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WYKAZ SKRÓTÓW 
 
ABC - kompleks awidyna-biotynylowana peroksydaza 

ACTB – beta aktyna 

AraC – cytarabina 

BSA – surowicza albumina wołowa (ang. Bovine Serum Albumin)  

DAB - 3,3-diaminobenzydyna 

DISC  - kompleks indukujący śmierć (ang. Death-Inducing Signaling Complex) 

ELISA – test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

EMT – przejście nabłonkowo-mezenchymalne 

FBS – bydlęca surowica płodowa (ang. Fetal bovine serum) 

IL-8 – interleukina 8 

Me - mediana 

MEM – ang. Minimum Essential Medium 

NAFLD – niealkoholowa stłuszczeniowa choroba wątroby (ang. nonalcoholic fatty liver 

disease) 

NEAA – ang. Non-Essential Amino Acid 

NFkB – jądrowy czynnik kB 

NRP1 – receptor neuropilinowy 1 

NRP2 – receptor neuropilinowy 2 

PBS – roztwór soli fizjologicznej (ang. Phosphate-buffered saline) 

Q1 – kwartyl dolny 

Q3 – kwartyl górny 

RTqPCR – ilościowa łańcuchowa rekcja polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzona 

odwrotną transkrypcją (ang. Quantitative Reverse transcription polymerase chain 

reaction) 

SEMA - semaforyna 

siRNA – mały interferujący RNA (ang. small interfering RNA) 

TNF-α – czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor alfa) 

VEGF - czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth 

Factor) 
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1. Wstęp 

1.1. Rak błony trzonu macicy 
 

Rak błony trzonu macicy stanowi określany także jako rak endometrium  

jest najczęściej występującym nowotworem ginekologicznym u kobiet w wieku 

okołomenopauzalnym i postmenopauzalnym [1, 2, 3].  

Czynnikami, które w istotny sposób zwiększają ryzyko wystąpienia raka 

endometrium  

są nadwaga, otyłość, cukrzyca, insulinooporność, nadciśnienie tętnicze, wiek około-  

i postmenopauzalny oraz długotrwała ekspozycja na estrogeny, która nie została 

zbilansowana działaniem progesteronu [4, 5]. Sytuacja taka występuje, gdy sekrecja 

estrogenów i progesteronu przez jajniki ulega znacznemu obniżeniu a wzrasta produkcja 

androstendionu, który w adipocytach tkanki tłuszczowej zostaje przekształcony do 

estronu.  Długotrwała stymulacja błony śluzowej macicy przez estron, którego wpływ nie 

jest równoważony progesteronem wiąże się z nadmierną i niepoddającą się kontroli 

komórek nabłonka błony śluzowej macicy. Skutkuje to długotrwałą stymulacją błony 

śluzowej macicy przez estron, którego wpływ nie jest równoważony progesteronem,  

co sprzyja nadmiernej i niekontrolowanej proliferacji komórek nabłonka [6, 7]. 

Charakterystycznym objawem raka endometrium jest wystąpienie 

nieprawidłowych krwawień z dróg rodnych. Do mniej charakterystycznych objawów 

towarzyszących procesowi nowotworowemu w obrębie endometrium zalicza się  utratę 

masy ciała, bóle w podbrzuszu, anemię, jak także objawy związane z przerzutowaniem 

do sąsiednich tkanek i narządów [8].  

Różnicowanie raka trzonu macicy może być związane ze zdolnością lub jej brakiem 

ekspresji receptorów estrogenowych przez komórki masy guza. Rak endometrium 

estrogenozależny (typ I, 80% wszystkich przypadków) występuje przede wszystkim  

u otyłych kobiet z nadciśnieniem tętniczym i cukrzycą. Z kolei rak endometrium 

nieestrogenozależny  jest charakterystyczny dla kobiet w wieku postmenopauzalnym  

[9, 10]. 

Natomiast, jeśli za kryterium podziału przyjmie się  stopień patomorfologicznego 

zróżnicowania komórek raka endometrium można wyróżnić następujące przypadki raka 

trzonu macicy: G1 - wysokozróżnicowany (<5% raka litego); G2 - średniozróżnicowany 

(6-50% raka litego) oraz G3 - niskozróżnicowany (>50% raka litego) [11].  
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W terapii raka błony śluzowej macicy stosuje się leczenie operacyjne, którego 

zakres uzależniony jest od stopnia zaawansowania klinicznego raka endometrium oraz 

leczenie uzupełniające w postaci radioterapii, radiochemioterapii oraz chemioterapii  

[12, 13]. 

W badaniach in vitro wykorzystuje się następujące linie komórkowe raka 

endometrium: linię Ishikawa (odpowiada stopniowi G1 i typowi I raka endometrium), 

linie EC-1-A, HEC-1-B (odpowiadają stopniowi G2 i typowi II raka endometrium) oraz 

linię KLE (odpowiada stopniowi G3 i typowi II raka endometrium) [14].  

 

1.2. Salinomycyna 
 

Salinomycyna zaliczana jest do grupy antybiotyków jonoforowych. Została 

wyizolowana  

w 1974 roku ze szczepu bakteryjnego Streptomyces albus przez Miya-zakiego i wsp. [15].  

Sugeruje się, że mechanizm działania salinomycyny związany jest z indukcją 

nieprawidłowej równowagi jonowej pomiędzy jonami sodu i potasu w błonach 

komórkowych, co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komórek. Doniesienia 

naukowe wskazują, że salinomycyna charakteryzuje się około 100-krotnie większą 

cytotoksycznością wobec komórek nowotworowych, szczególnie tych, które nabrały 

cech macierzystości [16, 17].  

Zaobserwowano, że w przypadku przewlekłej białaczki limfocytarnej indukcja 

apoptozy przez salinomycynę zachodziła z udziałem szlaku sygnalizacyjnego Wnt/β-

katenina, pełniącego ważną rolę w procesach samoodnawiania się komórek [16, 17].  

Pierwsze doniesienia o skuteczności salinomycyny w nowotworach cechujących 

się wysokim ryzykiem wystąpienia lekooporności na leczenie zostały opisane przez 

Naujokat i wsp. W pracy tej opisano przypadek 82-letniej pacjentki z rozsianych rakiem 

sromu, którą leczono salinomycyny uzyskując zadawalającą odpowiedź kliniczna [18].   

Brakuje natomiast doniesień wpływu salinomycyny w kontekście raka 

endometrium.  

 

1.3. Zjawisko utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie przeciwnowotworowe 
 

Zjawisko lekooporności początkowo zostało zaobserwowane w stosunku do utraty 

wrażliwości przez komórki bakteryjne na antybiotyki [19]. W miarę lepszego rozumienia 

etiopatogenezy wielu chorób o podłożu zapalnym pojęcie lekooporności zostało 
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rozszerzone również na inne niż antybiotyki grupy leków, a tym samym chorób nie tylko 

o podłożu bakteryjnym. Sytuacja utraty adekwatnej odpowiedzi na stosowane leczenie 

obserwowana jest w onkologii [20, 21].  

Sugeruje się, że opisywane zjawisko związane jest, m.in. z wystąpieniem nowych 

mutacji DNA, zmianami metabolicznymi w komórkach nowotworowych, inaktywacją 

leku, hamowaniem apoptozy komórek nowotworowych, przejściem nabłonkowo-

mezenchymalnym (EMT), heterogenicznością komórek tworzących masę guza, 

wpływem czynników epigenetycznych, jak również dowolną kombinacją wymienionych 

czynników [22, 23].  

Z tego względu wskazuje się, że terapia skojarzona, z wykorzystaniem 

równocześnie więcej niż jednego leku może stanowić lepszą opcję strategii 

terapeutycznej w porównaniu do monoterapii. Takie postępowanie opiera się na zjawisku 

synergistycznego działania leków, których efekt terapeutyczny jest większy niż gdyby 

każdy z leków był stosowany oddzielenie [24].  

Jednym z mechanizmów związanych z opornością na leczenie jest zmniejszona 

aktywacja leku. Taką sytuację odnotowano, m.in. w terapii ostrej białaczki szpikowej,  

w leczeniu której stosuje się cytarabinę (AraC), będącą przedstawicielem leków 

nukleozydowych, aktywowanych poprzez szereg reakcji fosforylacji. Zaburzenie tej 

kaskady kaskad skutkuje brakiem możliwości przekształcenia AraC do aktywnego 

metabolitu – trifosforanu AraC [25].  

Innym z potencjalnych mechanizmów indukujących lekooporność jest zmiana 

poziomu ekspresji cytokin, czynników wzrostu, receptorów związanych ze szlakiem 

sygnalizacyjnym wobec którego jest ukierunkowane [26].  

Stosunkowo nowym obszarem badań nad lekoopornością na chemioterapeutyki jest 

udział  

w tym procesie EMT, podczas którego odnotowuje się zmiany ekspresji receptorów 

adhezji komórkowej – integryn i kadheryn oraz metaloproteinaz [27, 28]. Należy także 

pamiętać o roli mechanizmów epigenetycznych zaangażowanych w utratę adekwatnej 

odpowiedzi na leczenie [29].  

Zjawisko lekooporności zostało zaobserwowane również w nowotworach 

ginekologicznych, w tym w raku endometrium, podkreślając wieloczynnikowy charakter 

obserwowanych zmian [30, 31]. Lepsze poznanie i zrozumienie molekularnych 

mechanizmów, które podlegają modyfikacji podczas leczenia onkologicznego oraz tych 

które mają związek z wystąpieniem lekooporności skłania nie tylko do poszukiwania 
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nowych systemów markerowych detekcji tego procesu, ale również włączenia  

do leczenia nowych leków [18, 22, 23]. 

 

1.4. Kaspazy 
 
Kaspazy są proteazami cysteinowymi, syntetyzowanymi w formie nieaktywnego 

biologicznie zymogenu. Wyróżnia się 14 przedstawicieli kaspaz, które na podstawie 

analizy sekwencji, specyficzności substratowej zostały podzielone na trzy główne grupy.  

Do pierwszej z nich zaliczamy kaspazy-1, -4, -5, -11, -12,-13 i -14, które odgrywają 

główną rolę aktywatorów cytokin uczestniczących w procesie zapalnym. Druga grupa 

kaspaz, to tzw. kaspazy efektorowe. Przedstawicielami tego rodzaju białek jest kaspaza-

3, 6 i 7. Enzymy tej grupy ulegają aktywacji przez inne proteazy, np. kaspazy inicjujące 

lub inne kaspazy wykonawcze. Trzecią grupę stanowią kaspazy inicjatorowe,  

czyli kaspaza2, -8, -9, -10 i -12, rozpoznające w substratach sekwencję tetrapeptydu  

[32, 33]. Rola kaspaz opisywana jest przede wszystkim w kontekście apoptozy komórki 

[34, 35], procesu który ulega zaburzeniu w chorobach nowotworowych [36, 37].  

Wskazuje się także na udział cząsteczek micro RNA (miRNA), czyli sekwencji 17-

25 nukleotydowych, które wpływają na aktywność transkrypcyjną genów w kontekście 

kancerogenezy [38, 39]. 

Proces apoptozy zależny od kaspaz może przebiegać szlakiem zewnętrznym 

indukowanym poprzez interakcję ligandu, np. czynnika martwicy nowotworu α (TNF-α) 

z receptorem śmierci, który w następnym etapie ulega trimeryzacji, co umożliwia 

uruchomienie szlaku śmierci. Aktywacja kaspazy8/10 rozpoczyna proteolizę enzymów  

i białek struktur komórkowych, która przebiega kaskadowo.  

Natomiast w szlaku wewnętrznym (mitochondrialnym) kluczową rolę pełnią 

kaspazy oraz kaspazy wykonawcze -3, 6, 7. Aktywacja prokaspazy 9 w wyniku proteolizy 

prowadzi do aktywacji prokaspazy 3 lub 7 które z kolei aktywują kaskady kaspaz  

i proteolizę białek komórkowych [40,41]. 

Dotychczas nie poznano dokładnego mechanizmu poprzez który salinomycina 

przyczynia się do apoptozy komórek nowotworowo zmienionych. Niemniej jednak 

opisano nadekspresję kaspazy 3, 8 ,9 proapoptotycznego białka Bax, obniżenie ekspresji 

antyapoptotycznego białka Bcl2, jądrowego czynnika kappa B (NFkB) pod wpływem 

salinomycyny [42].  
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1.5. Regulatorowa rola mikro RNA  
 

MikroRNA (miRNA) są to jednoniciowe, niekodujące cząsteczki RNA 

pochodzenia endogennego uczestniczące w negatywnej potranskrypcyjnej regulacji 

ekspresji genów. Geny kodujące miRNA zlokalizowane są w eksonach i intronach 

transkryptów oraz w obszarach między genowych. Mogą występować samodzielnie lub 

jako policistronowe jednostki transkrypcyjne, które posiadają wspólne sekwencje 

regulatorowe.  

Wpływają na ponad 30% wszystkich procesów biologicznych, m.in. apoptozę, 

angiogenezę, proliferację, przerzutowanie komórek nowotworowych. Nieprawidłowa 

ekspresja tych cząsteczek może być przyczyną zaburzeń w funkcjonowaniu organizmu. 

Cząsteczki miRNA coraz częściej wykorzystywane są w diagnostyce chorób oraz jako 

nowe strategie terapeutyczne. 

Dane literaturowe podają, że stanowią one ok. 5% całego genomu człowieka. Obniżenie 

ekspresji mRNA ma miejsce w wyniku przyłączenia się miRNA do końca  

3’ regionu UTR docelowego transkryptu. Czynnikiem determinującym ten proces  

jest komplementarność sekwencji obu cząsteczek. W zależności od jej stopnia obserwuje 

się degradację transkryptu (pełna komplementarność między mRNA:miRNA) lub 

inhibicję procesu translacji (częściowa komplementarność między mRNA:miRNA) [43].  

 

1.6. Charakterystyka semaforyny 3B w kontekście procesu nowotworzenia 
 
 

Semaforyny (SEMA) należą do grupy błonowych białek uczestniczących w regulacji 

takich procesów komórkowych jak: proliferacja, migracja komórek nowotworowych, 

angiogeneza. Uczestniczą także w procesie powstawania zjawiska  lekooporności [44]. 

Charakteryzują się budową domenową, przy czym najistotniejsza w procesie transdukcji 

sygnału wzdłuż szlaków sygnalizacyjnych zależnych od SEMA3B jest domena SEMA, 

wspólna dla wszystkich białek tej grupy [45,46].  

Przykładem istotnej semaforyny w kontekście nowotworzenia jest SEMA3B, 

określana jako supresor wzrostu guza, która wykazuje powinowactwo względem 

receptorów neuropilinowych (NRP1 i NRP2). Efektem oddziaływania SEMA3B  

ze swoistymi receptorami jest wyciszenie ekspresji czynnika wzrostu śródbłonka 

naczyniowego (VEGF, ang. Vascular Endothelial Growth Factor), zahamowanie procesu 

tworzenia sieci nowych naczyń krwionośnych, za pośrednictwem których do masy guza 
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dostarczane są składniki odżywcze i tlen, niezbędne do utrzymania wysokiego potencjału 

proliferacyjnego komórek i promowania powstawania przerzutów nowotworowych 

[47,48].  

Nieprawidłowy wzorzec ekspresji SEMA3B odnotowano w raku piersi [47], raku jajnika 

[49], raku wątrobowokomórkowym [50], raku płuc [51] i raku endometrium [52]. 

Ostatnie badania wskazują, że SEMA3B jest obiecującym nowym celem terapeutycznym 

w osteoporozie, spowodowanej niedoborem estrogenem [53].  

Pomimo badań nad rolą SEMA3B w nowotworzeniu, na podstawie dostępnej 

literatury, związek między ekspresją SEMA3B a wskaźnikiem przeżycia całkowitego  

u pacjentów z rakiem endometrium nie został jeszcze ustalony. Obserwacje Huanga i 

wsp. [54] wskazują na występowanie związku pomiędzy ekspresją SEMA3B a 

wskaźnikiem przeżycia u pacjentów z rakiem trzustki, przy czym w grupie pacjentów z 

niskim stężeniem SEMA3B czas przeżycia wyniósł ok. 19 miesięcy, a u tych z wyższym 

stężeniem ok. 41 miesięcy [54]. Z kolei, Tang i wsp. [55] wykazali, średni czas przeżycia 

pacjentów z rakiem przełyku z niskim stężeniem SEMA3B wynosi ok. 41 miesięcy, a u 

pacjentów z wyższym stężeniem SEMA3B ok. 19 miesięcy [55]. 
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2. Założenia i cel pracy 

 
Wystąpienie zjawiska utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie 

przeciwnowotworowe (lekooporność) związane jest, m.in. z wystąpieniem nowych 

mutacji DNA, zmianami metabolicznymi w komórkach nowotworowych, inaktywacją 

leku, hamowaniem apoptozy komórek nowotworowych, przejściem nabłonkowo-

mezenchymalnym (EMT), heterogenicznością komórek tworzących masę guza, 

wpływem czynników epigenetycznych, jak również dowolną kombinacją wymienionych 

czynników [22, 23]. Należy także pamiętać o roli mechanizmów epigenetycznych 

zaangażowanych w utratę adekwatnej odpowiedzi na leczenie, w tym regulacji ekspresji 

genów przez cząsteczki miRNA [29].  

Utratę odpowiedzi na leczenie odnotowano m.in. w nowotworach 

ginekologicznych, w tym w raku endometrium, podkreślając wieloczynnikowy charakter 

obserwowanych zmian [30, 31].  

Obiecującym lekiem w terapii przeciwnowotworowej wydaje się salinomycyna, 

której jeden z mechanizmów działania jest związany z indukcją nieprawidłowej 

równowagi jonowej pomiędzy jonami sodu i potasu w błonach komórkowych,  

co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komórek nowotworowych [16]. 

Dane dotyczące wpływu salinomycyny na molekularne mechanizmy związane ze 

zjawiskiem lekooporności i udziałem szlaku kaspaz w raku endometrium są słabo 

poznane.  

 

Głównym celem pracy było wyznaczenie profilu ekspresji mRNA i miRNA 

związanych ze zjawiskiem lekooporności i szlaków sygnałowych zależnych od kaspaz w 

komórkach raka endometrium linii Ishikawa traktowanych salinomycyną w porównaniu 

do hodowli kontrolnej oraz określenie znaczenia SEMA3B w angiogenezie w kontekście 

raka endometrium.  

 

Ponadto dla realizacji celu nadrzędnego przyjęto następujące zadania badawcze:  

• Ocena wpływu salinomycyny na zmiany stężenia wybranych białek związanych   

ze zjawiskiem lekooporności w komórkach raka endometrium linii Ishikawa. 

• Ocena wpływu salinomycyny na zmiany aktywności kaspazy- 3, -8 i -9 w komórkach 

raka endometrium linii Ishikawa.   
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• Ocena zmian ekspresji SEMA3B w materiale klinicznym – próbkach raka 

endometrium w stopniach histopatologicznego zróżnicowania G1-G3 i preparatach 

uzyskanych od grupy kontrolnej. 
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3. Materiał i metody 

3.1. Hodowla komórkowa raka endometrium linii Ishikawa eksponowanej na 

salinomycnę 

 
Komórki raka endometrium linii Ishikawa (European Collection of Authenticated 

Cell Cultures (ECACC 99040201) traktowano salinomycyną w stężeniu 1 μM przez 12, 

24 i 48 godzin. Kontrolę stanowiły komórki raka endometrium nie eksponowane na 

działanie salinomycyny. Hodowlę prowadzono w warunkach 37°C w atmosferze 5% CO2 

z wykorzystaniem dedykowanego dla niniejszej linii komórkowej medium hodowlanego 

Minimum Essential Medium (MEM), które zostało wzbogacone o 2 mM glutaminy, 1% 

roztwór niezbędnych aminokwasów (NEAA, ang. non-essential amino acid) oraz 5%  

roztwór płodowej surowicy bydlęcej (FBS, ang. fetal bovine serum). Eksperyment został 

wykonany w trzech powtórzeniach technicznych w 6-dołkowych szalkach.  

 
3.2. Ekstrakcja całkowitego RNA wraz z oceną jakościową i ilościową ekstraktów 
 

Do ekstrakcji całkowitego RNA z komórek raka endometrium traktowanych 

salinomycyną wykorzystano zmodyfikowaną metodę Chomczyńskiego-Sacchi  

i odczynnik TRIzol (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). Procedurę izolacji kwasu 

nukleinowego przeprowadzono zgodnie z rekomendacjami producenta. W pierwszym 

dniu ekstrakcji RNA do osadów komórkowych dodano 1 ml odczynnika TRIzol, 200 µl 

chloroformu, 500 µl alkoholu izopropylowego. Następnego dnia po 12 godzinnej 

inkubacji supernatantu z izopropanolem w temperaturze +40C, supernatant został 

zdekantowany, a osad dwukrotnie przemyty 1 ml 70% alkoholu etylowego. W kolejnym 

etapie    którego 1 ml został dodany osadu komórkowego. W dalszej kolejności osady 

komórkowe pozostawiono do całkowitego wysuszenia w celu całkowitego odparowania 

alkoholu etylowego. Ostatni etap polegał na oczyszczeniu otrzymanych ekstraktów RNA 

przy użyciu zestawu firmy Qiagen: RNeasy Mini Kit. Suche ekstrakty RNA były 

przechowywane w temperaturze -700C do czasu dalszych analiz.  

W celu przeprowadzenia kwalifikacji ekstraktów RNA do dalszych etapów analizy 

molekularnej suche ekstrakty RNA zostały rozpuszczone w 50 µl sterylnej, 

dejonizowanej wody (ddH2O). Ocena jakościowa ekstraktów związana była z 

przeprowadzeniem rozdziału elektroforetycznego ekstraktów w 1 % żelu agarozowym 

wybarwionym bromkiem etydyny w celu uwidocznienia w świetle UV-VIS frakcji 18S 

rRNA i 28S rRNA. Z kolei ocena ilościowa ekstraktów RNA polegała na analizie 
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spektrofotometrycznej przy długości fali 260nm (A260) oraz określeniu zanieczyszczenia 

ekstraktów białkiem poprzez określenie stosunku A260/A280. 

 

3.3. Wyznaczenie mikromacierzowego profilu ekspresji mRNA i miRNA w 

komórkach raka endometrium traktowanych salinomycyną 

 
Wyznaczenie mikromacierzowego profilu wzorca ekspresji transkryptomu mRNA 

w hodowli raka endometrium linii Ishikawa eksponowanej na salinomycynę w 

porównaniu do hodowli kontrolnej  przeprowadzono przy użyciu mikromacierzy HG-U 

133_A2 (Affymetrix, Santa Clara, CA) i zestawu odczynników GeneChip ™ HT 3 'IVT 

PLUS (Thermo Fisher, numer katalogowy 902416).  

Analiza obejmowała użycie 8 μg całkowitego RNA, będącego matrycą do syntezy 

dwuniciowego cDNA. W drugim etapie przystąpiono do syntezy biotynylowanego cRNA 

oraz jego pofragmentowania. Kolejny etap był związany z 16-godzinną hybrydyzacja z 

sondami, umieszczonymi na płytce mikromacierzowej HG-133A_2.0. W dalszych 

etapach przeprowadzono: płukanie i barwienie kompleksem streptawidyna–fikoerytryna, 

zgodnie z zaleceniami producenta.  

Analiza porównawcza transkryptomu została przeprowadzona dla mRNA 

reprezentujących geny kodujące białka związane ze zjawiskiem lekooporności (praca 1) 

oraz kaspazami (praca 2), które zostały wybrany na podstawie bazy danych Affymetrix 

NetAffx™ Analysis Center database (http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx). 

Analizę profilu ekspresji miRNA odpowiedzialnych za regulację wytypowanych 

genów przeprowadzono z wykorzystaniem mikromacierzy GeneChip miRNA 2.0 Array 

(Affymetrix, Santa Clara, CA). Pierwszy krok obejmował znakowanie miRNA biotyną 

poprzez poliadenylację i ligację. Ocenę skuteczności znakowania zweryfikowano przy 

użyciu testu ELOS QC (FlashTagBiotin HSR RNA Labeling Kit, Affymetrix). Następnie 

przeprowadzono hybrydyzację wyznakowanych cząsteczek miRNA  i sond znajdujących 

się na płytce.  W ostatnim etapie mikromacierze miRNA zostały zeskanowane z 

wykorzystaniem skanera GeneArray Scanner 3000 7G (Agilent Technologies, CA). 

 
3.4. Łańcuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzona odwrotną 

transkrypcją 

 
W oparciu o łańcuchową reakcję polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzonej 

odwrotną transkrypcją (RTqPCR) określono zmiany profilu ekspresji mRNA TUFT1, 

http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx
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MTMR11, SLC30A5 (praca 1) oraz CASP3, CASP8, CASP9,  Bcl-2l, Bcl-w, Bax i Bak 

(praca 2).  

W obu pracach, beta-aktyna (ACTB) została wykorzystana jako kontrola 

endogenna, a zmiany aktywności transkrypcyjnej wytypowanych genów w hodowli 

komórek raka endometrium linii Ishikawa eksponowanej na salinomycynę w porównaniu 

do kontroli przedstawiono jako wielokrotność zmiany ekspresji genu (FC, ang. Fold 

Change; 2-ΔΔCt).  

Profil termiczny reakcji był następujący: odwrotna transkrypcja (45ºC przez  

10 min), aktywacja polimerazy DNA (95ºC przez 2 min), 40 trzyetapowych cykli: 

denaturacja (95ºC przez 5 s), przyłączenie starterów (60ºC przez 10 s), elongacja (72ºC 

przez 5 s). 

W reakcji RTqPCR wykorzystano zestaw odczynników SensiFAST SYBR No-

ROX One-Step Kit (Bioline, London, UK). W tabeli I przedstawiono sekwencje 

nukleotydowe starterów wykorzystanych w reakcji RTqPCR. 

 
 
Tabela I Sekwencja nukleotydowa starterów wykorzystanych w reakcji RTqPCR 

mRNA Sekwencja nukleotydowa starterów 
TUFT1 Forward 5` - ATTTTGGTTTTGAATGATTTTGTAG- 3`  

Reverse 5` - AACACACCTATAATCCCAACTACTC- 3` 
MTMR11 Forward 5` - TGGATGGTAGTGGAATTAGGATATT - 3` 

Reverse 5`- AACCTCAAAACCAACTCTAAACAAC - 3` 
SLC30A5 Forward 5` - GTTTTTGTTATGGGGGAGTGA - 3` 

Reverse 5` - CAACTTTTAAAAAATCATATAATTC – 3` 
CASP3  Forward 5` - AGGATGGTTTTTGGTTTATTTAGT- 3` 

Reverse 5` - AAACTCAAATTCTATTACCACCTTTC- 3` 
CASP8 Forward 5` - TTTTTTTGATTGATGGTGTTATTTT- 3` 

Reverse 5` -  AACCCCTATAATCCCAACTACTC- 3` 
CASP9 Forward 5` - TGAGTATGGAGTTTTGTGGTTATTG- 3` 

Reverse 5` - AACCAACACCATTTTCTTAACAATC- 3` 
Bcl-2l Forward 5` - ATTTAGAGTTTTGGATTTAGGAGAA- 3` 

Reverse 5` - ACTAAAAAATAAACCCAACAAAACC- 3` 
Bcl-w Forward 5` - AGATGGAATTATTGGTGGGATAAG- 3` 

Reverse 5` - AAAAAACCCCTACAATTACCAAAAC- 3` 
Bax Forward 5` - TTGTTTTAGGGTTTTATTTAGGATC- 3` 

Reverse 5` - ACTCCATATTACTATCCAATTCGTC- 3` 
Bak Forward 5` - ATTTAGATGTCGGGAATGTATTGAC- 3` 

Reverse 5` - ATAAAAAACGAAATCAACCTACCG- 3` 
ACTB Forward: 5’-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’ 

Reverse: 5’-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’. 
Forward – starter sensowny, Reverse – starter antysensowny 
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3.5. Test immunoenzymatyczny ELISA 

 
Test immunoenzymatyczny ELISA został przeprowadzony w celu oceny zmiany 

profilu stężeń TUFT1 (TUFT ELISA kit Human Tuftelin (TUFT) ELISA Kit; # 

MBS2104898), MTMR11 (MTMR11, Polyclonal Antibody; #MBS7000832) and 

SLC30A5 (SLC30A5, Monoclonal Antibody; MBS6001665) zgodnie z protokołem 

producenta (MyBioSource, Inc. ,San Diego, CA, USA). Oznaczenia zostały 

przeprowadzone w temperaturze pokojowej, a stężenie wymienionych białek zostało 

oznaczone z wykorzystaniem krzywej wzorcowej przy długości fali 450 nm. 

  

3.6. Aktywność kaspazy-3, -8 i -9 
 

Aktywność kaspazy-3, -8 i -9 została oznaczona kolorymetrycznie w lizacie 

komórkowym z wykorzystaniem komercyjnie dostępnego zestawu odczynników.  

Do oceny aktywności kaspazy 8 i 9 wykorzystano zestaw Caspase-8/Caspase-9 

Colorimetric Assay Kit (RD Systems, Minneapolis, USA),podczas gdy dla kaspazy 9 

został użyty zestaw EnzChek® Caspase-3 Assay Kit #1 (Molecular Probes. Minneapolis. 

Willow Creek Rd. USA) zgodnie z zaleceniami producenta. Aktywność kaspazy 8 i 9 

oznaczono przy długości fali λ = 405 nm, a kaspazy 9 przy długości fali  

λ = 520 nm. 

 
3.7. Materiał kliniczny – próbki endometrium zmienione nowotworowo i 

prawidłowe 
 

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgodę Lokalnej Komisji Bioetycznej Śląskiego 

Uniwersytetu Medycznego w Katowicach nr: KNW/0022/KB/237/16. 

 

3.7.1. Grupa badana  
 

Do grupy badanej włączonych zostało 45 pacjentek z rozpoznanym rakiem 

endometroidalnym endometrium, w wieku powyżej 45 lat, w tym 17 pacjentek z rakiem 

w stopniu histopatologicznego zróżnicowania G1, 15 pacjentek z rakiem w stopniu G2  

i 13 pacjentek z rakiem w stopniu G3. Próbki zostały uzyskane w trakcie zabiegu 

histerektomii i następnie ocenione pod względem histopatologicznym, co pozwoliło  

na podział preparatów względem stopnia histopatologicznego zróżnicowania raka 

endometrium.  
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Kryteria włączania z grupy badanej były następujące: 

• Wiek powyżej 45 lat; 

• Rozpoznanie raka endometroidalnego endometrium, potwierdzone w badaniu 

histopatologicznym; 

• BMI<40; 

• Potwierdzenie braku rozsiewu nowotworowego w przedoperacyjnych badaniach 

obrazowych; 

• Niestosowanie hormonalnej terapii zastępczej w okresie ostatnich 5 lat; 

• Wyrażenie świadomej, dobrowolnej zgody na udział w badaniu. 

 

Kryteria wyłączania z grupy badanej były następujące: 

• Wiek poniżej 45 lat; 

• Przerost endometrium z antypią lub bez niej; 

• Rozpoznanie raka innego niż gruczolakorak endometrium; 

• Skrajna otyłość (BMI>40); 

• Stosowanie hormonalnej terapii zastępczej w okresie ostatnich 5 lat; 

• Stwierdzenie nieoperacyjności nowotworu; 

• Potwierdzenie rozsiewu nowotworowego w przedoperacyjnych badaniach 

obrazowych; 

• Brak wyrażenia świadomej, dobrowolnej zgody na udział w badaniu. 

 

3.7.2. Grupa kontrolna 
 

Do grupy kontrolnej włączono 15 pacjentek, u których preparaty endometrium 

zostały pobrane w trakcie histerektomii wykonanej z powodów nieonkologicznych. 

 

Kryteria włączania z grupy kontrolnej były następujące: 

• Wiek powyżej 45 lat; 

• Wykluczenie chorób nowotworowych; 

• BMI<40; 

• Niestosowanie hormonalnej terapii zastępczej w okresie ostatnich 5 lat; 

• Wyrażenie świadomej, dobrowolnej zgody na udział w badaniu. 
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Kryteria wyłączania z grupy badanej były następujące: 

• Wiek poniżej 45 lat; 

• Rozpoznanie choroby nowotworowej; 

• Skrajna otyłość (BMI>40); 

• Stosowanie hormonalnej terapii zastępczej w okresie ostatnich 5 lat; 

• Brak wyrażenia świadomej, dobrowolnej zgody na udział w badaniu. 

 
 
3.8. Badanie immunohistochemiczne 
 

W niniejszej pracy wykorzystałem gotowe bloczki parafinowe, zdeponowane  

w archiwum Pracowni Patomorfologii Beskidzkiego Centrum Onkologii w Bielsku-

Białej, na co uzyskałem stosowne zgody.  Z tych bloczków parafinowych wykonano 

preparaty do barwienia immunohistochemicznego z wykorzystaniem przeciwciał 

specyficznych dla SEMA3B. Z uwagi na retrospektywny charakter badania, uzyskanie 

dodatkowej zgody Komisji Bioetycznej nie było konieczne. 

Z każdego bloczka parafinowego zostały wykonane trzy preparaty mikroskopowe.  

W pierwszym etapie preparaty inkubowano w łaźni wodnej w buforze cytrynianowym  

o pH 6 w temperaturze 950C,  a następnie preparaty schłodzono. Następnie preparaty 

przemywano roztworem soli fizjologicznej (PBS, ang. Phosphate-buffered saline),  

a miejsca niespecyficznego związania przeciwciała blokowano wykorzystując 1% 

roztwór surowiczej albuminy wołowej (ang. BSA, ang. Bovine Serum Albumin) w PBS 

przez 30 minut w temperaturze pokojowej. W dalszej kolejności, na skrawki naniesiono 

poliklonalne pierwszorzędne królicze przeciwciało anty-SEMA3B (Novus Biological, 

Warszawa, Polska) i inkubowano przez 20 godziny w temperaturze 400C.  Po tym czasie, 

aktywność endogennej persokydazy została zablokowana poprzez inkubację w 0,3% 

(v/v) roztworze nadtlenku wodoru w 0,1% roztworze NaN3 w PBS przez 10 minut.  

W celu uwidocznienia związanych przeciwciał SEMA3B wykorzystano kompleks 

awidyna-biotynylowana peroksydaza (ABC; Vectastatin, Elite ABC Kit, Vector 

Laboratories). W celu wizualizacji kompleksu ABC wykorzystano substrat peroksydazy 

zawierający 3,3-diaminobenzydynę (DAB) i nadtlenek wodoru zgodnie z rekomendacją 

producenta. W ostatnim etapie preparaty podbarwiono hematoksyliną Gilla, odwodniono 

i zamykano.  
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Równolegle wykonano kontrolę negatywną na każdym szkiełku, co pozwoliło 

uwidocznić niespecyficzne wiązanie przeciwciała pierwszorzędowego.  

Mikroskop Nikon Eclipse E200  z kamerą cyfrową DS.-Fil (Nikon) został wykorzystany 

do wykonania dokumentacji fotograficznej. Z każdego odczytu wykonano 15 zdjęć 

(powiększenie 200x; obiektyw 20x; okular 10x). 

Natomiast, w oparciu o program komputerowy NIS-AIR (Nikon) wyznaczono gęstość 

optyczną produktu reakcji immunoenzymatycznej.  
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3.9. Analiza statystyczna 
 

Analiza statystyczna wyników została przeprowadzona z wykorzystaniem 

Transcriptome Analysis Console (Thermo Fisher, USA) oraz programu STATISTICA 13 

(StatSoft, Kraków, Polska). Wszystkie analizy statystyczne przyjęto przy założeniu progu 

istotności statystycznej na poziomie p<0,05.   

W pierwszej kolejności oceniono spełnienie założeń normalności rozkładu 

uzyskanych danych testem Shapiro-Wilka. W związku z tym, że dla danych 

mikromacierzowych, uzyskanych z testu RTqPCR i ELISA założenia testu zostały 

spełnione, dalsze etapy analizy statystycznej przeprowadzono z wykorzystaniem metod 

parametrycznych – jednoczynnikowej analiz wariancji ANOVA i testu post-hoc Tukey`a. 

Homogenność wariancji zweryfikowano testem Levene`a. 

 Analizę predykcyjną oddziaływania pomiędzy mRNA i miRNA przeprowadzono 

w oparciu o  algorytm miRanda-mirSVR (microrna.org), przyjmując wartość mirSVR ≤ 

0,1 jako punkt odcięcia. 

 Z kolei w przypadku oceny stężenia SEMA3B w preparatach raka endometrium  

i kontrolnych wykorzystano nieparametryczne metody statystyczne.  

Wyniki przedstawiono jako mediana (Me), kwartyl dolny (Q1) i górny (Q3). W celu 

wskazania statystycznie istotne różnice w ekspresji SEMA3B w próbkach badanych  

i kontrolnych wykorzystano test Kruskala-Wallisa, stanowiący nieparametryczny 

odpowiednik analizy wariancji ANOVA, a następnie test post-hoc  Dunn`a. 
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4. Wyniki 

 
4.1. Analiza profilu ekspresji ocenianych mRNA w hodowli komórkowej raka 

endometrium linii Ishikawa eksponowanych na salinomycynę w porównaniu do 

hodowli kontrolnej. 

 
4.1.1. Aktywność transkrypcyjna genów związana ze zjawiskiem lekooporności  

w komórkach raka endometrium pod wpływem salinomycyny w porównaniu  

do komórek nietraktowanych lekiem 

 

Na podstawie bazy danych Affymetrix stwierdzono, że 47 z 22227 mRNA 

obecnych na płytce mikromacierzowej jest związanych ze zjawiskiem lekooporności.  

W celu porównania wszystkich badanych grup transkryptomów z hodowlą kontrolną i 

stwierdzenia dla których mRNA różnice ekspresji są znamienne (p<0,05) 

przeprowadzono jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA z poprawką Benjamini-

Hochberg`a. Zaobserwowano, że jest 17 mRNA różnicujących hodowlę eksponowaną na 

salinomycynę w porównaniu z do hodowli kontrolnej raka endometrium (p <0,05). 

Następnie przeprowadzono test post-hoc Tukeya. Ten etap analizy statystycznej pozwolił  

na wskazanie liczby mRNA specyficznie różnicujących hodowlę komórkową raka 

endometrium  

z lekiem od kontroli. Odnotowano, że liczba mRNA różnicujących komórki raka 

endometrium eksponowanych na salinomycynę w porównaniu z hodowlą kontrolną dla 

każdego czasu inkubacji komórek z lekiem jest następująca: H_12 vs K - 9 mRNA , H_24 

vs K - 7 mRNA, H_48 vs K - 1 mRNA.  

Zaobserwowano, że 4 z 9 różnicujących mRNA były charakterystyczne dla  

12-godzinnej ekspozycji komórek na salinomycynę i odpowiadały genom: TUFT1, 

ABCB1, MTMR11, MX2.  

Dla 24 godzinnej inkubacji komórek z lekkim charakterystyczne były geny TUFT1, 

MYD88, natomiast dla hodowli raka endometrium eksponowanej na lek przez 48 godzin 

w porównaniu z hodowlą kontrolną charakterystyczny był gen SLC30A5.  

Nie było wspólnego mRNA różnicującego hodowlę raka endometrium z salinomycyną 

od kontroli niezależnie od czasu ekspozycji komórek na lek.  

Wzorzec ekspresji mRNA TUFT1, ABCB1, MTMR11 wyznaczonych półilościową 

techniką mikromacierzy ekspresyjnych potwierdzono techniką RTqPCR. 
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4.1.2. Aktywność transkrypcyjna genów szlaku kaspaz w komórkach raka 

endometrium pod wpływem salinomycyny w porównaniu do komórek 

nietraktowanych lekiem 

 

 

Na podstawie bazy danych Affymetrix stwierdzono, że 59 z 22227 mRNA 

obecnych na płytce mikromacierzowej jest związanych ze szlakami sygnalizacyjnymi 

zależnymi od kaspaz. W celu porównania wszystkich badanych grup transkryptomów  

z hodowlą kontrolną i stwierdzenia dla których mRNA różnice ekspresji są znamienne 

(p<0,05) przeprowadzono jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA z poprawką 

Benjamini-Hochberg`a. Zaobserwowano, że 14 mRNA różnicuje hodowlę eksponowaną 

na salinomycynę w porównaniu z do hodowli kontrolnej raka endometrium (p <0,05). 

Następnie przeprowadzono test post-hoc Tukeya. Ten etap analizy statystycznej pozwolił 

na wskazanie liczby mRNA specyficznie różnicujących hodowlę komórkową raka 

endometrium z lekiem od kontroli. Odnotowano, że liczba mRNA różnicujących komórki 

raka endometrium eksponowanych na salinomycynę w porównaniu z hodowlą kontrolną 

dla każdego czasu inkubacji komórek z lekiem jest następująca: H_12 vs K - 8 mRNA , 

H_24 vs K - 10 mRNA, H_48 vs K - 3 mRNA. 

Zaobserwowano, że 5 z 14 różnicujących mRNA różnicowało hodowlę raka 

endometrium linii Ishikawa niezależnie od czasu inkubacji komórek z lekiem  

i odpowiadały genom:  CASP3, CASP8,i CASP9.  

Profil ekspresji mRNA CASP3, CASP8 i CASP9 wyznaczonych techniką 

mikromacierzy potwierdzono techniką RTqPCR. 

 

4.1.3. Zmiany profilu ekspresji wybranych genów pro- i antyapoptotycznych  

w hodowli komórek raka endometrium eksponowanej na salinomycynę w 

porównaniu do hodowli kontrolnej 

 

W celu potwierdzenia lub wykluczenia indukcji przez salinomycynę apoptozy 

poprzez szlak mitochondrialnych w hodowli raka endometrium linii Ishikawa oceniono 

profil ekspresji genów Bcl-2l i Bcl-w (antyapoptotyczne) oraz Bax i Bak 

(proapoptotyczne). 
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Stwierdzono, że dodanie salinomycyny do hodowli komórkowej związane było  

ze zwiększeniem aktywności transkrypcyjnej genów kodujących białka proapoptotyczne  

z równoczesnym wyciszeniem ekspresji genów kodujących białka antyapoptotyczne.  

Analiza statystyczna wykazała, że ekspresja genów należących do rodziny białek  

BCL-2 była istotnie statystycznie wyższa w hodowli komórek raka endometrium 

eksponowanej na salinomycynę w porównaniu do hodowli kontrolnej (p<0,05).  Ta część 

analizy molekularnej sugeruje, że salinomycyną indukuje zaprogramowaną śmierć 

komórki głównie poprzez ścieżkę zależną od mitochondriów. 

 

4.2. Mikromacierzowy profil miRNA różnicujących hodowlę raka endometrium 

linii Ishikawa eksponowaną na salinomycynę w porównaniu do hodowli kontrolnej 

 

4.2.1. Profil ekspresji miRNA potencjalnie regulujących ekspresję wybranych 

mRNA związanych ze zjawiskiem lekooporności w komórkach raka endometrium 

eksponowanych na salinomycynę w porównaniu do hodowli kontrolnej 

 
Na podstawie analizy mikromacierzowego profilu ekspresji miRNA różnicujących 

hodowlę komórkową Ishikawa eksponowaną na salinomycnę w porównaniu do hodowli 

kontrolnej i uwzględniając wartość parametru miRSVR największe prawdopodobieństwo 

wpływu stwierdzono między mRNA TUFT1 a hsa-miR-3188 (FC + 2,48), mRNA 

MTMR11 i hsa-miR-16 (FC -1,74)  oraz między mRNA SLC30A5 a hsa-miR-30d  

(FC -2.01). 

 

4.2.2. Profil ekspresji miRNA potencjalnie regulujących ekspresję CASP3, CASP8, 

CASP9 w komórkach raka endometrium eksponowanych na salinomycynę w 

porównaniu do hodowli kontrolnej 

 
Najwyższe prawdopodobieństwo wpływu oddziaływani na ekspresję mRNA CASP3 

zaobserwowano dla hsa-miR-30d (średnia wartość FC -2,01).  

Z kolei największe prawdopodobieństwo wpływu na profil ekspresji mRNA CASP8 

odnotowano dla hsa-miR-21 (średnia wartość FC +1,31) a ekspresja mRNA CASP9 

wydaje się być potencjalnie regulowana przez hsa-miR-1271 (średnia wartość FC +1,71). 
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4.3. Ocena aktywności kaspazy-3, -8 i -9 w komórkach raka endometrium 

traktowanych salinomycyną w porównaniu do hodowli kontrolnej 

 
Zaobserwowano, że salinomycyna istotnie statystycznie zmienia aktywność 

kaspazy- 3 i  -9 (p<0,05), podczas gdy aktywność kaspazy-8 pozostaje na zbliżonym 

poziomie jak w hodowli kontrolnej. 

 12-godzinna inkubacja komórek z lekiem skutkowała wzrostem aktywności 

kaspazy-3 o 36.52±0.46% w porównaniu do kontroli. Dalszy wzrost aktywności  

tej kaspazy został odnotowany także dla dłuższej ekspozycji komórek na lek,  

a mianowicie po 24 godzinach obserwuje się wzrost o 46.89±1.52% w porównaniu  

do kontroli a po 48 godzinach o 56,63±0,53% w porównaniu do hodowli kontrolnej. 

Również dla kaspazy-9 stwierdzono wzrost jej aktywności niezależnie od czasu 

ekspozycji komórek na lek w porwaniu do hodowli kontrolnej, po 12 godzinach  

o 25.33±0.48%, po 24 godzinach o 41.41±2.11% a po 48 godzinach o 31.04±0.09%. 

 

4.4. Profil stężeń białek TUFT1, MTMR11, SLC30A5 w hodowli raka 

endometrium eksponowanej na salinomycynę w porównaniu do hodowli kontrolnej 

wyznaczony metodą ELISA 

 
Na podstawie uzyskanych wyników można zaobserwować, iż dodanie 

salinomycyny do hodowli raka endometrium linii Ishikawa skutkowało obniżeniem 

stężenia białek TUFT1 i MTMR11 i zwiększeniem stężenia białka SLC30A (p<0,05).  

W odniesieniu do białka TUFT1 w hodowli kontrolnej jego stężenie wynosiło ok. 

7 ng/ml, podczas gdy po 12 i 24 godzinnej inkubacji komórek z lekiem odnotowano 

stężenie tego białka na poziomie ok. 3 ng/ml. Z kolei, 48 godzinna ekspozycja komórek 

na lek wiązała się z relatywnie niewielkim zwiększeniem stężenia białka TUFT1  

do 4,2 ng/ml. 

Również  w przypadku białka MTMR11 po 12 godzinach ekspozycji komórek raka 

endometrium na salinomycynę zaobserwowano spadek jego stężenia o ok. 9 ng/ml  

w porównaniu do kontroli. Po 24 godzinach stężenie białka MTMR11 wynosiło ok. 3,7 

ng/ml a po 48 godzinach inkubacji komórek z lekiem 4 ng/ml. 

Z kolei stężenie białka SLC30A uległo zwiększeniu pod wpływem salinomycyny 

(K- 4 ng/ml, 12h – 12,2 ng/ml, 24h – ok. 8 ng/ml, 48h – ok. 6 ng/ml). 
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4.5. Zmiany profilu ekspresji SEMA3B w próbkach raka endometrium  
i kontrolnych. 

 
 

Ekspresję SEMA3B zaobserwowano w błonie macicy komórek gruczołowych 

tylko w próbkach kontrolnych. Jednakże w komórkach nowotworowych ekspresję 

SEMA3B odnotowano niezależnie od stopnia histopatologicznego zróżnicowania raka 

endometrium (G1>G2>G3). Stwierdzono, że gęstość optyczna produktu reakcji 

immunohistochemicznej SEMA3B w komórkach nowotworowych preparatów raka 

endometrium w stopniu G1 była na zbliżonym poziomie co w błonie macicy komórek 

gruczołowych preparatów kontrolnych (Me= 159,09 vs. 162,26). Można także 

zaobserwować, iż próbkach G2 i G3 gęstość optyczna produktu reakcji uwidoczniona  

w komórkach rakowych jest niższa niż w preparatach G1 i kontroli, osiągając 

odpowiednio 85% i 70% kontroli. Wykazano także ekspresję SEMA3B w komórkach 

śródbłonka i zrębu zarówno w próbkach badanych i kontrolnych. W przypadku komórek 

śródbłonka zaobserwowano następującą tendencję zmiany wzorca ekspresji ocenianego 

białka, tj. G3>G1>G2>K, a dla komórek zrębu G2>G1>G3>C. 

W komórkach śródbłonka gęstość optyczna produktu reakcji SEMA3B  

w preparatach G1 była wyższa o ok. 20% w porównaniu z grupą kontrolną, podczas gdy 

w próbkach zakwalifikowanych do stopnia zróżnicowania G2 ekspresja SEMA3B była 

podobna jak w kontroli, a w preparatach G3 wyższa niż w pozostałych grupach. 

Natomiast, gęstość optyczna produktu reakcji SEMA3B w komórkach zrębu 

próbek G1 była o 40% wyższa niż w grupie kontrolnej i około 50% wyższa w próbkach 

raka endometrium G2 niż w próbkach stanowiących kontrolę. Z kolei w preparatach raka 

endometrium z stopniu zróżnicowania  G3 poziom ekspresji SEMA3B w komórkach 

zrębu był na poziomie obserwowanym w preparatach G1. 
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5. Dyskusja 

 
Problemem efektywnej terapii w chorobach nowotworowych jest nabywanie przez 

komórki tworzące guz oporności na stosowane leczenie [2, 3]. Rozwój biologii 

molekularnej, w tym upowszechnienie technik pozwalających określać zmiany  

na poziomie genomu, transkryptomu i proteomu pozwalają dokładniej poznać 

molekularny mechanizm działania cytostatyków oraz wskazać zmiany leżące u podstaw 

utraty wrażliwości na leczenie [18]. Lekiem. z którym wiązane są ogromne nadzieje 

przezwyciężenia lekooporności jest salinomycyna [19, 20].   

Niemniej jednak ważnym wydaje się określenie czy i jeśli tak, w jaki sposób 

salinomycyna wpływa na profil ekspresji mRNA kodujących białka związane  

z lekoopornością oraz miRNA regulujących ich ekspresję. W tym celu przeprowadzono 

analizę mikromacierzową transkryptomu mRNA i miRNA mających związek  

z opornością lekową. Prezentowane wyniki wydają się być pierwszymi dotyczącymi  

oceny zmian ekspresji genów związanych z lekoopornością w raku endometrium podczas 

stosowania salinomycyny.  

Zaobserwowano zmniejszenie liczby różnicujących mRNA hodowlę komórek raka 

endometrium eksponowanych na lek w porównaniu do hodowli kontrolnej  

wraz z wydłużaniem czasu inkubacji, co może wynikać ze zmniejszającego się stężenia 

leku w środowisku komórek nowotworowych. Wykazano, że tylko dla 3 mRNA, 

mianowicie  TUFT1, MTMR11, SLC30A5 spośród 17 zdefiniowanych jako różnicujące, 

krotność zmiany ekspresji była na poziomie równym lub większym niż 2,0. 

mRNA TUFT1 koduje tuftelinę, białko pełniące istotną rolę w procesach 

przebudowy, mineralizacji szkliwa. Wskazuje się jednak na udział TUFT1 w procesie 

kancerogenezy. Dou i wsp. opisują podwyższoną ekspresję TUFT1 w komórkach raka 

wątroby, co koreluje z niekorzystnym rokowaniem. Zaobserwowali oni także, iż istotny 

w procesie indukcji i utrwaleniu stanu hipoksji w mikrośrodowisku guza promotor genu 

HIF1α (ang. Hypoxia-inducible factor 1α) wykazuje powinowactwo do TUFT1. 

Wskazują oni, że tuftelina nasila ekspresję HIF1α, co sprzyja proliferacji komórek 

nowotworowych oraz indukcji przejścia EMT poprzez aktywację szlaków 

Ca2+/PI3K/AKT and Snail . Dlatego też zahamowanie ekspresji tego genu wydaje się być 

interesującym celem terapii anty-nowotworowej [56].  

Stwierdzenie zmniejszenia aktywności transkrypcyjnej TUFT1 pod wpływem 

salinomycin sugeruje, że lek ten wykazuje zdolność do indukowania zmian  
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w mikrośrodowisku otaczającym komórki nowotworowe, zmniejszając stopień 

niedotlenienia.  

Z kolei Schulten i wsp. odnotowali wzrost ekspresji TUFT1 w nowotworowych 

liniach komórkowych indukowany metforminą [57], co wskazuje na plejotropowe 

działanie tufteliny i jej udział w kontroli metabolizmu.  

Liu i wsp. analizowali zmiany wzorca ekspresji  w potrójnie negatywnym raku 

piersi. Również oni odnotowali wzrost jej aktywności w próbkach nowotworowych. 

Przeanalizowali oni także mechanizm działania tufteliny na komórki, stwierdzając,  

że białko to jest inhibitorem szlaku zależnego od czynnika kappa B (NFkB) i czynników 

proapoptotycznych [58].  

Uwzględniając zatem te spostrzeżenia [56-58] wraz z zakwalifikowaniem  

na podstawie ontologii genowych mRNA TUFT1 do genów oporności lekowej, 

zasadnym wydaje się wniosek, że analiza ekspresji tego transkryptu może być 

użytecznym markerem molekularnym oceny efektywności leczenia anty-

nowotworowego. Uzyskane wyniki mogą wskazywać również,  

że salinomycyna zapobiega wystąpieniu lekooporności. Nie można  także, że ekspresja 

TUFT1 może być jednym z bardziej czułych markerów monitorowania warunków 

panujących w mikrośrodowisku guza [59]. 

Drugim z genów różnicującym hodowlę komórek raka endometrium z lekiem  

od kontroli był mRNA MTMR11 kodujące białko rodziny związane myotubularin (ang.  

myotubularin related protein 11). Ostatnie badania pokazują, że białka tej rodziny 

wykazują aktywność fosfatazy lipidowej wpływając na ekspresję 3-monofosforanu 

fosfatydyloinozytolu związanego ze szlakiem PI3K (ang. Phosphatidylinositol 3-kinase) 

[60]. Niewiele natomiast wiadomo na temat roli genu MTMR11 i kodowanego przez nie 

białka w kancerogenezie. Niemniej jednak w wielu typach nowotworów [61], w tym raku 

endometrium opisano nadmierne pobudzenie szlaku sygnalizacyjnego PI 3-kinase [62].  

Tym samym zmniejszenie ekspresji MTMR11 sugeruje wywieranie wpływu  

przez salinomycynę  na kaskadę PI3K, która wydaje się atrakcyjnym nowym  celem 

terapeutycznym w przypadku raka endometrium [63].  

Trzecim genem dla którego stwierdzono największą zmianę ekspresji  

był SLC30A5, kodujący białko uczestniczące w kontroli wypływu jonów cynku  

z komórki [64]. Białko to jest częścią większej rodziny transporterów cynku 

uczestniczących w nowotworzeniu i progresji raka.  
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Odnotowano, że podwyższona ekspresja SLC39A6, SLC30A5, SLC39A7, 

SLC39A9, SLC39A10 i SLC39A11 stanowi część mechanizmu adaptacyjnego komórek 

nowotworowych charakteryzujących się zwiększonym zapotrzebowaniem na cynk [65]. 

Singh i wsp. [66] zaobserwowali obniżenie ekspresji SLC30A5 w przypadku raka 

prostaty, które było większe w bardziej zaawansowanych klinicznie przypadkach raka 

stercza [66].  

Dlatego też zaobserwowany wzorzec ekspresji SLC30A5 w komórkach raka 

endometrium traktowanych salinomycyną potwierdza antynowotworowe działanie leku 

oraz dążenie komórek do osiągnięcia stanu homeostazy.  

Druga część analizy mikromacierzowej związanej ze zjawiskiem lekooporności 

miała na celu określić, które cząsteczki miRNA spośród różnicujących hodowlę raka 

endometrium eksponowaną na salinomycnę w porównaniu do hodowli kontrolnej  

są potencjalnie zaangażowane w regulację ekspresji mRNA TUFT1, MTMR11, SLC30A5.  

Na podstawie przeprowadzonej analizy predykcyjnej, największe powinowactwo 

stwierdzono pomiędzy TUFT1 i hsa- miR-3188 (FC + 2.48), MTMR11 i has-miR-16  

(FC -1.74) oraz pomiędzy  SLC30A5 i hsa-miR-30d (FC -2.01). Zestawiając ze sobą profil 

ekspresji mRNA i miRNA można potwierdzić regulacyjną rolę mechanizmu interferencji 

RNA na geny uczestniczące w indukcji lekooporności. 

Zhao i wsp. w swoich badaniach kierują uwagę, że zmniejszenie aktywności 

transkrypcyjnej miR-3188 jest niekorzystnym czynnikiem, gdyż sprzyja nadmiernej 

proliferacji komórek nowotworowo zmienionych oraz nabywaniu przez nie oporności  

na chemioterapeutyki [67].  

Z drugiej strony analiza Zhou i wsp. [68] wskazują, że to nadekspresja  

hsa-miR-3188 jest związana z procesem przerzutowania [68]. Nie wykluczone zatem,  

że rola miR-3188 w procesie nowotworzenia jest niejednoznaczna, i może zależeć  

od kontekstu biologicznego czy rodzaju tkanki objętej procesem transformacji 

nowotworowej.  

Wyciszenie ekspresji stwierdzono także w stosunku do hsa-miR-30d, opisywanego 

jako supresor proliferacji komórek nowotworowych i aktywator apoptozy [69]. 

Zmniejszona ekspresja hsa-miR-30d jest charakterystyczna dla procesu nowotworzenia  

i aktywacji procesu przejścia EMT [70].  

Niemniej jednak odnotowana w hodowli raka endometrium eksponowanego  

na salinomycnę w porównaniu do hodowli zmniejszona ekspresja tego miRNA 

koresponduje ze wzrostem ekspresji SLC30A5, co jest oczekiwanym rezultatem terapii 
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salinomycyną. Może to sugerować niewielki negatywny wpływ hsa-miR-30d  

na proliferację komórek raka endometrium.  

Ostatnim z różnicujących miRNA związanych z genami kodującymi białka, które 

uczestniczą w procesie nabywania oporności na leki przez komórki był hsa-miR-16d. 

Stwierdzono wyciszenie jego ekspresji, czemu towarzyszyło równoczesne obniżenie 

ekspresji genu MTMR11. Może to być związane z tym, że ekspresja tego genu 

najprawdopodobniej podlega regulacji w większej mierze przez metylację DNA [71].  

Sromek i wsp. [72] wskazali, że podwyższony poziom hsa-miR-16 w surowicy  

jest charakterystyczny dla nowotworzenia i ulega zmniejszeniu po usunięciu zmian 

nowotworowych w przypadku raka płuca [72]. Dlatego też mniejsza aktywność tego 

miRNA spowodowana salinomycyną jest zjawiskiem korzystnym. 

Przeprowadzona analiza mikromacierzowego profilu mRNA i miRNA związanych  

z lekoopornością potwierdza złożoność mechanizmów o kluczowej roli w procesie 

nowotworzenia i odpowiedzi na leczenia antynowotworowe.  

W kolejnym etapie badań przeanalizowano wpływ salinomycyny na szlaki 

sygnalizacyjne zależne od kaspaz, które zaangażowane są w proces apoptozy komórek  

w hodowli raka endometrium inkubowanych z lekiem w porównaniu do hodowli 

kontrolnej. Ponadto podjęto próbę określenia, który ze szlaków śmierci komórki – 

wewnętrzny czy zewnętrzny jest dominującym w przypadku raka endometrium podczas 

terapii salinomycyną oraz jakie jest znaczenie szlaku kaspaz w pojawieniu się utraty 

adekwatnej odpowiedzi na leczenie. 

Oceniając mikromacierzowy profil ekspresji genów szlaku kaspaz zaobserwowano, 

że CASP3, CASP8 i CASP 9 kodujące odpowiednio kaspazę 3, 8 i 9 w największym 

stopniu zmieniają swoją aktywność pod wpływem salinomycyny dodanej do hodowli 

komórek raka endometrium. 

Ho i wsp. w badaniach nad wpływem berberyny w kontekście raka języka 

stwierdzili, że wraz ze wzrostem czasu ekspozycji komórek raka języka na berberynę 

wzrost aktywności kaspazy 3, 8 i 9 jest większy w porównaniu do kontroli i krótszego 

czasu inkubacji, co jest po części zbieżne z wynikami uzyskanymi w ramach niniejszej 

pracy [73]. Z tego względu wydaje się, że salinomycyna indukuje apoptozę poprzez szlak 

wewnętrzny (mitochondrialny [74].  

Istotnym z punktu oceny efektywności terapii salinomycyną w przypadku raka 

endometrium jest fakt, że na podstawie uzyskanych wyników mikromacierzowego 
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profilu ekspresji wydaje się, że salinomycyna w trwały sposób indukuje zmiany  

w komórkach, w tym proces zaprogramowanej śmierci komórki.  

 Zhang i wsp. oceniali wpływ salinomycyny na profil ekspresji kaspaz i  innych 

białek szlaku apoptozy w modelu raka prostaty. Stwierdzili oni podwyższony poziom 

kaspazy 12 pod wpływem salinomycyny oraz obniżenie ekspresji kaspazy 3  

pod wpływem traktowania komórek równocześnie salinomycyną i  4-fenylomaślanem, 

co wskazuje, że antybiotyk jonoforowy nasila stres komórkowy, co prowadzi  

w konsekwencji do zmian w retikulum endoplazmatycznym i apoptozy [75].  

Zmiany w poziomie ekspresji i aktywności kaspaz zostały zaobserwowane  

już po 12- godzinnej inkubacji komórek raka endometrium linii Ishikawa z lekiem  

w porównaniu do hodowli kontrolnej. Widać również, że transkryptom to układ 

charakteryzujący się dynamizmem i plastycznością, a wybrany model badawczy – linia 

komórkowa Ishikawa jest użytecznym modelem badawczym.  

Ciekawe są także obserwacje Gao i wsp. [76], którzy odnotowali wzrost ekspresji 

kaspazy 3 i 9 na poziomie genu i białka w porównaniu do ekspresji kaspazy 8 [76].  

Zatem, można przypuszczać, że salinomycyna powoduje apoptozę komórek poprzez 

szlak wewnętrzny (mitochondrialny) nie tylko niezależnie od rodzaju nowotworu,  

ale również rodzaju komórek czy wyboru modelu doświadczalnego. Jest to ważne 

doniesienie, gdyż wskazuje, że zmiany ekspresji kaspazy 3 i 9 mogą być rozważane jako 

nowe uzupełniające markery odpowiedzi na terapię salinomycin.  

 W dalszej kolejności oceniono regulacyjny wpływ cząsteczek miRNA  

na ekspresję mRNA CASP-3, CASP-8 i CASP-9. 

Największe prawdopodobieństwo oddziaływania mRNA:miRNA zaobserwowano 

pomiędzy CASP3 (nadekspresja) i hsa-miR-30d (FC -2.01), CASP8 (wyciszenie 

ekspresji) i hsa-miR-21 (FC +1.39) oraz pomiędzy CASP9 (nadekspresja) i hsa-miR-1271 

(FC +1.71).  

Wskazuje się, że hsa-miR-30d jest ważnym, użytecznym markerem oceny 

zaawansowania zmian nowotworowych w raku prostaty. Nadekspresję tej cząsteczki 

miRNA odnotowano w grupie pacjentów z gorszym rokowaniem, którzy wymagali 

bardziej agresywnego leczenia [77].  

Zaobserwowana w ramach niniejszej pracy obniżona ekspresja hsa-miR-30d 

wskazuje na skuteczność salinomycyny, wrażliwość komórek raka endometrium na nią 

oraz indukcje przez lek apoptozy komórek nowotworowych. Poza tym rola miR-30d  

jest szeroko omawiana w kontekście regulacji proliferacji komórek, co z kolei może 
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sugerować, że również sama cząsteczka miRNA wpływa na proliferację, różnicowanie  

i śmierć komórkową [78,79].  

Z kolei dla dwóch kolejnych cząsteczek miRNA - hsa-miR-21 i hsa-miR-1271 

różnicujących hodowlę raka endometrium eksponowaną na salinomycynę od kontroli, 

odnotowano wzrost ich ekspresji. Rola hsa-miR-21 opisywana jest w kontekście 

receptorowego szlaku śmierci, aktywowanego przez ligand FAS, podczas gdy hsa-miR-

1271 związany jest z nabywaniem oporności na leczenie cisplatyną [80]. Jednak tylko  

w stosunku do hsa-miR-21 potwierdzono pierwotnie scharakteryzowaną funkcję miRNA, 

jako negatywnego regulatora ekspresji genu, w tym wypadku CASP8.  

Xu i wsp. [81] opisują bezpośredni związek między ekspresją  hsa-miR-21  

a CASP8, podkreślając, że nadekspresja hsa-miR-21 wiązała się ze wzrostem przeżycia  

i proliferacji komórek nowotworowych z równoczesną inhibicją apoptozy [81].  

Z tego względu, choć wydaje się, że salinomycyna wpływa przede wszystkim na 

mitochondrialny szlak śmierci, można przypuszczać, że w mniejszym stopniu przyczynia 

się regulacji szlaku receptorowego. Tym bardziej, że Liu i wsp. na podstawie swoich 

badań również postulują za rolą hsa-miR-21 w dwóch rodzajach szlaków apoptozy [82]. 

Pokazuje to złożony obraz pro-esu nowotworowego oraz wielokierunkowe działanie 

salinomycin. 

Ostatnim z różnicujących miRNA dla którego zaobserwowano największe 

prawdopodobieństwo oddziaływania z CASP9 jest hsa-miR-1271, wskazywany jako 

cząsteczka, której zmiany ekspresji są odzwierciedleniem wrażliwości komórek 

nowotworowych na chemioterapeutyki, proliferacji, apoptozy i przerzutowania komórek 

nowotworowych [83,84].  

W niniejszej pracy porównano także ekspresję SEMA3B w bioptatach uzyskanych 

podczas zabiegu histerektomii od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem endometrium  

i tych, uzyskanych od pacjentek operowanych z przyczyn innych niż onkologiczne.  

Na podstawie przeprowadzonych badań odnotowano ekspresję SEMA3B w komórkach 

nowotworowych endometrium, śródbłonka naczyniowego oraz zrębu guza, przy czym  

w komórkach raka endometrium największą ekspresję stwierdzono w stopniu G1,  

w komórkach zrębu w wycinkach G2, a w komórkach śródbłonka w próbkach raka o 

stopniu zróżnicowania G3.  

Ferrira i wsp. [85] przeanalizowali zmiany ekspresji SEMA3B w próbkach raka 

endometrium w fazie proliferacyjnej i wydzielniczej cyklu miesiączkowego. 

Zaobserwowali relatywnie wyższy poziom SEMA3B w bioptatach endometrium w fazie 
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proliferacyjnej. Jednkaże zmiany nie były znamienne statystycznie [85]. W badaniu 

immunohistochemicznym największą ekspresję SEMA3B zaobserwowałem w stopniu 

zróżnicowania G3 raka endometrium, co potwierdza udział niniejszego białka jako 

supresora wzrostu guza [86]. W stopniu G3 komórki endometrium pozbawione 

antyproliferacyjnego wpływu SEMA3B charakteryzują się największą hiperproliferacja.  

Obserwowany poziom ekspresji SEMA3B w próbkach raka G3 może być także 

wynikiem znacznego odróżnicowania komórek endometrium, a tym samym utraty 

prawidłowgo fenotypu i metabolizmu [87]. W konsekwencji dochodzi do zaburzenia 

transdukcji sygnału wzdłuż szlaków sygnalizacyjnych, uczestniczących w utrzymaniu 

homeostazy komórek. Potwierdza to złożony i plejotropowy charakter kaskad 

sygnałowych i procesów związanych z transformacją nowotworową [88,89,90].  

 Nguyen i wsp. [91] na podstawie przeprowadzonych badań dotyczących zmiany 

ekspresji SEMA3B i SEMA3F stwierdzili, iż ekspresja obu semaforyn zmniejsza się wraz 

ze wzrostem potencjału metastatycznego raku endometrium [91]. Także Osada i wsp. 

[92] stwierdzili istotne wyciszenie ekspresji SEMA3B w IV stopniu zaawansowania raka 

endometrium, stanowiąc niekorzystny marker rokowniczy progresji nowotworu [92]. 

Poza tym Joseph i wsp. [93] wykazali, iż zmiany profilu ekspresji SEMA3B mogą być 

brane pod uwagę jako uzupełniający marker molekularny w chorobach nowotworowych. 

Podkreślają także, że ta semaforyna pełni istotną rolę w uzyskaniu przez komórki raka 

jajnika potencjału do przerzutowania, jak także wskazują na istotne znaczenie estrogenów 

i gonadotropin w angiogenezie nowotworowej [93]. Obserwacja ta wydaje się tym 

bardziej istotna, gdyż oceniane przeze mnie wycinki raka endometroidalne endometrium 

są estrogenozależne [94,95].  

Varshavsky i wsp. [96] podkreślają rolę SEMA3B w hamowaniu angiogenezy [96], 

co w zestawieniu z otrzymanymi przeze mnie wynikami ekspresji w komórkach 

śródbłonka sugeruje, że wraz ze wzrostem stopnia odróżnicowania komórek raka 

endometrium (G1>G2>G3) nasileniu ulegają procesy neowaskularyzacji [97-101]. 

Należy mieć także na uwadze fakt, że SEMA3B nasila sekrecję interleukiny 8 (IL-8), 

wpływającej na zwiększenie migracji makrofagów do mikrośrodowiska guza, promując 

proces przerzutowania komórek tworzących masę guza. Podwyższony poziom IL-8 

dodatkowo hamują antyangiogenne właściwości SEMA3B [102]. W konsekwencji 

istnieje niekontrolowany, samonapędzający się proces umożliwiający dalszy wzrost guza 

i promujący jego agresywność [103]. 
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Podsumowując, analiza molekularna przeprowadzona w ramach niniejszej pracy 

wskazuje, że salinomycyna dodana do hodowli komórek raka endometrium indukuje 

zmiany ekspresji cząsteczek mRNA i miRNA związanych ze zjawiskiem lekooporności  

i zaprogramowanej śmierci komórki. Na podstawie uzyskanych wyników można 

przypuszczać, że w przypadku raka endometrium salinomycyna przeciwdziała 

wystąpieniu utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenia oraz indukuje apoptozę komórek 

głównie przez szlak mitochondrialny. Stwierdzono także, iż w przebiegu raka 

endometrium ekspresja SEMA3B jest odmienna niż w warunkach fizjologicznych. 

Potwierdzony został ścisły związek między potencjałem do przerzutowania  

a nasileniem procesu angiogenezy oraz występowanie interakcji pomiędzy szlakami 

sygnałowymi w procesie transformacji nowotworowej.  
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6. Wnioski 

 
1. Potwierdzono, że salinomycyna dodana do hodowli komódek raka endometrium linii 

Ishikawa indukuje zmiany w transkryptomie mRNA i miRNA, w tym związanym ze 

zjawiskiem lekooporności i szlaku kaspaz. 

2. Potwierdzono, że salinomycyna w największym stopniu zmienia profil ekspresji 

trzech genów związanych z utratą adekwatnej odpowiedzi na leczenie, mianowicie: 

TUFT1, MTMR11, SLC30A5. 

3. Potwierdzono wpływ salinomycyny na szlak sygnałowy zależny od kaspaz. 

Największe zmiany ekspresji zaobserwowano dla CASP3, CASP8, CASP9. 

4. Potwierdzono, że salinomycyna indukuje proces apoptozy komórek raka endometrium  

w głównej mierze przez szlak mitochondrialny. 

5. Największy związek pomiędzy mRNA i miRNA odnotowano dla par:  TUFT1 

 i hsa-miR-3188, MTMR11 i has-miR-16, SLC30A5 i hsa-miR-30d, CASP3   

i hsa-miR-30d, CASP8 i hsa-miR-21oraz pomiędzy CASP9 i hsa-miR-1271. 

6. Potwierdzono, iż w raku endometrium profil ekspresji SEMA3B jest odmienny niż  

w warunkach fizjologicznych i zależy od stopnia histopatologicznego zróżnicowania 

raka oraz rodzaju komórek, w których oceniono ekspresję SEMA3B.   

7. Ocenione w niniejszej pracy geny, cząsteczki miRNA i białka mogą być użytecznymi 

uzupełniającymi markerami w diagnostyce raka endometrium i detekcji lekooporności 

na leczenie. 
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8. Streszczenie 

 

Wstęp: Wystąpienie zjawiska utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie 

przeciwnowotworowe (lekooporność) związane jest, m.in. z wystąpieniem nowych 

mutacji DNA, zmianami metabolicznymi w komórkach nowotworowych, inaktywacją 

leku, hamowaniem apoptozy komórek nowotworowych, przejściem nabłonkowo-

mezenchymalnym (EMT), heterogenicznością komórek tworzących masę guza, 

wpływem czynników epigenetycznych, jak również dowolną kombinacją wymienionych 

czynników.  

Należy także pamiętać o roli mechanizmów epigenetycznych zaangażowanych  

w utratę adekwatnej odpowiedzi na leczenie, w tym regulacji ekspresji genów przez 

cząsteczki miRNA. 

Obiecującym lekiem w terapii przeciwnowotworowej wydaje się być 

salinomycyna, której jeden z mechanizmów działania jest związany z indukcją 

nieprawidłowej równowagi jonowej pomiędzy jonami sodu i potasu w błonach 

komórkowych, co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komórek nowotworowych.  

Semaforyny (SEMA) należą do grupy błonowych białek uczestniczących  

w regulacji takich procesów komórkowych jak: proliferacja, migracja komórek 

nowotworowych, angiogeneza. Uczestniczą także w procesie powstawania zjawiska  

lekooporności.  

Pomimo badań nad rolą SEMA3B w nowotworzeniu, na podstawie dostępnej 

literatury, związek między ekspresją SEMA3B a wskaźnikiem przeżycia całkowitego u 

pacjentów z rakiem endometrium nie został jeszcze ustalony. 

 

Cel: Głównym celem pracy było wyznaczenie profilu ekspresji mRNA i miRNA 

związanych ze zjawiskiem lekooporności i szlaków sygnałowych zależnych od kaspaz  

w komórkach raka endometrium linii Ishikawa traktowanych salinomycyną  

w porównaniu do hodowli kontrolnej.  

 

Materiał i metody: Hodowlę komórek raka endometrium linii Ishikawa eksponowano 

na salinomycynę w stężeniu 1 µM przez okres 12, 24 i 48 godzin w porównaniu  

do hodowli kontrolnej, którą stanowiły komórki nietraktowane lekiem.  

Do grupy badanej włączonych zostało 45 pacjentek z rozpoznanym rakiem 

endometroidalnym endometrium, w wieku powyżej 45 lat, w tym 17 pacjentek z rakiem 
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w stopniu histopatologicznego zróżnicowania G1, 15 pacjentek z rakiem w stopniu G2 i 

13 pacjentek z rakiem w stopniu G3. Próbki zostały uzyskane w trakcie zabiegu 

histerektomii i następnie ocenione pod względem histopatologicznym, co pozwoliło  

na podział preparatów względem stopnia histopatologicznego zróżnicowania raka 

endometrium.  

Do grupy kontrolnej włączono 15 pacjentek, u których preparaty endometrium 

zostały pobrane w trakcie histerektomii wykonanej z powodów nieonkologicznych. 

Analiza molekularna obejmowała ekstrakcję całkowitego RNA z komórek raka 

endometrium, ocenę jakościową i ilościową ekstraktów, wyznaczenie profilu ekspresji 

mRNA związanych ze zjawiskiem lekooporności i szlakiem kaspaz techniką 

mikromacierzy oligonukleotydowych oraz wytypowanie mikro RNA (miRNA) 

potencjalnie regulujących ekspresję ocenianych transkryptów z zastosowaniem 

mikromacierzy miRNA. W materiale klinicznym ekspresję SEMA3B wyznaczono 

techniką barwienia immunohistochemicznego. 

 

Wyniki: Oceniając mikromacierzowy profil ekspresji genów związanych  

z lekoopornością zaobserwowano, że liczba różnicujących mRNA hodowlę inkubowaną 

z lekiem od kontroli w zależności od czasu ekspozycji komórek na salinomycynę jest 

następujący: H_12 vs K - 9 mRNA, H_24 vs K - 7 mRNA, H_48 vs K - 1 mRNA. 

Największe zmiany ekspresji stwierdzono dla genów: TUFT1, ABCB1, MTMR11, 

SLC30A5.  

Na podstawie przeprowadzonej analizy predykcyjnej, największe powinowactwo 

stwierdzono pomiędzy TUFT1 i hsa- miR-3188 (FC + 2.48), MTMR11 i has-miR-16  

(FC -1.74) oraz pomiędzy  SLC30A5 i hsa-miR-30d (FC -2.01). 

Z kolei dla szlaku kaspaz zaobserwowano, że liczba mRNA różnicujących komórki 

raka endometrium eksponowanych na salinomycynę w porównaniu z hodowlą kontrolną 

dla każdego czasu inkubacji komórek z lekiem jest następująca: H_12 vs K - 8 mRNA , 

H_24 vs K - 10 mRNA, H_48 vs K - 3 mRNA. Ponadto zaobserwowano, że 5 z 14 

różnicujących mRNA różnicowało hodowlę raka endometrium linii Ishikawa niezależnie 

od czasu inkubacji komórek z lekiem i odpowiadały genom:  CASP3, CASP8, i CASP9.  

Najwyższe prawdopodobieństwo wpływu oddziaływani na ekspresję mRNA CASP3 

zaobserwowano dla hsa-miR-30d (średnia wartość FC -2,01). Z kolei największe 

prawdopodobieństwo wpływu na profil ekspresji mRNA CASP8 odnotowano dla  
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hsa-miR-21 (średnia wartość FC +1,31) a ekspresja mRNA CASP9 wydaje się  

być potencjalnie regulowana przez hsa-miR-1271 (średnia wartość FC +1,71). 

Na podstawie przeprowadzonych badań odnotowano ekspresję SEMA3B  

w komórkach nowotworowych endometrium, śródbłonka naczyniowego oraz zrębu guza, 

przy czym w komórkach raka endometrium największą ekspresję stwierdzono w stopniu 

G1, w komórkach zrębu w wycinkach G2, a w komórkach śródbłonka w próbkach raka 

o stopniu zróżnicowania G3.  

 

Wnioski: Na podstawie przeprowadzonych badań w ramach niniejszej pracy 

potwierdzono, że salinomycyna dodana do hodowli komódek raka endometrium linii 

Ishikawa indukuje zmiany w transkryptomie mRNA i miRNA, w tym związanym  

ze zjawiskiem lekooporności i szlaku kaspaz. Ponadto zaobserwowano, że salinomycyna 

indukuje proces apoptozy komórek raka endometrium w głównej mierze przez szlak 

mitochondrialny. Stwierdzono także, iż w przebiegu raka endometrium ekspresja 

SEMA3B jest odmienna niż w warunkach fizjologicznych. Potwierdzony został ścisły 

związek między potencjałem do przerzutowania a nasileniem procesu angiogenezy oraz 

występowanie interakcji pomiędzy szlakami sygnałowymi w procesie transformacji 

nowotworowej. 

 

Słowa kluczowe: rak endometrium, lekooporność, kaspazy, miRNA, SEMA3B  
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9. Abstract 

Introduction: The occurrence of the phenomenon, where loss of an adequate response 

to anti-cancer treatment is observed, or drug resistance, is connected with, among other 

things: the occurrence of new DNA mutations; metabolic changes in cancer cells; drug 

inactivation; inhibition of cancer cell apoptosis; the epithelial-mesenchymal transition 

(EMT); heterogeneity of the cells constituting the tumor mass; the influence of epigenetic 

factors; as well as any combination of the listed factors. 

The role of epigenetic mechanisms engaged in the loss of an adequate response to 

treatment should be remembered, including the regulation of gene expression through 

miRNA molecules. 

A promising drug in anti-cancer therapy seems to be salinomycin, a mechanism 

of which is related to the induction of an improper ion balance between sodium and 

potassium in cell membranes, which consequently leads to cancer cell apoptosis. 

Semaphorins (SEMA) belong to a group of membrane proteins which participate 

in the regulation of such cell processes like: proliferation; cancer cell migration; 

angiogenesis. They also participate in the process of the drug resistance phenomenon 

occurring. 

Despite research into the role of SEMA3B in cancer formation, based on the current 

available literature, the relationship between the expression of SEMA3B and the overall 

survival rate in endometrial cancer patients has as of yet, not been established.  

Aim: The main aim of this study was to determine the expression profile of mRNA and 

miRNA related with the drug resistance phenomenon as well as the signaling pathways 

dependent on caspases in Ishikawa line endometrial cancer cells treated with salinomycin 

compared to the control culture. 

 

Materials and Methods: Ishikawa line endometrial cancer cells were exposed to 

salinomycin at a concentration of 1µM over a period of 12,24 and 48 hours, compared to 

a control culture, which was formed of cells untreated by the drug. 

The study group consisted of 45 patients diagnosed with endometrial cancer, 

above 45 years of age, including 17 patients with a cancer at a histopathological 

differentiation grade of G1, 15 patients with a cancer at a grade of G2, and 13 patients 

with a cancer at a grade of G3. Samples were obtained during a hysterectomy and 

afterwards were assessed in histopathological terms, which allowed for the separation of 

the samples based on the endometrial cancer histopathological differentiation grade. 
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The control group consisted of 15 patients, in which endometrial samples were 

taken during hysterectomy, conducted due to non-oncological reasons. 

Molecular analysis included the extraction of whole RNA from endometrial 

cancer cells, assessing the quality and quantity of the extracts, determining an expression 

profile of the mRNA related with the occurrence of the drug resistance phenomenon and 

the caspase pathway through the oligonucleotide microarray technique as well as 

determining the micro-RNA (miRNA) potentially regulating the expression of the 

assessed transcripts using miRNA microarrays. In the clinical material, the expression of 

SEMA3B was determined using immunohistochemical staining. 

 

Results: Assessing the microarray expression profile of genes related to drug resistance, 

it was observed that the number of mRNA differentiating the culture incubated with the 

drug from the control, depending on the exposition time of the cells to salinomycin was 

the following: H_12 vs C – 9 mRNA; H_24 vs C - 7 mRNA; H_48 vs C - 1 mRNA. The 

largest changes in gene expression were determined for: TUFT1; ABCB1; MTMR11; 

SLC30A5. 

On the basis of the predictive analysis carried out, the strongest relationship was 

noted between: TUFT1 and hsa- miR-3188 (FC + 2.48); MTMR11 and has-miR-16 (FC - 

1.74); as well as between SLC30A5 and hsa-miR-30d (FC -2.01). 

In turn, for the caspase pathway, it was observed that the number of mRNA differentiating 

the endometrial cancer cells exposed to salinomycin compared with the control culture 

for each incubation time of the cells with the drug were: H_12 vs C - 8 mRNA; H_24 vs 

C - 10 mRNA; H_48 vs C - 3 mRNA. Furthermore, it was observed that 5 out of the 14 

differentiating mRNA differentiated the Ishikawa line endometrial cancer cell culture 

regardless of the incubation time of the cells with the drug and corresponded to the genes: 

CASP3; CASP8; CASP9. 

The highest probability of influencing the CASP3 mRNA expression was 

observed for hsa-miR-30d (average FC value – 2.01). In turn, the highest probability of 

influencing the expression profile of the CASP8 mRNA was noted for hsa-miR-21 

(average FC value +1.31), while the expression of the CASP9 mRNA seems to be 

potentially regulated by hsa-miR-1271 (average FC value +1.71). 

Based on the conducted research, the expression of SEMA3B was noted in 

endometrial cancer, vascular endothelium, and tumor stroma cells, of which, the highest 

expression determined in endometrial cancer cells was at a G1 grade, in tumor stroma cell 
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clippings it was G2, while in endothelial cells in cancer samples, the grade of 

differentiation was G3.  

 

Conclusions: Based on the conducted research as part of this study, it was confirmed that 

salinomycin added to the Ishikawa line endometrial cancer cell culture indices changes 

in the mRNA and miRNA transcriptome related to the drug resistance phenomenon and 

caspase pathway. Furthermore, we observed that salinomycin induces apoptosis in 

endometrial cancer cells, mainly through the mitochondrial pathway. It was also 

determined that during endometrial cancer, the expression of SEMA3B is different than 

under physiological conditions. A close relationship between the metastatic potential and 

the intensity of angiogenesis was confirmed as well as the occurrence of an interaction 

between the signaling pathways in the neoplastic transformation process. 

Keywords: endometrial cancer; drug resistance; caspases; miRNA; SEMA3B 
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