs functions, thus indirectly induce tolerance mechanism (93).
Interestingly, according to some data, CD56*-DCs, which are unrelated to NK cells, may
also carry cytotoxic functions and recognize and impair/kill cancer cells through many
different pathways (broadly described in the literature) (67, 94-97). DCs are usually
described in the context of interactions with T cell, but they may also modulate the
behavior of B cell. For example, DCs may induce the proliferation and differentiation
of B cells into plasma cells by secretion of proper molecules or by presentation
of unprocessed antigens to them to switch the Ig-associated isotype (88, 98, 99).

Unfortunately, immune surveillance in cancer is highly impaired and usually intratumoral
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DCs’ differentiation and/or activation are inefficient, thus affecting the immune response.
Hypoxia and/or low oxygen level, accumulation of adenosine, elevated level of lactate,
decreased pH, abnormal accumulation of lipids and many molecules secreted by cancer-
associated cells (gangliosides, neuropeptides, NO, HMGB1 and other molecules) are
responsible for generation of dysfunctional DCs or even lead to their death (100) (Figure
2).

In view of the foregoing, it can be assumed that specific CSC-directed therapies
could allow complete removal of tumor-forming cells. The anticancer vaccines activating
T lymphocytes and antibody-response against TAA represent a rapidly growing field
of research. They presented very good results in the preclinical studies but their relatively
low effectiveness in clinical trials seems to be disappointing. It should be stressed that
there are no specific CSC-antigen vaccines. Based on the analyses of the features of CSC-
like cells it can be assumed that these cells may be more insensitive to immune cells’
attack, though not completely (101). DCs loaded with cancer antigens which may initiate
the cellular and humoral immune response and activate NK, NKT lymphocytes are most
frequently used cells in the experiments targeting cancer cells (102-104). There are
several techniques to load DCs with cancer cell-deriving material, e.g. DCs transfection
involving DNA (105) or RNA (106) encoding a specific antigen or tumor protein; tumor
cell fusion with DC (107); packing a cancer cell-specific mutant antigen to DCs (108);
co-culture of DCs with whole tumor cells or with lysate derived from these cells (109-
111). Studies of mutual interactions of DCs with tumor cells maintained in the form
of spheres carried out on breast (68, 112), prostate (113) and lung (70) tumors, confirmed
that 3D culture could be an effective platform for research on cancer immunotherapy,

including therapies targeting primary CSC-like cells (114-116).
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2. Objectives of the research

The presented work has been divided into three stages, which correspond directly

to the publications included in the doctoral dissertation.

Obijectives of the first step of the project:

optimization of the culture conditions, creation and maintaining of the spherical
cultures (colonospheres) of commercially available colorectal cancer cell lines
HCT116 and HT29 which differ from each another in terms of the stage
of disease’ advance,

characterization of HCT116- and HT29-derived spheres and comparing their
features to the traits of the corresponding cells maintained in the monolayer of the
adherent culture of CRC,

magnetic isolation of cancer cells expressing CD133 molecule on their surface,
which is believed to be present on the CSC-like cells, and comparing the features
between populations with different pattern of CD133 expression, CD133" and
CD133.

In summary, the salient goal of the project’s first step was to establish stable and

reliable spherical cultures from adherent cultures of the CRC cell lines, and characterize

the colonospheres. Afterwards, HCT116- and HT29-spheres’ features were compared

to their adherent correspondents. Then, analyses of isolated CD133*-CSC-like cells

compared to CD133-fraction were performed.

Obijectives of the second part of the project:

isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from the leukocyte-
platelet coats obtained from anonymous healthy volunteers and then culturing
of dendritic cells (DCs) and autologous lymphocytes,

stimulation of DCs derived from the adherent and spherical cultures of HCT116
and HT29 CRC cell lines with the lysates and tumor-conditioned media (TCM),
and with lipopolysaccharide (LPS) that was used as positive control,
co-culturing of the stimulated-DCs with autologous lymphocytes, and stimulated-
DCs with cells from the HCT16 and HT29 CRC cell lines maintained in the form

of monolayer and colonospheres,
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e characterization of in vitro modified DCs’ features in terms of their morphology,
and phenotype, ability to perform endocytosis and cytotoxicity in respect to CRC-
derived cells as well as analyzing the lymphocytes’ traits followed co-culture with
stimulated DCs.

The second part of the doctoral dissertation was aimed to assess the traits of DCs modified
with agents, such as spherical-derived lysate, TCM and bacterial LPS, according to their
activation status, phenotype, endocytosis performance and capability to induce
proliferation of autologous lymphocytes in comparison to the adherent culture. This stage
provided valuable information that could contribute to the use of therapies using antigen-

presenting cells.

Obijectives of the third part of the project:

e assessment of the impact of 5-fluorouracil (5-FU), aspirin (ASA) and antibody
directed against EGFR (anti-EGFR) on the features of HCT116- and HT29-
derived colonospheres,

e determination of the activity of 5-FU, ASA and anti-EGFR used in single agent-
treatment or in their combinations in treated colonospheres.

The last part of experiments was carried out to determine the influence of the

aforementioned drugs on the behavior and survival of HCT116- and HT29-derived
colonospheres. Then, the project was aimed to establish the effects of anti-cancer agents

in single- or combined-treatment of the CSC-like cells in 3D cultures.
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3. Materials

Cellular materials used in the articles included in the doctoral dissertation:
e colorectal cancer cell lines:
= HCT116 - colorectal carcinoma, according to TNM staging system
it is assigned as TNMIII,
= HT29 — colorectal adenocarcinoma, classified as TNMII,
e monocyte-derived dendritic cells and autologous lymphocytes isolated from the
leukocyte-platelet coats obtained from healthy anonymous volunteers donated for
Regional Blood Bank in Gdansk.

In the experiments presented in the article titled “Cancer stem cells as targets
for DC-based immunotherapy of colorectal cancer”, patient-derived cancer stem cells
were used. These cells were isolated from tissues obtained from 18 patients from the
Department of General, Endocrine and Transplant Surgery, Medical University
of Gdansk, after the resection of colon part affected by cancer. The part of the research
in which patient-derived CSC-like cells were used, was performed as a part of the
implementation of the project belonging to PhD Magdalena Szarynska, no. N N402
684040, entitled ,,Analiza wptywu ludzkich komoérek dendrytycznych na wiasciwosci
biologiczne i molekularne pierwotnych linii raka jelita grubego cztowieka w modelu
mysim”. MSc. Agata Olejniczak-Keder was a major investigator of the work since
November 26th, 2015. The project was approved by the Independent Bioethics
Commission at the Medical University of Gdansk (no. NKEBN/160/2010). Clinical

characteristics of the patients enrolled in the project was showed in the published article.
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4. Reviews of the publications included in the doctoral dissertation

MSc. Agata Olejniczak-Keder was involved in the development of the research
concept in each of the publications presented below. In addition, in each of the attached
articles she was the conductor of all tests, which she carried out alone or in cooperation
with other coauthors of the work.

4.1. Publication 1. In vitro characterization of spheres derived from colorectal
cancer cell lines
International Journal of Oncology, 2018, 52:599-612

The aim of the study was to analyze the properties of cells maintained in the form
of colonospheres derived from the HCT116 and HT29 cell lines and compare their traits
with the cell characteristics found in the adherent model of these lines. Additionally, the
paper attempted to isolate cells with the CD133" phenotype, which is attributed to CSC-
like cells, as well as their characteristics with respect to the CD133" subpopulation.

After optimization of the culture conditions of CRC cells in the suspension, both
HCT116 and HT29 cell lines formed colonospheres in the serum-free medium. However,
spheres were characterized by different morphometric features. The HCT116-spheres
were larger, reaching over 300 um, and they created more densely-packed cellular
aggregates with regular outline. In turn, the HT29-colonospheres had approximately

200 um in diameter and presented more irregular shape.

The phenotype analysis showed that cells with the CSC-like phenotype, determined
by markers most frequently postulated in the literature (i.e. CD133, CD29, CD44,
EpCAM, Bmi-1, Lgr-5), occurred in both spherical and adherent models. However,
depending on the marker in use, the percentage varied and, surprisingly, indicated that
the 2D form contained higher percentage of cells expressing CSC-dedicated marker
proteins, e.g. adherent models had practically 100% of cells, whereas colonospheres
derived from HCT116 and HT29 CRC cell lines displayed approximately 70% and 45%
of CD133" cells, respectively. It should be stressed that usefulness of cell markers is often
undermined, since there are no proteins unambiguously dedicated to CSC-like cells.
It is probably caused by the fact that cell phenotype is related to cell origin, type
or subtype of cancer and the number of phenotype-affecting mutations.
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The viability analysis using the 7-AAD dye allowed to estimate the percentage
of dead cells in 3D cultures. Both CRC-spheres presented significant fraction of non-
viable cells reaching even 70% of the cellular population. Interestingly, adherent model
of culturing did not contain such cells or their number did not exceed 2%. Cell staining
using annexin V and propidium iodide allowed to determine that about 90% of non-living
cells were apoptotic, whereas the remaining fraction was composed of necrotic cells.
Presence of dead cells is a characteristic feature of spherical cellular aggregates, thus they
reflect the architecture of tumors in vivo in which the innermost cells are considered
to be apoptotic and/or necrotic. In addition, the significant amount of these cells in the
spherical culture was associated with the use of medium that supported maintaining only
undifferentiated, primitive cells. Therefore, proliferating or differentiating cells
underwent death, probably so-called anoikis, due to the lack of growth factors in serum-
free medium or the lack of contact with the matrix (Introduction contains a description
of anoikis).

Despite the significant fraction of 7-AAD" cells, a constant percentage of living
cells was observed in both CRC-spherical cultures. An analysis of proliferative properties
was conducted based on counting living cells during each passage and using a CSFE dye
that penetrates into cells and binds to their intracellular amines emitting a fluorescence
proportional to the number of cells. The test led to the conclusion that the spherical model
is characterized by a lower rate of proliferation in comparison to the adherent culture.
Using data obtained from the proliferation analysis (based on CFSE staining), it was also
found that in the colonospheres smaller percentage of cells underwent cell divisions
compared to cells cultured in 2D, in which almost 100% and 75% of the cell population
in HCT116 and HT29 CRC lines were divided, respectively. This conclusion was in line
with the results from the distribution of cells in the cell cycle, where it was shown that
3D model had more than 60% of cells located in the G1/GO phase, which is believed
to correspond to quiescent/dormant cells, that according to the literature are CSC-like

cells.

Using the magnetic isolation technique, cells were separated based on the
expression of CD133 protein on their surface. Two populations were yielded: the CD133*
fraction that in the literature is classified as a cellular subpopulation with CSC’s features,
and the non-CSC-like CD133" fraction. Both of the isolated fractions were maintained
in the serum-free media. After seven days of culturing, both CD133" and CD133" CRC-
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cells produced spheres under these conditions. However, created aggregates differed
significantly in size (approximately 232 pm vs. 97 um for HCT116-CD133" and
HCT116-CD133", respectively, and 235 um vs. 83 um for HT29-CD133" and HT29-
CD133;, respectively). CD133-populations deriving from both CRC cell lines formed
significantly smaller spheres compared to parental colonospheres (spheres which were
not subjected to magnetic isolation).

Phenotypic analysis revealed that CD133* cells also simultaneously expressed
CD29 and CD44 and approximately 80% and 60% of cells from the HCT116- and HT29-
derived CRC lines were CD44"CD29", respectively. On the other hand, in CD133-
fractions the percentage of CD44"CD29" cells did not exceed 20% of the population.
In turn, the CD133-cells were defined as CD44°CD29". Interestingly, no differences
in the percentage of EpCAM™ cells were observed and all analyzed fractions contained
approximately 100% of these cells. Comparing other features of the obtained
subpopulations, based on staining with CFSE dye, higher rates of proliferation were
observed for the CD133* fractions. However, the analysis of the percentage of cells which
underwent cellular divisions revealed some divergences, since HCT116-CD133" fraction
had greater percentage of dividing cells, whereas in HT29-CRC line elevated division
ability was noted in CD133" fraction. In turn, the distribution of cells in the cycle
demonstrated no statistically significant differences between the positive and negative
CD133 fractions amongst cells deriving from one CRC-line. To determine the
spherogenicity (the ability to reproduce the colonospheres), CD133* and CD133 cells
were plated at different concentrations reaching from 10 to 2.5-102 cells per well on plates
designed for culture suspension in serum-free medium. Both CD133" subpopulations
efficiently reconstructed spheres after seven days of incubation. Additionally, the number
of cells in the wells housing CD133" cells significantly increased. Furthermore, CD133"
fractions produced rather small size clusters of cells resembling loosely packed
aggregates, in which a definitely lower increase in the cell number was observed.
Thus, obtained data confirmed the results relating to the conclusions from the analysis
of the rate of cell proliferation. Moreover, cell culture in the Matrigel, which partially
corresponds to the matrix interacting with cells in vivo, allowed determining the
capability of CD133" and CD133" populations from both CRC lines to degrade the matrix

and to perform expansion. The experiment also confirmed the migration abilities of cells
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from both HCT116-derived fractions, which was probably related to higher degree
of tumor aggressiveness since that CRC line was classified as TNMIII.

In conclusion, spherical cultures appear to better reflect the in vivo tumor growth
in comparison to adherent model. Although based on certain CSC-markers, there has been
no enrichment of colonospheres in CSC-like cells, the 3D culture mimics the architecture
of growing solid tumors. Thus it is a reliable research model since we confirmed that
it contains proliferating, as well as quiescent/dormant cells and dead/necrotic cells, which
are observed in tumors in their natural conditions. In turn, magnetic isolation of CD133"*
cells proved that these cells have greater spherogenic potential and the proliferative
capacity, which are necessary to reconstitute the colonospheres in comparison to CD133
fraction. However, it has to be stressed that the use of only one protein for cell separation
does not seem to be a reliable approach to obtain CSC-like cells, since even CD133" cells
have been observed to have some properties that could be attributed to CSC-like cells.
It also should be emphasized that colonospheres derived from the used cell lines exhibited
divergent features. It is most likely related to the differences in the aggressiveness and
the degree of differentiation of cells within the lines which are assigned to different

degrees in the TNM classification.
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4.2. Publication 2. Cancer stem cells as targets for DC-based immunotherapy
of colorectal cancer
Scientific Reports, 2018, 8:1-22

The aim of the study was to determine the impact of the material derived from
spherical and adherent models on the biological properties of dendritic cells (DCs) loaded
with. Additionally, the goal was to determine which culture influences antigen-presenting
cells in a manner similar to CSC-like cells isolated from the tissues obtained from CRC

patients.

To fully explain the complexity of the conducted work, the schematic presentations
of the performed procedures were shown in the two created Figures,

Figure 3 and Figure 4.
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Figure 3. The diagram shows the general procedure used in the presented article.
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Figure 4. The scheme presents the set of methods used in the work.

DCs isolated from peripheral blood mononuclear cells from leukocyte-platelet
coats derived from healthy blood donors were stimulated with material, a lysate from
tumor cell proteins and a supernatant from cell cultures (hereinafter referred to as tumor
conditioned medium, TCM) originating from two cancer cell lines, HCT116 and HT29
maintained in spherical and adherent form. E. coli bacterial wall-derived LPS was used

as an internal positive control.

After 24-hour stimulation with material from CRC cell lines (cell lysate or TCM),
DCs showed altered morphology and performed significantly elongated protrusions
compared to non-stimulated cells. All of the stimulators and their combinations, except
TCM, significantly increased the size of the tested immunocompetent cells. Simultaneous
incubation of the DCs with TCM and LPS (TCM/LPS) resulted in the most visible

maturation of DCs which lead to cells’ elongation reaching up to 700 um in length.

Analysis of the expression of proteins determining maturation and functional
activity of DCs was based on the most commonly used markers, i.e. CD11c, HLA-DR,
CD80 and CD83. Summing up the obtained phenotype results, it could be concluded that
the material taken from the adherent CRC cell lines appeared to have greater impact
on DCs activation and maturation in comparison to the material from corresponding
spherical cultures. Moreover, the use of two co-stimulants, e.g. lysate/LPS or TCM/LPS,
resulted in elevated percentage of functional DCs compared to single stimulations with
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lysate or TCM. In addition, the material collected from the 2D culture induced a decrease
in the fraction of DCs capable of inducing apoptosis by expressing on their surface ligand
for Fas receptor (FasL*-cells). It is worth noting that incubation of DCs with lysate
or TCM from colonospheres did not affect the amount of DC- FasL*-cells compared

to unstimulated DCs.

The next part of project was aimed to estimate the influence of in vitro modified
DCs on the properties of autologous lymphocytes. For this purpose co-cultures of the two
mentioned immune cell populations were maintained. The phenotypic analysis of the
amount of regulatory T lymphocytes was based on the CD4 and CD25 antigens
expression. It was showed that DCs loaded with the material originated from 2D and
3D models did not impact the amount of CD4*CD25*-lymphocytes which was on the
same level as after co-culture with immature DCs (iDCs). Even DCs treated with mixed
material such as lysate/LPS or TCM/LPS also had no effect on the regulatory lymphocyte
subpopulations, whereas LPS-stimulated DCs significantly increased the percentage
of CD4"CD25" cells. Lymphocytes phenotype was studied also according to presence
of CD3 and CD56 surface proteins which are assigned to cytotoxic NK lymphocytes.
Their number decreased slightly when adherent cell cultures of CRC cell lines were used
to affect DCs. However, it was statistically significant only when the lysate and TCM
derived from HT29-adherent form were used for DCs modification in vitro. Interestingly,
sphere-derived TCM slightly modulated the amount of CD3*CD56" lymphocytes after
co-culture with DCs. Moreover, when LPS was added to such culture, DCs significantly
increased the percentage of these lymphocytes. It was noticed that DCs modified with
compounds derived from the HT29 cell line, independently on the culture conditions,
most effectively modulated cytotoxic properties. The ability of in vitro stimulated DCs
to modulate proliferative properties of the autologous population of lymphocytes has also
been defined. HCT116- and HT29-derived lysate used for DCs stimulation seemed
to potentiate the divisions of lymphocytes. Interestingly, DCs modified with lysate
or TCM from the HCT116- and HT29-colonospheres more effectively increased
lymphocyte proliferation in comparison to lysate/LPS or TCM/LPS from the
corresponding spheres. In contrast, the material derived from adherent HT29 cell line
reduced the ability of DCs to induce lymphocytes proliferation.

Since mature DCs are characterized by presentation of antigens to other cells of the
immune system, the next stage of the analysis was focused on determining the capability
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of in vitro modified DCs to take up some foreign proteins/molecules. It was observed that
DCs’ endocytosis was dependent on the cell line and type of culture (adherent or spherical
form) used as a source of agent for DCs modification. The most effective endocytosis
was noted when DCs were incubated with the adherent HCT116-derived agents,
especially when lysate or TCM were combined with LPS. Material originating from
HCT116-colonospheres also elevated the endocytotic properties of DCs, but they did not
reach such significant values as in the case of their analogs from their adherent
counterparts. Interestingly, HT29 cell line showed a different approach of modulating the
antigen absorption capacity of DCs. All of the used HT29-colonospheres’ stimulations
intensified endocytosis of DCs, while their adherent analogs caused a slight weakening
of this feature in stimulated DCs in comparison to immature DCs. A strong negative
correlation was observed between expression of the CD44 protein on the surface of tumor
cells from which lysate and TCM were obtained for DCs’ stimulation and their decreased

endocytotic activity.

In vitro modified DCs were co-cultured with HCT116 and HT29 cells maintained
in adherent and spherical forms to determine the ability of immunocompetent cells
to exert cytotoxic effects on mutant cells. The significant increase in the number
of CD133"7-AAD" cancer cells was observed followed the co-incubation of DCs’ loaded
with spherical cells-derived agents in comparison to control. A strong positive correlation
was observed between the colonospheres-modified DCs’ phenotype and their increased
ability to induce cytotoxicity targeting cancer cells. In contrast, the co-culture of DCs
stimulated with adherent CRC cells did not significantly affect the percentage of dead
cells in the cancer in comparison to the cytotoxicity induced by incubation of tumor cells
with unstimulated DCs. Thus, adherent culture-derived agents/compounds did not

modulate DCs cytotoxic potential.

The supernatant from the DCs culture after their incubation with the CRC-derived
material was tested for the concentration of selected proteins. DCs secrete many different
molecules which are specific for the more specialized fractions of DCs. Interestingly,
the analysis of protein concentrations, i.e. granzymes, IFNy, IL-10, IL-12p70 or FasL,
showed that DCs were the most secretive of the above-mentioned substance when they
were stimulated with lysate or TCM from the HT29 line. In addition, the combination
of these stimulants with LPS significantly increased the secretory activity of DCs.
For example, supernatant from DCs stimulated with adherent HT29-lysate or TCM,
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especially when combined with LPS, showed their high concentration of granzymes,
which are compounds secreted by cytotoxic DCs, which was about 230 times higher than
in control DCs. In turn, CRC cell lines expanded in spherical cultures seemed to be less
likely to induce the secretory potential of the aforementioned proteins by DCs, thus the
concentrations of specific proteins in the collected supernatants were at the DCs control
level.

To sum up, it seems that the use of CRC spherical models to modify DCs properties
better reflects the effect obtained using DCs loaded with antigens derived from tissue
taken directly from cancer patients in comparison to adherent-stimulated DCs. However,
when combined stimulation protocols were used co-treating DCs with lysate or TCM
with LPS, DCs perform their functions more efficiently. Hence the crucial step in the
DC-based therapies seemed to be the adjustment and optimization of the DCs
modification protocol, thanks to which they would be more effective in carried out their
duties.
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4.3. Publication 3. Effects of 5-FU and anti-EGFR antibody in combination with ASA
on the spherical culture system of HCT116 and HT29 colorectal cancer cell lines
International Journal of Oncology, published online on: May 23, 2019,

DOI: 10.3892/ij0.2019.4809

The attempt to determine the impact of 5-fluorouracil (5-FU), aspirin (ASA) and
antibody directed against EGFR (anti-EGFR) on the HCT116- and HT29-colonospheres’
properties was made. Spheres were treated with single agents or their combinations such
as 5-FU+ASA, anti-EGFR+ASA and anti-EGFR+5-FU. Additionally, the impact of

tested drugs and their combinations on the properties of CSC-like cells was assessed.

In the first step of the experiments the drugs’ concentrations used for 72 hours
of colonospheres stimulations were chosen based on the data obtained from preliminary
tests and literature analysis. In all of the tests 50 uM of 5-FU, 1.5 mM of ASA and
20 pg/ml of anti-EGFR were used for stimulations.

All of the drugs used significantly affected the morphology of HCT116- and HT29-
colonospheres followed by 72 hours of incubation. Although the extend of the
morphological changes, the amount of debris and the general appearance of the spheres
were CRC cell line-dependent and drug-dependent, all of the tested agents substantially
reduced sizes of treated spheres. In the article “In vitro characterization of spheres
derived from colorectal cancer cell lines” a very high level of CSC-like markers such
as CD133, CD29 and CD44 was noted on the surface of adherent cell lines, which was
even greater than in colonospheres which are postulated to be enriched with CSC-like
cellular fraction. Thus, the comparison between tumor-initiating capability between
adherent and spherical culture systems following the drugs’ treatment was assessed. Cells
maintained in the form of monolayer and colonospheres were incubated with agents for
72 hours, then they were washed and passaged into serum-free medium which sustains
primitive CSC-like cells. Interestingly, pre-treated adherent cells were unable to form
colonospheres under CSC-maintained conditions independently of CRC cell line despite
the high percentage of cells expressing markers dedicated to undifferentiated cells. The
most potent blockers of spheres’ formation were combinations of 5-FU+ASA and anti-
EGFR+ASA, whereas the formation of small cellular aggregated clusters was most
evident for ASA-pre-treated cells in comparison to other incubations. Moreover,
the impact of the agents on the ‘secondary sphere’ formation ability, reflecting their
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tumor-initiating capability, showed that spherical cultures represented greater
colonospheres-rebuilding potential. The combination of 5-FU+ASA suppressed
recreation of spheres most effectively, whereas ASA and anti-EGFR alone or in
combinations only slightly affected spheres’ reaggregation. To sum up the experiments,
the tumor-initiating capability of colonospheres is more effective in comparison to their
adherent cultures, suggesting that 3D model is more resistant to the chemotherapy.

In the next stage an assessment of drugs’ impact on the colonospheres’ phenotype
was performed. A significant reduction was noted in the CD133* HCT116-cellular
fraction after treatment with agents, except for 5-FU and anti-EGFR+5-FU. Interestingly,
anti-EGFR+ASA lowered CD133" subpopulation to 25% of the general population but
simultaneously an elevated percentage of CD29°CD44"-cells was demonstrated.
Furthermore, HT29-colonospheres displayed significantly lowered proportion of CD133*
cells only after 5-FU+ASA treatment, but none of the used agents influenced the
percentage of CD29"CD44*CD133 -cells. In the phenotype analyses Fas ligand and its
receptor were examined since their expression was described not only in a typical
apoptosis pathway but also in the sustaining primitive CSC-like cells in the cultures.
It was observed that FasL" cells were reduced when HCT116- and HT29-colonospheres
were treated with ASA and 5-FU+ASA, respectively. None of the agents affected the
proportion of FasR*-HCT116-cells, whereas anti-EGFR and its combinations with 5-FU
or ASA lowered the FasR*-HT29-fraction up to 2%. The most outstanding difference was
observed in the proportion of FasR* cells as in HCT116-spheres approximately 40%
of cells displayed FasR, while in HT29-spheres that expression was shown in 5%

of population.

The cells’ death following agents’ treatment was confirmed in the experiments due
to 7-AAD staining. The experiments revealed that co-stimulations such as 5-FU+ASA,
anti-EGFR+ASA and anti-EGFR+5-FU efficiently eliminated cells in HCT116-
colonospheres. Then, an analysis of the mitochondria-involvement in process of
HCT116-cells stimulation showed that all of the drugs increased cellular fraction with
depolarized mitochondrial membrane (Aym). The initiator of the apoptosis process,
active caspase-3, was verified herein. Interestingly, caspase-3 reductive tendency was
observed in treated cells, but anti-EGFR alone or in combination with ASA or 5-FU the
most effectively reduced the amount of caspase-3*-HCT116-cells. Despite the lowered
caspase-3 activity in HCT116-colonospheres treated with anti-EGFR, anti-EGFR+ASA
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and anti-EGFR+5-FU, the annexin-V/PI staining demonstrated statistically significant
increase in the apoptotic cells number in comparison to control. In turn, in HT29-
colonospheres contained most remarkable percentage of 7-AAD* non-viable cells
following incubations with more than one agent, e.g. 5-FU+ASA, anti-EGFR+ASA and
anti-EGFR+5-FU. The cellular fraction with depolarized membrane (Aym) was only
slightly affected by the tested drugs. As with HCT116-spheres, treated HT29-spheres
contained reduced number of cells with active caspase-3, except for 5-FU-treated cells.
Although anti-EGFR and its combinations with ASA and 5-FU were the most potent
in the caspase expression lowering, these stimulators triggered a significant increase
in apoptotic cells and simultaneously reduced the necrotic fraction in the culture.

CFSE dye was used to assess the proliferative abilities of colonospheres following
a treatment. Interestingly, HCT116-spheres presented a greater rate of proliferation
in comparison to the control. However, a treatment with anti-EGFR and its combinations
with ASA and 5-FU seemed to be the most potent inducer of HCT116-colonospheres
proliferation. CFSE staining was also used to verify the amount of dividing cells in the
3D cultures. It was concluded that treated spheres displayed elevated dividing tendency,
but not for combinations in which ASA was used as a co-stimulator, e.g. 5-FU+ASA and
anti-EGFR+ASA. Then, the cell cycle distribution with a particular reference to the
GO0/G1 phase was analyzed, since that part of the cell cycle is believed to house primitive
dormant CSC-like cells. Following 5-FU, 5-FU+ASA and anti-EGFR+ASA treatment
in HCT116-spheres a significant reduction of quiescent cells was observed, whereas the
other agents did not influence their fraction. Interestingly, when the rate of proliferation
of treated HT29-spheres was analyzed, no change of this capability was noted.
The division of colonospheres was reduced only after incubation with anti-EGFR and
anti-EGFR+5-FU, what suggested intensified dividing activity of remnant cells
to preserve the constant rate of proliferation of the general population. Moreover, the
cellular fraction occupying GO/G1 phase of the cell cycle was not impacted by most of the

drugs with the exception of ASA which lowered the dormant fraction of HT29-cells.

Besides the lack of clearly visible changes in the proliferative capabilities or the
number of dormant cells in the HT29-colonospheres after a treatment with ASA and
5-FU+ASA, some morphological features indicating autophagy were observed.
To confirm that observation, acridine orange (AO) staining was carried out.
AO penetrates into the interior of a cell and when trapped in acidic vesicles, such as
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autophagolysosomes, it creates aggregates which emit bright red fluorescence in the
AO concentration-depending manner, while the cellular cytoplasm remains green.
AO staining confirmed that ASA- and ASA+5-FU-treated HT29-spheres, but not
HCT116-spheres, carried out intense autophagy process. Single replicate of Western Blot

analysis of LC3-1/11 level confirmed AOQ results concerning autophagy progression.

In the last stage of the project, the assessment of the drugs impact on the COX-2
was conducted, since this protein is associated with many pathological conditions such
as cancer progression. At the beginning, the percentage of the COX-2*-cells in HCT116-
colonospheres was established to 13%, while in HT29-derived spheres that fraction
constituted approximately 16% of the general population. Surprisingly, none of the tested
agents affected the proportion of cells expressing COX-2. Regardless the result,
enzymatic activity verification was performed. The experiment was based on the
capability of COX-2 to convert arachidonic acid into prostaglandins. Surprisingly again,
5-FU, ASA and 5-FU+ASA reduced the COX-2 activity only slightly, whereas anti-
EGFR elevated it 12-folds in comparison to control. In turn, the significantly increased
activity of COX-2 was noted following HT29-spheres incubation only with anti-EGFR
and anti-EGFR+ASA.

To summarize, the presented work tested various drugs used in medicine as well as
their influence on selected processes and signaling pathways in cancer cells maintained
in the form of colonospheres derived from two CRC cell lines. It can be suspected that
one of the reasons for the different susceptibility of 3D models of HCT116 and HT29
cells tothe studied agents may be their origin, because HCT116 cells represent
an undifferentiated and quite aggressive cell line described as TNMIII, while HT29 cells
are less invasive what corresponds to TNMII. The obtained results confirm that the use
of a single potentially antineoplastic compound is less effective in eradication of the
cancer, since its main mass can be rebuilt by activated and non-affected by the drug CSC-
like cells. Moreover, the ambiguous results from CRC cell lines suggest that the tested
drugs act on different processes and signaling pathways in the cell, and therefore should
be considered in the case of combined therapeutic treatment. Most importantly, it seems
that the presented results confirm that the 3D cell culture model is a reliable research tool

in studying the tumors’ biology and their sensitivity to new anticancer compounds.
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5. Summary

The results of the original articles present broad characteristics of the spherical
cultures of two CRC cell lines, HCT116 and HT29, and their comparison to the
commonly used adherent models.

In the first paper "In vitro characterization of spheres derived from colorectal
cancer cell lines" the possibility of colonospheres creating from a commercially available
HCT116 and HT29 CRC cell lines, which differ according to the degree of neoplastic
disease, was presented. This is an important achievement showing that the creation and
maintenance of 3D cultures does not have to be problematic after correctly determined
process of optimizing culturing conditions. Those experiments demonstrated that
colonospheres can be a fairly widely available research tool in the field of cancer biology.
In addition, spherical cultures seem to better mimic the natural way of tumor growth,
although based on CSC-dedicated markers postulated in the literature, no enrichment with
primitive CSC-like cells has been reported in performed experiments. Nevertheless, given
the reduced proliferative potential, the lowered fraction of dividing cells, the significant
population of cells present in the silencing state, but also the access to oxygen and
nutrients found in the culture medium, the spherical model, though not fully, but
to a significant extent reflects the characteristic architecture and conditions for the growth
of solid tumors which are not observed in adherent model. Hence, one may even
be tempted to say that 3D model represents a bridge that links invitro and in vivo
culturing conditions for growing/maintaining cancer cells. Moreover, some experiments
based on magnetic isolation of CRC cells with the CD133* phenotype, revealed that this
population has a certain spherogenic potential, which is definitely higher than in the
CD133" fraction. However, despite significant differences between these two
subpopulations, it cannot be unequivocally stated that only CD133" cells, but not CD133"
cells, represent CSC-like cells. Comparing the properties of the colonospheres against
magnetic isolation with the features of CD133" and CD133" cells, it can be concluded that
these two populations interact mutually positively with each other. So that when
comparing the size of the spheres, it can be observed that the native/parental
colonospheres were characterized by larger sizes than aggregates created after magnetic

isolation.
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Summing up the results of the interaction between immunocompetent DCs and
HCT116 and HT29 cells in the article "Cancer stem cells for targets for DC-based
immunotherapy of colorectal cancer”, it seems that the use of spherical models of these
two CRC lines for in vitro modification of DCs properties, better reflect the effect
obtained using DCs loaded with patient-derived antigens compared to adherent-derived
materials used for DCs stimulation. In addition, colonospheres present a more convenient
and easily-available system of delivering tumor antigens to DCs compared to the patient's
tissue. It should be stressed that working with patient-derived tissues is more complicated
since they require a specified optimized isolation protocol and strictly defined culture
conditions. What is more, collection of a reliable number of samples might be time-
consuming and not every tissue specimen allow to produce cellular culture thus limiting
the access to the material. Of course, CRC-derived spheres are not an ideal solution that
would reflect all of the tumor properties, since one hallmark of the cancer is patient-
specific set of cancer mutations. However, due to practically unlimited access to the
material, i.e. cell lines, and the ease of maintaining spherical cultures of these lines,
colonospheres are a relatively cheap alternative to CSC-isolation from tissues directly
derived from the patients. In addition, the results of the publication clearly emphasize the
requirement to create a strictly defined and optimized DCs modification protocol, thus
they could be more functionally effective. The use of more than one DCs’
stimulator or an enhancer of their maturation and activity, as shown in studies using
a cellular lysate or TCM in combination with LPS, is a reliable approach. In the view
of very strong immunosuppression of cancer cells, unmodified DCs are not sufficient

promoters of cellular response to tumor.

The extensive research carried out on the spherical model in the work "Effects of
5-FU and anti-EGFR antibody in combination with ASA on the spherical culture system
of HCT116 and HT29 colorectal cancer cell lines” seem to confirm the reliability
of 3D model as an adequate system research. The experiments conducted on the
colonospheres gave reliable and reproducible results, which quite often differed from the
data obtained using the adherent model according to performed results and literature. This
underlines the differences between these two forms of cell culture. Hence it seems
to reveal the advantages of colonospheres over monolayer culture which better mimic the
natural conditions of solid tumor growth in the suspension culture. This thesis is also

supported by the different sensitivity of cells kept in 2D and 3D form to the applied
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therapeutics, revealing a greater resistance of spherical cultures to a possible damage
caused by drugs. Colonospheres from two cell lines varying in histopathological terms
of the intestinal tissue also responded in a different way to used compounds, confirming
in a way that the cells maintained in this form represent phenocopies of the primary tumor.
The original cell lines, HCT116 and HT29, have a different set of cell mutations,
including mutations related to proteins used for prognostic purposes to determine the
potential benefits of therapy, including KRAS mutations. Nevertheless, it has been shown
that regardless of the status of the KRAS gene, a positive therapeutic effect can be obtained
by blocking the EGF receptor, particularly in combination with other drugs. Moreover,
the most effective therapeutic approach should be based on combinations of different
drugs rather than on one drug, because that treatment segments may simultaneously

modulate several cellular signaling or metabolic pathways.

In summary, the spherical model of CRC cell culture mimics arrangement of cells
in the solid tumor in vivo, their susceptibility to damage, the capability to divide or the
ability to modulate the immune response, thus representing an easily accessible,
convenient and reliable research tool, both in the field of cancer biology and the
interaction of tumor cells with the immune system cells, in particular immunocompetent

cells.
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