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Streszczenie: Gruczol sutkowy jest narzadem zbudowanym z sieci przewoddw i kanalikow mlekonosnych
zakonczonych pecherzykami wydzielniczymi, ktore otacza zrab tkanki mezenchymalnej. Pecherzyki wy-
dzielnicze sktadaja si¢ z komorek mioepitelialnych oraz komorek nabtonka gruczotu sutkowego wykazuja-
cych polaryzacje szczytowo-podstawna i osiagajacych pelne, funkcjonalne zréznicowanie dopiero w okre-
sie laktogenezy. Dlatego tez gruczot sutkowy stanowi dobry model do badan nad procesami roznicowania
komorek nabtonkowych. Opracowanie metod trdjwymiarowych (3D) kultur komérkowych, opartych na
hodowli komérek na tzw. zrekonstruowanej blonie podstawnej, komercyjnie dostgpnej pod nazwa Matri-
gel dodatkowo umozliwito badaczom lepsze odtworzenie warunkdéw panujacych in vivo i ogromny postep
w badaniach dotyczacych procesow polaryzacji i roznicowania komorek. Niniejsza praca ma na celu pod-
sumowanie wynikdéw najnowszych badan, wykonanych z zastosowaniem hodowli 3D komoérek nablonka
gruczotu sutkowego, ktore wskazuja na zasadnicza rolg¢ sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej w
regulacji procesow polaryzacji oraz réznicowania komorek nablonkowych.

Stowa kluczowe: gruczol sutkowy, nabtonek, macierz zewnatrzkomorkowa, integryny, réznicowanie.

Summary: The mammary gland is an organ comprised of branched ductal network terminated by secretory alveoli
and embedded in mesenchymal stroma. Mammary alveoli, built by myoepithelial and epithelial cells with apico-
basal polarity, obtain their functional differentiation only during lactogenesis. For this reason they represent a good
model for studies on differentiation process of epithelium. The emergence of three-dimensional (3D) cell culture
systems, based on the use of reconstituted basement membrane (rBM), commercially available as Matrigel,
enabled to recreate the in vivo conditions, and brought a great progress in this area of research. The present review
summarizes the latest achievements obtained with the use of 3D culture system of mammary gland acini. The
results of these studies clearly indicate the important role of extracellular matrix (ECM) components in the
regulation of polarization and functional differentiation of mammary luminal epithelium.

Key words: mammary gland, epithelium, extracellular matrix, integrins, differentiation.

*Badania finansowane byly ze $rodkdéw projektu badawczego przyznanego przez MNiSW
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WSTEP

W organizmach wielokomérkowych jedng z podstawowych tkanek majacych scisle
okreslona organizacj¢ przestrzenng stanowi nablonek. Podczas embriogenezy nablonki
biora swoj poczatek z ektodermy oraz endodermy i roznicuja si¢ w wyspecjalizowang
tkanke, ktorej gtéwnymi zadaniami sa funkcje ochronne, kontrola procesoéw pobierania
i transportu substancji ze srodowiska zewnatrzkomdrkowego, a w przypadku nabton-
kéw gruczotowych réwniez funkcje wydzielnicze. Komorki nablonkowe, podobnie
jak inne typy komorek eukariotycznych charakteryzuja si¢ przestrzenna orientacja,
ktora okreslamy mianem polaryzacji [36]. Szczegolnie wyraznie widoczna jest
polaryzacja komoérek w przypadku nabtonkow jednowarstwowych. Maja one czg$é
szczytowa (wierzchotkowa), ktéra ma kontakt ze $wiatlem narzadu, powierzchnig
boczng majaca wiele typow potaczen migdzykomorkowych (m.in. obwddki zwie-
rajace, desmosomy), umozliwiajacych wzajemny kontakt komodrek ze sobg i z
podtozem oraz czg$¢ podstawna, ktora jest w bezposrednim kontakcie z macierza
zewnatrzkomorkowa — ECM ( ang. extracellular matrix). Prawidtowe funkcjo-
nowanie komdrek nablonkowych jest $cisle powiagzane z ich prawidlowa polaryzacja,
a ta z kolei jest nierozerwalnie zwigzana z kontaktem nabtonkow z macierza zew-
natrzkomorkowa. ECM jest zrodiem sygnalow biochemicznych oraz biofizycznych,
utrzymujacych wlasciwa organizacje przestrzenng nabtonka. Posredniczy rowniez w
przekazywaniu sygnatéow parakrynnych pochodzacych od komérek zrebu [23].
Zaburzenia w oddziatywaniach nablonkéw ze zrgbem oraz zmiany w organizacji
przestrzennej sa oznakami raka oraz wielu chronicznych choréb zwyrodnieniowych.

GRUCZOL SUTKOWY JAKO MODEL DO BADAN
NAD PROCESAMI POLARYZACJI 1 ROZNICOWANIA
KOMOREK NABLONKOWYCH

Dobrym modelem do badan nad procesami prowadzacymi do prawidlowej polary-
zacji oraz funkcjonalnego réznicowania komorek nabtonkowych jest gruczot sutkowy,
nalezacy do nielicznych narzadéw w organizmie ssakdw, ktérych rozwoj funkcjonalny
odbywa si¢ glownie w okresie postnatalnym. Daje to mozliwos¢ tatwego $ledzenia
zmian w tkance wydzielniczej u samic bedacych w réznym okresie dojrzalosci
plciowej oraz w réznym okresie cyklu laktacyjnego. W budowie gruczotu sutkowego
wyroznia si¢ dwa zasadnicze rodzaje tkanek: tkanke miazszowa, odpowiedzialng za
funkcje wydzielnicza gruczotu oraz tkanke zr¢bowa, ktora petni funkcje strukturalne.
Tkanke migzszowa stanowi gesta sie¢ kanalikéw zakonczonych pecherzykami
wydzielniczymi (mlekowymi). Zarowno pecherzyki, jak i kanaliki zbudowane s z
pojedynczej warstwy spolaryzowanych komoérek nabtonkowych. Komérki nablonkowe
dodatkowo otacza warstwa komorek migsniowo-nablonkowych (mioepitelialnych),
majaca bezposredni kontakt z czgscia zrebowa gruczotu. Wraz ze zwigkszajaca sie
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srednica kanaliki przyjmuja posta¢ wigkszych przewodow mlekonosnych, ktore
dochodza do brodawki sutka (lub w przypadku bydta do strzyku), gdzie rozszerzaja
si¢, wytwarzajac banki lub zatoki mlekonosne [46]. Zrab gruczohlu sutkowego sktada
si¢ z komdrek mezenchymalnych: fibroblastow, adipocytow, komorek plazmatycznych
oraz macierzy zewnatrzkomorkowej.

Podstawowa funkcjonalng jednostke gruczolu sutkowego stanowi pecherzyk wy-
dzielniczy zbudowany z pojedynczej warstwy spolaryzowanych komorek nabtonko-wych,
ktorych czes¢ wierzcholkowa zwrdcona jest ku $wiathu pecherzyka, a strona podstawna
kontaktuje si¢ z pojedyncza warstwa komorek migsniowo-nabtonkowych. Komorki
mioepitelialne otoczone sa btona podstawna, stanowiaca wyspecjalizowany rodzaj macierzy
zewnatrzkomodrkowej. Zostaje ona utworzona w wyniku oddziatywan komorek
nablonkowych ze zrgbem, co prowadzi do wytworzenia specyficznych sktadnikow ECM
(laminin 1, 5 i 10, kolagenu typu 1V, entaktyny oraz proetoglikanow) w postaci ok. 100
nm warstwy macierzy u podstawy komorek migsniowo-nablonkowych [53]. Komorki
nablonkowe polaczone sa z blona podstawna za pomoca receptorow blonowych, z
ktorych najlepiej poznana klasa sa receptory integrynowe [55, 38]. Funkcja tych
receptorow jest nie tylko kontakt komorek z macierza zewnatrzkomérkowa, ale rowniez
przekazywanie sygnatéw pochodzacych ze zrebu gruczohu sutkowego oraz wytwarzanych
parakrynnie cytokin i czynnikow wzrostowych [24].

Badania in vivo i ex vivo dostarczyly wiele interesujacych obserwacji dotycza-
cych zmian w strukturze tego narzadu podczas cyklu laktacyjnego oraz wptywu
hormonéw i czynnikow wzrostowych na rozwoj gruczotu sutkowego réznych
gatunkow zwierzat. Zastosowanie badan in vitro, z wykorzystaniem kultur komoérko-
wych, przyczynito si¢ do poznania molekularnych mechanizméw odpowiedzi komérek
nabtonkowych na sygnaty pochodzace od hormonow laktogennych oraz czynnikow
wzrostowych, ktorych poziom zmienia si¢ w czasie mammogenezy oraz cykli
laktacyjnych. Zdecydowana wigkszos¢ tych doswiadczen opiera si¢ jednak na
hodowlach komorkowych prowadzonych na plastikach. W takich warunkach komorki
o wlasciwosciach adhezyjnych w momencie kontaktu z podtozem zaczynaja proli-
feracjg¢ tworzac jednowarstwe. Hodowane komorki cho¢ moga przybieraé tkankowo-
specyficzne ksztalty, jednak nie sa w stanie osiagnaé charakterystycznej orientacji
przestrzennej, ktdra zapewniaja im warunki naturalne. Dzieje si¢ tak poniewaz plaska,
sztywna powierzchnia plastiku uniemozliwia receptorom integrynowym przeka-
zywanie wlasciwych sygnalow inicjujacych prawidtowa polaryzacje rosngcym
komorkom. Komérki nablonka wydzielniczego utrzymywane na plastiku hodowlanym
nie wykazujg pelnego funkcjonalnego zréznicowania, czego wynikiem jest niezdolnosé
do wytwarzania sktadnikéw mleka w odpowiedzi na dziatanie hormondw lakto-
gennych [35, 45].

Skutecznym narzedziem w badaniach nad molekularnymi procesami réznicowania
struktur nabtonkowych okazaly si¢ trojwymiarowe (3D) kultury komorkowe,
opierajace si¢ na hodowli komorek nabtonkowych na jednym, lub kilku skfadnikach
macierzy zewnatrzkomérkowej. Rozwoj trojwymiarowych modeli badawczych in
vitro rozpoczat si¢ ponad 30 lat temu, kiedy Elsdale i Bard w 1972 roku opisali
system hodowli fibroblastow na podlozu kolagenowym, osiagajac tréjwymiarowa sie¢
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wiokien [10]. Emerman i Pitelka w roku 1977 opisali hodowlg komorek nabtonka
wydzielniczego wyizolowanych z gruczohu sutkowego myszy na podlozu kolagenowym
[11]. Obecnos¢ kolagenu umozliwita odtworzenie w warunkach in vitro wlasciwej
polaryzacji komoérek oraz powstawanie struktur pecherzykowych przypominajacych
pecherzyki wydzielnicze in vivo. Obserwacje budowy ultrastrukturalnej komorek
nabtonkowych wykazaty, iz w takich warunkach byly one rowniez w stanie
odtworzy¢ blong podstawna wokdl tworzacych sig struktur pecherzykowych.
Pézniejsze badania pokazaly, ze to wilasnie skladniki btony podstawnej (lamininy,
kolagen IV) sa gtownymi czynnikami warunkujacymi prawidtowa polaryzacje¢ oraz
funkcjonalne réznicowanie komdrek nabtonka gruczolu sutkowego, a jeden z jej
sktadnikéw — laminina 1 nalezy do biatek indukujacych ekspresje beta kazeiny [32,
45, 52]. Zaowocowalo to stworzeniem komercyjnie dostgpnego podtoza hodowlanego
o nazwie Matrigel, ktére jest nazywane zrekonstruowang blona podstawna — rBM
(ang. reconsituted basement membrane) [4]. Matrigel jest sterylnym roztworem

a)ﬂl-integryna

RYCINA 1. Struktury pecherzykowe utworzone przez komdrki nablonka gruczohu sutkowego bydta linii
BME-UV1 hodowane na podtozu Matrigel: a) obraz struktur pecherzykowych z mikroskopu konfokalnego;
komorki nablonkowe bgdace w bezposrednim kontakcie z podtozem wykazuja prawidtowa polaryzacje,
uwidoczniong specyficznym barwieniem receptorow integrynowych u podstawy komorek oraz wlasciwa
boczna lokalizacjq biatka adhezyjnego E-kadheryny (barwienie zielone przeciwciatami sprz¢zonymi z
barwnikiem Alexa Fluor488, jadra wybarwione 7AAD na czerwono), b) réznice w poziomie -kazeiny
oraz B1-integryny w komorkach rosnacych w formie jednowarstwy w klasycznych hodowlach 2D na
plastiku oraz tworzacych struktury pecherzykowe w kulturach 3D na Matrigelu, gapdh uzyto jako
biatka referencyjnego

FIGURE 1. Acinar structures formed by BME-UV1 bovine mammary epithelial cells cultured on
Matrigel: a) confocal images of acini with proper polarization of cells, that are in direct contact with ECM
components — antibodies against two polarization markers: 8 1-integrin, and E-cadherin were used to show
special orientation of cells (green staining), nuclei were stained red with 7AAD:; b) differences in S-casein
and B1-integrin levels between monolayer cell culture, and 3D culture of cells forming acinar structures
on Matrigel, gapdh was used as a reference protein
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biatlek wyekstrahowanych z guza mysiego migsaka Engelbretha-Holma-Swarma
(EHS), bedacego guzem bogatym w biatka macierzy zewnatrzkomérkowej. Gtowny-
mi sktadnikami Matrigelu sa lamininy, kolagen IV, entaktyna oraz proteoglikan. W
temperaturze 37°C Matrigel tworzy trojwymiarowy zel, wspierajacy rozwoj morfo-
tyczny, réznicowanie i wzrost komorek. Komorki nabtonka gruczolu sutkowego
hodowane na Matrigelu tworza prawidtowo spolaryzowane struktury pecherzykowe
budowa przypominajace pecherzyki wydzielnicze. Czgs$¢ szczytowa komorek zwro-
cona jest do wnetrza pecherzyka, za$ czgs¢ podstawna kontaktuje si¢ za pomoca
receptordéw integrynowych ze sktadnikami macierzy zewnatrzkomérkowej [4, 8] (ryc.
1a). Utworzone struktury maja rowniez zdolnos¢ wytwarzanie sktadnikow mleka do
Swiatla pecherzyka w obecnosci hormondw laktogennych. Ekspresja biatek mleka
jest bezposrednio uzalezniona od kontaktu komoérek nabtonka wydzielniczego z blong
podstawna. Na promotorach gendéw kodujacych kazeiny znajduje si¢ specyficzne
miejsce wigzania czynnikéw transkrypcyjnych, nazwane miejscem indukowanym
przez macierz zewnatrzkoméorkowa (ang. ECM response element), do ktorego
przylaczaja si¢ czynniki transkrypcyjne (GR, STATS, C/EBP) niezbedne do indukcji
transkrypcji tych gendéw [5].

Warto tez podkresli¢, ze prawidlowa polaryzacjg osiagaja jedynie komoérki nabton-
ka gruczotu sutkowego niewykazujace znamion transformacji nowotworowej.
Komorki wyizolowane z guzéw piersi lub linie nowotworowe gruczotu sutkowego,
takie jak: HMT-3522, MCF-7, czy MDA-MB-231, nie sa w stanie w tych warun-
kach utworzy¢ zrdéznicowanych struktur pecherzykowych, lecz rosng w postaci
brytkowatych tworow, zbudowanych z komoérek niewykazujacych polaryzacji lub
wykazujacych nieprawidlowa polaryzacje [48, 20, 9, 40].

METODY PROWADZENIA TROJWYMIAROWYCH HODOWLI
KOMOREK NABLONKA GRUCZOLU SUTKOWEGO

Istnieje kilka sposobéw hodowli komoérek nablonka gruczotlu sutkowego w
kulturach 3D. Do najpowszechniej stosowanych metod nalezg hodowle komorek
wewnatrz lub na powierzchni Matrigelu badz zeli kolagenowych. Szczegotowe
procedury metodyczne zostaly przedstawione w kilku bardzo interesujacych pracach
przegladowych [61, 23, 31]. W ogoélnym zarysie prowadzenie trojwymiarowej
hodowli komoérek nabtonka gruczotu sutkowego nalezy rozpocza¢ od pokrycia
powierzchni szalek lub szkietek nakrywkowych typu Lab-Tek™ warstwa Matrigelu
(o grubosci ok. 1 mm), ktéry w temperaturze 0—4°C znajduje si¢ w postaci plynnej
i jest tatwy do réwnomiernego rozprowadzenia po danej powierzchni. W tempe-
raturze 37°C tworzy on trojwymiarowy zel, bedacy wlasciwa powierzchnia hodow-
lang dla komodrek. Nasze laboratorium stosuje powierzchniowa metod¢ hodowli
komorek nabtonka gruczotu sutkowego bydta na Matrigelu. Sposob ten pozwala na
uzycie bezposrednich metod barwienia immunofluorscencyjnego w celu wykrywania
markerow proliferacji (np. Ki-67), czy polaryzacji (np. E-kadheryna, ZO-1, integryny),
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ktéore w przypadku prowadzenia hodowli komérek wewnatrz zelu zawierajacego
sktadniki btony podstawnej musza byé poprzedzone przygotowaniem skrawkdow
mrozeniowych. Latwiejsza jest rowniez izolacja biatek komodrkowych z powierz-
chniowych hodowli 3D. Istnieja rowniez bardziej wyspecjalizowane formy po-
wierzchni, na ktore naktadany jest Matrigel. Takie powierzchnie tworzone sa
technikami litografii (zwanymi z ang. microtransfer molding oraz dry lifi-off), dzigki
czemu mozliwe jest sledzenie rozwoju pojedynczych struktur pecherzykowych, pow-
stajacych z podzialow pojedynczej komorki nabtonka gruczotlu sutkowego natozonej
na tego typu produkt [50].

Obserwowany proces roznicowania komodrek nabtonka gruczolu sutkowego na
Matrigelu przebiega w trzech etapach. Poczatkowo komdrki nabtonkowe rozpoczy-
naja proliferacje tworzac male, okragle skupiska. Niedtugo po tym, struktury te tworza
o$ szczytowo-podstawnej polaryzacji. Przejawia si¢ ona sekrecja sktadnikow macierzy
przez czgs¢ podstawna komorek nabtonkowych, odpowiednia przestrzenng orientacja
(boczng lub szczytowa) polaczen migdzykomorkowych oraz rozmieszezeniem aparatu
Golgiego w szczytowej czgsci komorek. Takie rozmieszczenie aparatu Golgiego w
komorkach umozliwia w pdzniejszych etapach rozwoju sekrecj¢ biatek mleka do
wnetrza pecherzyka [8, 48]. Nalezy podkresli¢, iz wlasciwa polaryzacje uzyskuja
wylacznie komorki bedace w bezposrednim kontakcie z macierza zewnatrzkomorkowa.
7 tego wzgledu podczas dalszego rozwoju tworzacych sie struktur pecherzykowych
in vitro dochodzi do wyjscia komédrek z cyklu komoérkowego oraz stopniowego
tworzenia $wiatla pecherzyka przez Smieré komorek znajdujacych sie w srodkowej
jego czesci droga apoptozy [7, 44]. Komorki, ktore traca kontakt z Matrigelem i
narazone sa na stres zwiazany z niedoborem substancji odzywczych, wykazuja
poczatkowo cechy autofagii [14, 17]. Pozniej jednak dochodzi do stopniowej $mierci
komorek w centralnej czesci tworzacych sig¢ struktur pecherzykowych, ma miejsce
specyficzny rodzaj Smierci apoptotycznej zwanej anoikis [7, 33].

Opisany powyzej proces roznicowania komorek nablonka gruczotlu sutkowego w
funkcjonalne struktury pecherzykowe zachodzi zarowno w przypadku komorek
hodowli pierwotnej, izolowanych zwykle z gruczotow sutkowych cigzarnych samic,
jak réwniez w przypadku hodowli 3D ustalonych linii komérkowych. Réznica polega
jedynie na tempie tworzonych pecherzykow. Trojwymiarowe hodowle pierwotne
mysich komorek nabtonka wydzielniczego wytwarzaja dojrzate struktury pecherzyko-
we o pustym $wietle w czasie zaledwie czterech dni hodowli [37]. Wynika to z
faktu, iz struktury takie nie sa tworzone z pojedynczych komorek, lecz z agregatow
komoérkowych pozyskiwanych w czasie izolacji. Maja one wyzszy potencjal
proliferacyjny i rozwojowy, poniewaz izolowane sg z gruczotow sutkowych,
pochodzacych z okresu najintensywniejszego wzrostu i réznicowania (cigzy). W
doswiadczeniach prowadzonych na liniach komoérkowych nabtonka gruczotu
sutkowego hodowanych na Matrigelu komdrki nablonka wydzielniczego do pelnej
polaryzacji oraz zrdéznicowania potrzebuja okoto 2 tygodni (od 12 do 20 dni) bez
wzgledu na to, czy sa to komdrki linii ludzkiej, mysiej, czy bydlecej [8, 15, 60, 29].
Nasze badania wykazaly, iz komorki nabtonka gruczotu sutkowego bydta linii BME-
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RYCINA 2. Fazy tworzenia przez komorki nabtonka gruczotu sutkowego bydta linii BME-UV 1 dojrzatych
struktur pecherzykowych na podtozu Matrigel. Zdjecia przedstawiajq obraz z mikroskopu konfokalnego
struktur pecherzykowych w réznych dniach hodowli; jako markera proliferacji uzyto biatka Ki67
(barwienie zielone przeciwcialami sprz¢zonymi z barwnikiem Alexa Fluor488), jadra komorkowe
wybarwiono na czerwono 7AAD

FIGURE 2. Phases of acinar structures' formation by BME-UV1 bovine mammary epithelial cells cul-
tured on Matrigel — confocal images represent acini during 16 days of 3D cell culture, green staining shows
proliferation marker: Ki67, nuclei were stained red with 7AAD

UV1 rosnace na podlozu Matrigel potrzebuja ok. 16 dni do utworzenia w pelni
zréznicowanych struktur pecherzykowych (ryc. 2).

UDZIAL SKEADNIKOW MACIERZY
ZEWNATRZKOMORKOWEJ W REGULACJI ROZNICOWANIA
KOMOREK NABLONKA GRUCZOLU SUTKOWEGO

Badania prowadzone na modelu tréjwymiarowych kultur in vitro komorek
nabtonka gruczotu sutkowego dostarczaja coraz wigcej informacji dotyczacych
procesow roznicowania komorek oraz ich interakcji ze srodowiskiem zewnatrzko-
moérkowym. Dzigki nim udowodniono m.in., iz sktad macierzy zewnatrzkomorkowej
(zawartos¢ laminin, kolagenu typu Iv oraz I), jak rowniez wlasciwoscei biofizyczne
decyduja o roznicowaniu oraz morfologii komorek nablonkowych [12, 30]. Kontakt
komorek z lamining 1 indukuje sygnaty decydujace o wlasciwej polaryzacji nablonka,
tworzeniu struktur pecherzykowych oraz ekspresji genéw charakterystycznych dla
tkanki gruczotowej [19, 3]. Grupa Miny J. Bissell wykazata, ze sygnaly te wywoluja
réowniez deacetylacje histonéw H3 oraz H4 w komorkach nabtonka gruczotu sutko-
wego przechodzacych wymienione zmiany morfotyczne [30].

Ponadto stwierdzono, iz nawet elastycznos¢ podioza, na ktérym hodowane sa
komorki decyduje o ich rozwoju. Podloza bogate w lamining 1 (zawartos¢ ok. 40%),
takie jak: Matrigel wykazuja elastycznos¢ zblizong do warunkow panujacych w
warunkach in vivo i przyczyniaja sie do wysokiej ekspresji f-kazeiny. Z kolei
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hodowla na podlozach o wigkszej sztywnosci, np. na macierzy zewnatrzkomorkowej
o zredukowanej ilosci lamininy 1 do 10% lub na sztywnych zelach poliakrylami-
dowych powoduje drastyczne obnizenie ekspresji B-kazeiny [3]. Co wigcej, okazuje
si¢, iz obnizenie elastycznosci macierzy zewnatrzkomorkowej jest jedna z cech
obserwowanych w guzach litych nowotwordéw gruczotu sutkowego [42]. Z kolei
McDaniel i wsp. [34] pokazali, iz sktad macierzy zewnatrzkomorkowej zasadniczo
rozni si¢ w poszczegolnych fazach cyklu laktacyjnego gruczotu sutkowego i
determinuje sposob roznicowania komorek nablonkowych. W swoim doswiadczeniu
badacze izolowali ECM od nieci¢zarnych samic szczuréw oraz od samic w okresie
inwolucji. Nastgpnie wzbogacali oni Matrigel wyizolowana macierza w stosunku 1:1
i na tak przygotowanym podtozu prowadzili hodowle komorek nabtonka gruczotu
sutkowego linii MCF-12A. Okazalo sig, iz komorki rosnace na Matrigelu wzbogaco-
nym macierza zewnatrzkomorkowa wyizolowana od zwierzat bedacych w okresie
inwolucji tworzyly typowe trojwymiarowe struktury pecherzykowe. Tymczasem
wzbogacenie Matrigelu w macierz pochodzacg od nieci¢zarnych samic inicjowato
tworzenie przez te komdrki struktur przypominajacych przewody mlekonosne.

Réwniez odpowiedz komérkowa na badane czynniki rézni si¢ w zaleznosci od
tego, czy komodrki hodowane sa w postaci jednowarstwy czy tez w kulturach 3D.
Przykladem moze by¢ przekaznictwo sygnatu indukowanego przez naskorkowy
czynnik wzrostowy — EGF (ang. epidermal growth factor). Wang i wsp. [57]
zaobserwowali, iz w przekazywaniu sygnatu pochodzacego od aktywowanego przez
ligand receptora EGFR bierze rowniez udziat B1-integryna, ale tylko w przypadku,
kiedy komorki nabtonka gruczotu sutkowego hodowane sa w kulturach 3D. Nasze
badania wykazaty, iz obecno$¢ skltadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej stymuluje
komorki nablonka gruczotu sutkowego bydla linii BME-UV1 do syntezy bialek mleka,
a poziom tych bialek jest istotnie wyzszy w porownaniu do ilosci uzyskiwanej podczas
hodowli w klasycznej jednowarstwie (ryc. 1b). Sygnaly pochodzace od podioza
przekazywane sa komorkom przez receptory integrynowe, ktdrych ekpresja rowniez
jest istotnie wyzsza w komorkach rosnacych w 3D. Co wigcej, poziom fB-kazeiny
byt wyzszy w komorkach rosnacych na Matrigelu nawet w hodowlach niestymulowa-
nych prolaktyna (obserwacje wlasne). Wykonana przez nasz zespot analiza pordw-
nawcza genow ulegajacych ekspresji w komodrkach nabtonka gruczotu sutkowego
bydta rosnacych w hodowlach 2D oraz 3D, wykonana przy pomocy mikromacierzy
cDNA, wykazata istotne réznice w ekspresji ponad 40 genow, posrdéd ktorych
znajdowaly si¢ geny kodujace biatka cytoszkieletu, sktadniki macierzy zewnatrz-
komorkowej, czynniki transkrypcyjne oraz kinazy, m.in. serynowo-treoninowa kinaza
Rac, ktora bierze udzial w szlakach sygnatowych zwiazanych z procesami rozwoju,
kontrola cyklu komoérkowego, przemianami cytoszkieletu oraz adhezja komorek
posredniczona przez receptory integrynowe [29].
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ZNACZENIE INTEGRYN W PROCESIE ROZNICOWANIA
KOMOREK NABLONKA GRUCZOLU SUTKOWEGO

Wiasciwy odbior sygnaldéw pochodzacych od macierzy zewnatrzkomoérkowej i
blony podstawnej, bedacej jej pochodna, zapewniaja komorkom receptory integryno-
we, zlokalizowane w czgsci podstawnej btony komdrkowej. Co wigcej reguluja one
réwniez odpowiedz komorkowa na czynniki wzrostowe oraz cytokiny wydzielane
auto/parakrynnie. Wrazliwos¢ komorek na te czynniki jest bowiem uzalezniona od
lokalizacji komorek w tkance gruczotowej [24]. Integryny sa heterodimerycznymi
receptorami zbudowanymi z dwoch typdéw podjednostek: a- i B- [38]. Obecnie
znane sa 24 typy heterodimeréw integrynowych wykazujacych powinowactwo do
réznych ligandéw [55, 22], z czego w nablonku gruczotu sutkowego stwierdza sie
obecnos¢ dimerow: al1p1, B261, a3al, a5p1, a6B1, a9B1, a6p4, avps, oraz avp6
[18]. Badania in vivo oraz in vitro w hodowlach 3D wykazaty, iz decydujaca role
w przekazywaniu sygnatu ze srodowiska zewnetrznego do wnetrza komoérki odgrywa-
ja podjednostki ,,beta” integryn. O prawidlowym réznicowaniu gruczotu sutkowego
decyduje wilasciwy poziom ekspresji tych podjednostek na powierzchni blony
komodrkowej. Na przyktad zbyt wysoki poziom f4-integryny, ktéra w warunkach
fizjologicznych wykazuje pozytywny wptyw na polaryzacje komodrek, powoduje
opornos$¢ komorek na apoptoze i powigzany jest z procesami nowotworzenia [58].
Istotng rolg w kontroli prawidlowego przebiegu réznicowania komorek nabtonka
gruczotu sutkowego ma rowniez podjednostka S1-integryn. Delecja tej podjednostki
powoduje zahamowanie proliferacji i rozwoju pecherzykow wydzielniczych in vivo
oraz tworzenia nieprawidlowych struktur pecherzykowych in vitro [39]. Ponadto
podjednostka ta reguluje odpowiedz komdrek nablonkowych na hormony laktogenne.
Jej brak zahamowuje translokacj¢ czynnika transkrypcyjnego Stat5 do jadra komorko-
wego pod wptywem prolaktyny. Swiadczy to o znaczacym udziale B1-integryny w
procesie funkcjonalnego réznicowania komérek nablonka wydzielniczego [52, 39, 2].

Znaczenie [l-integryny w regulacji roznicowania komorek nablonka gruczotu
sutkowego potwierdzaja rowniez obserwacje badaczy, zajmujacych sie charaktery-
styka populacji komdrek macierzystych w gruczole sutkowym. Schackleton i wsp.
[47] oraz Stingl i wsp. [51] w swoich pracach opisali metodg identyfikacji oraz izolacji
komorek macierzystych oparta na polaczeniu kilku markeréw powierzchniowych:
CD24, Bl-integryny (CD29) oraz a6-integryny (CD49f). Komorki wykazujace
obecnos¢ CD24 oraz wysoka ekspresje CD29 i CD49f charakteryzowaly si¢ wysoka
zdolnoscia samoodnowy oraz byly w stanie zregenerowaé caly narzad po przeszcze-
pieniu ich do gruczotu sutkowego myszy biorcy pozbawionego tkanki migzszowe;.
Dalsze badania Taddei i wsp. [54] pokazaly, ze oddziatywania $1-integryn z macierza
zewnatrzkomorkowa warunkujg rowniez utrzymanie na stalym poziomie populacji
komorek macierzystych w gruczole sutkowym oraz wlasciwa segregacje i umiejsco-
wienie poszczego6lnych linii komérkowych (mioepitelialnych oraz nabtonkowych)
podczas mammogenezy.
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ZNACZENIE SKLADNIK(')V’V MACIERZY ZEWNA[I'RZKOM(’)RKO\”VEI
W REGULACJI SYGNALOW POCHODZACYCH OD HORMONOW
I CZYNNIKOW WZROSTOWYCH

Dziatanie wigkszosci hormonow i czynnikéw wzrostowych odgrywajacych
znaczacg role w rozwoju gruczotu sutkowego podlega regulacji przez macierz
zewnatrzkomorkowa oraz receptory integrynowe. Dzieje si¢ tak, poniewaz duza
grupa receptorow powierzchniowych, specyficznych dla czynnikéw wzrostowych,
takich jak: naskorkowy czynniki wzrostowy — EGF, insulinopodobny czynniki
wzrostowy — IGF, czynnik wzrostu hepatocytéw — HGF, czy transformujacy czynnik
wzrostowy beta — TGF-8, nalezy do klasy receptorow tyrozynowych lub serynowo-
treoninowych, majacych wspdlne z integrynami szlaki przekaznictwa sygnatow [6].
Przyktadem moze by¢ IGF-1, wytwarzany przez komorki zrgbu w wyniku dziatania
hormonu wzrostu. Wraz z EGF czynnik ten stymuluje proliferacj¢ komoérek nabtonka
gruczotu sutkowego, przy czym wykazano, ze efekt obydwu czynnikow jest silniejszy,
jesli komorki maja kontakt ze sktadnikami blony podstawnej (kolagenem I i 1V,
laminina, czy fibronktyna [26]. Ponadto doswiadczenia na jednowarstwie pokazaty,
iz EGF podwyzsza ekspresje bialek wiazacych IGF (IGFBPs) regulujac w ten sposob
dziatanie IGF-I na komérki nabtonkowe. Tym czasem kontakt komdrek z macierza
zewnatrzkomoérkowa znosi to dziatanie EGF [59].

Badania prowadzone z wykorzystaniem trojwymiarowych hodowli in vitro
pokazaly tez istotna rol¢ HGF w procesie tworzenia oraz rozgateziania przewodow
mlekonosnych [21, 1]. Komorki nabtonka gruczotu sutkowego rosnace na podtozu
kolagenowym i traktowane HGF wraz z progestyna wykazywaty rozwoj podobny
do obserwowanego in vivo. Zastosowanie przeciwcial blokujacych podjednostke
a2-integryny hamowato rozwdj przewodow stymulowany przez HGF [21].
Zablokowanie podjednostki f1-integryny wywolalo podobnie hamujacy efekt na
dziatanie HGF. Swiadczy to o szczeg6lnej roli integryn w przekazywaniu sygnatow
indukujacych rozwoj gruczotu sutkowego podczas mammogenezy.

Innym czynnikiem wzrostowym, na ktorego dziatanie ma wplyw kontakt komérek
z macierza zewnatrzkomorkowa, jest TGF-31. TGF-£1 jest czynnikiem wzrostowym
dzialajacym antyproliferacyjnie oraz proapoptotycznie na komorki nabtonka gruczotu
sutkowego [28, 16]. Wykazano jednak, ze komorki rosnace na podtozu zawierajacym
sktadniki blony podstawnej nie podlegaja apoptozie pod wplywem tej cytokiny, a jedynie
zahamowany zostaje ich wzrost [43]. Niedawne badania Ewana i wsp. [13] pokazuja
mozliwos¢ wystgpowania wzajemnych zaleznosci pomiedzy promitotycznym wplywem
estrogenow a antyproliferacyjnym wptywem TGF-31 na komorki nablonkowe rosnace
w hodowlach 3D. Najnowsza teoria przewiduje, iz kontakt komoérek z macierza
zewnatrzkomdrkowa umozliwia wydzielanemu auto/parakrynnie czynnikowi TGF-31
hamowanie proliferacji komorek nabtonka gruczolu sutkowego indukowanej przez
hormony steroidowe, jednak oddziatywanie komoérek z podlozem poprzez receptory
integrynowe chroni komorki przed dzialaniem apoptogennym tej cytokiny [24].
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Dziatanie wielu hormondéw majacych istotny wplyw na roéznicowanie komodrek
nabtonka gruczohu sutkowego réwniez podlega regulacji przez interakcj¢ z macierza
zewnatrzkomdrkowa. Prolaktyna, bedaca znanym hormonem laktogennym, stymuluje
komorki nabtonka wydzielniczego do réznicowania tylko w obecnosci sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej. Réwniez w przypadku steroidéw, ktdre maja istotny
wplyw na rozw¢j przewodow mlekonosnych i pecherzykow wydzielniczych, wyka-
zano podobne zaleznosci. Dodatek 17p3-estradiolu do hodowli komorek nabtonka
gruczotu sutkowego bydta linii BME-UV 1 na Matrigelu przyspiesza ich polaryzacje
oraz tworzenie pustych w $rodku struktur pecherzykowych (obserwacje wilasne).
Kim i wsp. [25] wykazali, iz szlak indukowany przez estrogeny jest rOwniez powigza-
ny ze szlakiem integrynowym przez kinaze Src, ktora posredniczy w indukcji
sygnatow proliferacyjnych i uruchamia aktywacje MAP kinaz. Inne badania pokazaty,
iz kolagen IV oraz lamininy moga regulowac ekspresje receptora estrogenowego
alfa (Era) poprzez oddziatywanie z podjednostkami integrynowymi: a2, a6 i 81 [41].

Kolejna istotng grupa hormonéw regulujacych utrzymanie prawidtowej polaryzacji
i tworzenia obwddek zwierajacych przez komorki nablonka gruczotu sutkowego
stanowig glikokortykosteroidy. Indukcja sygnatu pochodzacego od hormonéw z tej
grupy, m.in. hydrokortyzonu, przebiega przez szlak kinaz MEKK4/JNK. Zahamo-
wanie tego szlaku specyficznym inhibitorem kinazy JNK (SP600125) hamuje
ekspresje B4-integryny oraz powoduje zaburzenie polaryzacji komorek i tworzenie
niezréznicowanych organoidéw [37].

STWORZENIE PELNEGO MODELU GRUCZOLU
SUTKOWEGO IN VITRO - KOKULTURY KOMORKOWE
NA SKEL.ADNIKACH MACIERZY ZEWNATRZKOMORKOWEJ

Badania z wykorzystaniem skladnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej w hodowli
komorek nabtonka gruczotu sutkowego in vitro jednoznacznie pokazuja, iz zarowno
w rozwoju tego narzadu, jak i w procesach nowotworzenia istotna rol¢ odgrywa
mikrosrodowisko tkanki gruczotowej. Z tego wzgledu pojawiaja si¢ proby doktad-
niejszego odwzorowania warunkow panujacych w gruczole sutkowym podczas
morfogenezy, funkcjonalnego réznicowania oraz nowotworzenia. Mozliwos¢ taka
moze stworzy¢ zastosowanie tzw. kokultur komorkowych, w ktorych précz blony
podstawnej dotaczane sa rowniez komorki zrebu. Ostatnio Wang i wsp. [57]
przedstawili metod¢ hodowli ludzkich komdrek nablonka gruczolu sutkowego na
podlozu Matrigel wraz z komdérkami macierzystymi tkanki tluszczowej, zwanymi
hASCs (ang. human adipose stem cells). Wykazali oni, iz obecno$¢ hASCs
spowodowata hamowanie proliferacji komoérek nabtonkowych oraz przyspieszala ich
funkcjonalne réznicowanie przez indukcj¢ morfogenezy przewodowej i pecherzyko-
wej. Inni badacze zastosowali w swych doswiadczeniach hodowle ludzkich komdrek
nabtonka gruczolu sutkowego wraz z ludzkimi fibroblastami, ktére izolowano z
gruczotow sutkowych zdrowych kobiet po redukcyjnej plastyce piersi [27].
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Doswiadczenia prowadzone byly na zelu kolagenowym typu I lub mieszaninie kolagenu
typu I z Matrigelem. Zauwazyli oni, ze obecno$¢ fibroblastow w hodowli komorkowe;j
wzmagala tworzenie struktur pecherzykowych oraz przewodow przez komorki
nablonkowe. Wczesniejsze badania grupy Malathy Shekhar [49], ktora prowadzita
kokultury zaréwno z fibroblastami wywodzacymi si¢ z gruczolow sutkowych po
mammoplastyce, jak i z guzéw piersi wskazywaly natomiast, ze fibrolasty z tkanki
nowotworowej powoduja silniejsza indukcje wzrostu i tworzenia przewodow in vitro,
co moze $wiadczy¢ o silnym wplywie komodrek zrgbu i calego mikrosrodowiska
wewnatrzgruczolowego na mozliwos¢ inicjacji angiogenezy i powstawania przerzutow.

PODSUMOWANIE

Opracowanie metod hodowli in vitro trojwymiarowych struktur przypominajacych
pecherzyki wydzielnicze przyniosto odpowiedz na wiele pytan zwiazanych z przebiegiem
procesow polaryzacji i réznicowania komodrek nabtonka gruczotu sutkowego. Dzigki
hodowli komdrek nablonkowych na zrekonstruowanej btonie podstawnej (Matrigelu)
wiemy obecnie, ze w procesie funkcjonalnego réznicowania istotne sa oddziatywania
pomiedzy biatkami podtoza: kolagenem, lamininami a komérkami, jak réwniez pomigdzy
sasiadujacymi komdrkami, tworzacymi struktury pecherzykowe. Oddzialywania te
warunkujg prawidlowa polaryzacje szczytowo-podstawna oraz stopniowe tworzenie
Swiatta pecherzyka, za$ zaburzenia w nich moga prowadzi¢ do procesu nowotworzenia.
Poniewaz komdrki nowotworowe na Matrigelu nie sa w stanie odtworzy¢ prawidio-
wych struktur pecherzykowych, badania z zastosowaniem hodowli 3D pozwalaja
réwniez lepiej zrozumieé biologiczne oraz biochemiczne roznice pomigdzy komérkami
normalnego nablonka oraz komodrkami nowotworowymi. Dodatkowe mozliwosci
poznawcze moze réwniez przynies¢ zastosowanie w hodowli 3D kokultur komoérko-
wych. Komérki zrebu (adipocyty, fibroblasty, komorki plazmatyczne) otaczajace tkanke
gruczotlowa stanowiag bowiem zrédto czynnikow wzrostowych i cytokin oraz maja
bezposredni wptyw na sktad macierzy zewnatrzkomérkowej. Lepsze i coraz bardziej
szczegblowe poznanie wzajemnych interakcji pomigdzy komorkami i macierza
zewnatrzkomorkowa nie tylko pozwoli w przysztosci lepiej zrozumieé procesy sterujace
réznicowaniem komorek, ale rowniez opracowac terapie przeciwnowotworowe nowej
generacji wykorzystujac wiedz¢ zdobyta migdzy innymi dzigki zastosowaniu
tréjwymiarowego modelu hodowli komérkowych.
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