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WYKAZ SKROTOW
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1.  Wstep

1.1. Epidemiologia i etiologia raka endometrium

Rak endometrium, inaczej rak trzonu macicy jest najczestszym nowotworem
ginekologicznym u kobiet w wieku okolo- i postmenopauzalnym [1,2]. Jak podaje
Amerykanskie Towarzystwo Onkologiczne (ACS, ang. American Cancer Society)
w 2021 roku liczba nowych przypadkéw wyniesie 66750, z czego 12940 kobiet umrze.
Zachorowalno$¢ na ten typ nowotworu jest najwyzsza w krajach rozwinietych [3,4].

W Europie w 2012 roku wykryto 100 000 nowych zachorowan a standaryzowany
wspotezynnik to — 13,6/100 000 kobiet.

W Polsce do 2003 roku najczesciej diagnozowano raka szyjki macicy.
Dopierow kolejnych latach zachorowalno$¢ na raka endometrium byta zblizona do
opisywanej w krajach Europy Zachodniej [5].

Dane z 2010 roku pokazujg iz w Polsce liczba zachorwan na raka macicy to ponad
5000 (standaryzowany wspdtczynik14,8/100 000 kobiet) co daje mu czwarte miejsce,
po raku sutku, jelita grubego i pluca.

Obecnie najwigksza liczba przypadkéw raka trzonu macicy diagnozowana
jest w Ameryce Poéinocnej 1 Europie, gdzie standaryzowane wspotczynniki
zachorowalno$ci wynoszg 221 11,8-12,5. Najwickszy przyrost nowych przypadkow
odnotowuje si¢ w krajach Europy wschodniej w porownaniu do pozostatych regionow
kontynentu [6,7].

Do czynnikow ryzyka zachorowania na raka endometrium mozna zaliczy¢: wiek,
wydtuzenie czasu zycia kobiet, stosowanie preparatOw zawierajacych estrogeny
bez zapewnienia rbwnowagi progesteronem, otytos¢, cukrzyca, choroby metaboliczne,
terapia onkologiczna raka piersi z zastosowaniem antyestrogenéw, wczesne rozpoczecie
miesigczkowania, pézna menopauza, zespot policystycznych jajnikow, dziedziczny
niepolipowaty rak jelita grubego, poprawa statusu socjoekonomicznego [8,9].

Niemalze 90% przypadkow raka trzonu macicy wystepuje u kobiet,
ktore ukonczyly 50 rok zycia, a najwigksza zachorowalno$¢ obserwuje si¢ migdzy
szOsta a sibdmadekada zycia [10]. W okoto 4 % przypadkdéw rak trzonu macicy zostaje

zdiagnozowany u pacjentek przed 40 r.z. [11].
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1.2. Ocena zaawansowania raka endometrium wedlug klasyfikacji FIGO

W 1951 roku Miedzynarodowa Federacja Ginekologii 1 Potoznictwa
(FIGO, ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics) zaproponowata
IV-stopniowg ocen¢ klinicznego zaawansowania raka endometrium [12].

Wraz z postgpem medycyny, diagnostyki i zrozumieniem podtoza raka trzonu
macicy klasyfikacja ulegata zmianom. Jest to istotne, poniewaz powszechnie stosowana
w onkologii skala TNM, w onkologii ginekologicznej nie ma praktycznego znaczenia.
Jednakze w dalszym ciggu zwraca si¢ uwage na trudnosci w kwalifikacji pacjentek z
rakiem endometrium do poszczegolnych stopni klinicznego zaawansowania tego
nowotworu 1 brak mozliwosci przeprowadzenia spersonalizowanej oceny
zaawansowania [12,13].

Aktualnie obowigzuje klasyfikacja opracowana w 2009 roku (tabela I) [13].
Wprowadzone zmiany oparte na analizie wspdiczynnika 5-letniego przezycia pacjentek

dotyczyly czterech obszarow, mianowicie [13]:

1. potaczono w 1 stopien rak ograniczony tylko do endometrium i naciekajacy mniej
niz potowe grubosci migsniowki endometrium;

2. pomniejszono znaczenie zmianom wewnatrzkanatowym;

3. rozr6zniono wystgpowanie przerzutbw w okolicznych wezlach chtonnych
okotoaortalnych i miednicznych;

4. odstagpiono od oceny cytologicznej wymazu z jamy otrzewnowej jako czynnika

w kwalifikacji chirurgiczne;.

Tabela 1 Klasyfikacja zaawansowania klinicznego raka endometrium wedtug

klasyfikacji FIGO [13]

Stopien I: rak ograniczony do trzonu macicy i/lub nacieka gruczoly szyjkowe

1A Rak ograniczony do btony $luzowej trzonu macicy lub nacieka < % grubo$ci migénidéwki macicy

1B Rak nacieka > 5 grubo$ci migsnidéwki macicy

Stopien II rak nacieka podscielisko szyjki macicy, ale nie wykracza poza macice

Stopien III lokalne i/lub regionalne rozprzestrzenia si¢ nowotworu

1A Rak nacieka surowicowke i/lub przydatki

I1IB Przerzuty do pochwy i/lub przymacicz

IIC Przerzuty do weztow chlonnych miednicznych i/lub weztow okotoaortalnych

Stopien IV

IVA Naciek btony §luzowej pgcherza moczowego i/lub odbytnicy

IVB Przerzuty odlegte (wylaczajac wewnatrzbrzuszne wezly chlonne poza okotoaortalnymi i/lub
pachwinowe wezly chionne)
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1.3. Cechy histopatologiczne raka endometrium

Wyréznia si¢ dwa gléwne rodzaje histopatologiczne raka trzonu macicy.
Pierwszy, endometrioidalny dotyczy 80% wszystkich przypadkow, pozostate 20%
to nieendometrioidalny rak endometrium [14,15].

Posta¢ endometroidalna, okreslana takze jako typ I, rak estrogenozalezny rozwija
si¢ na podlozu rozrostu atypowego endometrium. Wystepuje czesciej
u kobiet w wieku okotomenopauzalnym, z otyloscig, hiperlipidemia, z objawami
hiperestrogenizmu, u ktéorych menopauza wystapita w pdzniejszym wieku.
Molekularnie obserwuje si¢ mutacje protoonkogenu K-ras oraz genu supresorowego
PTEN [16].

Z kolei, nieendometrioidalny rak endometrium (estrogenoniezalezny, typ II)
powstaje na podlozu zmienionego endometrium bez stymulacji estrogenowe;j.
Molekularnie nie obserwuje si¢ ekspresji  receptorOw  progesteronowych
na powierzchni komorek. Jego rozw6j zwigzany jest z mutacjg genu p53, okreslanego
tez jako straznik genomu. Czes$ciej wystepuje u  starszych  kobiet,
w wieku postmenopoauzalnym. Charakteryzuje si¢ agresywnym charakterem

1 niekorzystnym rokowaniem [16,17].

Typy histologiczne raka endometrium sa nastepujace [18]:

e rak endometrioidalny;
e rak Sluzowy;

e rak surowiczy;

e rak jasnokomodrkowy;
¢ rak ptaskonablonkowy;
e rak niezréznicowany;
e typ mieszany.

Na podstawie oceny histopatologicznej raka endometrium opartej na ocenie
zr6znicowania komoérek tworzacych mas¢ guza mozna wyr6zni¢ 3  stopnie
zréznicowania histopatologicznego [18,19]:

e Gl1- wysokozroznicowany, ponizej 5% utkania litego, nieptaskonabtonkowego;

e (2- S$redniozroznicowany, gdzie stwierdza si¢ od 6 do 50% utkania litego,

nieptaskonabtonkowego;
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e (3- niskozréznicowany, gdzie utkanie lite, nieptaskonabtonkowe jest powyzej 50%.

Wraz ze zmniejszeniem stopnia histopatologicznego zrdznicowania raka
endometrium (G1>G2>G3) tym mniej optymistyczne rokowanie, koniecznos$¢

zastosowania bardziej agresywnej terapii 1 krotszy okres 5-letniego przezycia [19].

W wiekszosci wypadkow rak endometrium zostaje zdiagnozowany w I etapie, gdzie
wspolczynnik 5-letniego przezycia wynosi okoto 95%, podczas

gdy w stopniu IV waha si¢ od 16%-45% [20,21].

1.4. Objawy raka endometrium

U 9 na 10 kobiet pierwszym i dominujagcym objawem raka endometrium
jest nieprawidtowe krwawienie z drog rodnych o nasileniu od bardzo skapego
do obfitego. Odnotowuje si¢ rowniez uplawy surowicze, surowiczo-krwiste, krwisto-
ropne o nieprzyjemnym zapachu [23,24].

Z kolei, w grupie kobiet w wieku przedmenopauzalnym obserwuje
si¢ obfite i przedluzajace si¢ krwawienia miesigczkowe oraz niekiedy krwawienia
miedzymiesigczkowe. Dolegliwosci bolowe jamy brzusznej wystepuja rzadko
w poczatkowych etapach rozwoju nowotworu [23,24].

Nalezy mie¢ na uwadze, ze u ok. 15% kobiet nie odnotowuje si¢ klinicznej manifestacji
choroby. W takich wypadkach stwierdzenie zmian w obrgbie endometrium mozliwe
jest tylko dzieki wczesnej diagnostyce z  wykorzystaniem  skriningowej

ultrasonografii przezpochwowej [25].

1.5. Badania z zastosowaniem hodowli komorkowych in vitro

Badania opierajace si¢ na wykorzystaniu hodowli komoérkowych odgrywaja
istotng role¢ w badaniach zwigzanych z naukami medycznymi i1 farmaceutycznymi.
Stanowig rowniez pierwszy etap przedkliniczny zwigzany z opracowywaniem nowych
substancji, lekow o mozliwosci ich komercjalizacji. Badania tego rodzaju pozwalaja
okresli¢ mechanizmy zwigzane z przenikaniem a nast¢gpnie wychwytem substancji
do komorki, co z kolei przektada si¢ na wytypowanie ksenobiotykow
o najlepszych wtasciwosciach biofarmaceutyczych [26,27].

Czynnikiem determinujacym wybdr okreslonej linii komdrkowej do badan jest
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charakter planowanych eksperymentéw. W sytuacji, gdy hodowla komorkowa in vitro
ma stanowi¢ model komorek zdrowych, obecnych w warunkach fizjologicznych, istotne
jest odzwierciedlenie warunkow panujacych in vivo.

Takie postgpowanie umozliwia uzyskanie wynikow silnie skorelowanych
z wynikami, jakie zostatyby uzyskane w badaniach in vivo. Dlatego tez w opisanym
przypadku, fenotyp komoérek w hodowli powinien by¢ jak najbardziej zblizony
do komorek prawidtowych [28].

Z kolei, w przypadku, gdy celem prowadzonych badan jest okreslenie
cytotoksycznosci zwigzku, w pierwszej kolejnosci badania s3 prowadzone
na modelach komérkowych nowotworowo zmienionych [29].

Przy wyborze odpowiedniego modelu komoérkowego nalezy uwzglednié takze:
typ  komorek, szybko$¢  wzrostu, = wymagania  hodowli  oraz  koszt
jej prowadzenia [28,29].

Hodowle komodrkowe prowadzi si¢ w specjalnych naczynkach hodowlanych
w obecnosci dedykowanego dla danej hodowli medium hodowlanego, w ktorego sktad
wchodza niezbedne aminokwasy, weglowodany, sole, surowice bydleca
1 antybiotyki. Regularna wymiana pozywki potaczona z przepasazowywaniem komorek
po osiagni¢ciu przez nie stanu subkonfluencji pozwala utrzymac¢ optymalne warunki
do prowadzenia badan z wykorzystaniem substancji, lekow na dzialanie ktorych

eksponuje si¢ komorki [30].

1.5.1. Modele in vitro wykorzystywane w badaniach nad rakiem endometrium

W badaniach dotyczacych raka endometrium w ukladzie in vitro zasadniczo

wykorzystuje si¢ trzy nastepujace linie komorkowe [31,32]:

e Linia Ishikawa - fenotyp komorek nowotworowych odpowiada stopniowi
histopatologicznego zroznicowania Gl 1 typowi I, ktére zostaly pozyskane
od 39- letniej pacjentki z rakiem blony $luzowej trzonu macicy. Na powierzchni
komorek obecne sg receptory estrogenowe i progesteronowe [31,32];

e Linie EC-1-A, HEC-1-B — fenotyp komorek odpowiada stopniowi zrdéznicowania
G2. Komorki uzyskano od 71-letniej pacjentki z rozpoznaniem gruczolakoraka
endometrium [31,32];

e Linia KLE - fenotyp komoérek odpowiada stopniowi zréznicowania
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histopatologicznego G3, pozyskana od 65-letniej kobiety z zawansowang postacia

raka trzonu macicy [31,32].

1.6. Czynniki prozapalne i ich znaczenie w procesach nowotworowych

Szczegdlng role wsrod mediatorow procesu zapalnego zajmujg cytokiny,
ktore wykazuja wysoka aktywno$¢ w niskich stgzeniach, syntetyzowane sa przez rozne
komorki, wywieraja r6zng, niekiedy przeciwstawng plejotropowa aktywno$¢ poprzez
interakcj¢ ze swoistymi receptorami na powierzchni komorek [33].

Cytokiny wzgledem komorek zmienionych nowotworowo wykazuja dzialanie
zarbwno pro- 1 przeciwnowotoworowe, czg¢sto uzaleznione od  stezenia
w jakim zostang wydzielone. Tym samym z jednej strony wzmacniaja odpowiedz
przeciwnowotworowa, a z drugiej przyczyniaja si¢ do promowania procesu
powstawania nowych naczyn krwiono$nych (angiogeneza) za posrednictwem ktorych
moze dojs¢ do  przerzutowania do  okolicznych  weztow  chtonnych,
a w dalszej kolejnosci narzadéw odlegltych [34,35,36].

Przewlekle zapalenie, podczas ktérego obserwuje si¢ utrate rownowagi pomigdzy
stezeniem czynnikéw prozapalnych 1 przeciwzapalnych stanowi niezwykle istotny
czynnik predysponujacy rozwoj procesu nowotworowego [37,38].

Zostalo to potwierdzone migdzy innymi ws$rdd pacjentow  chorujacych
na chorobg Les$niowskiego-Crohna, uktorych odnotowuje si¢ wyzsze ryzyko rozwoju
raka jelita grubego [39].

Istotng wtasciwos$cia cytokin jest ich zdolno$¢ do tworzenia sieci wzajemnych
oddziatywan, ktére przypominajg tzw. ,bledne koto”, podczas ktorego oddziatywanie
jednej cytokiny ze swoistymi receptorami aktywuje kaskade
lub kaskady sygnalizacyjne, ktorych wynikiem jest zmiana profilu ekspresji innych
cytokin, ktore mogag wzmacnia¢ sekrecj¢ pierwszej [40,41].

Wykazano, iz wzrost 1 proliferacja komorek nowotworowych pobudzana
jest poprzez mechanizmy autokrynne za posrednictwem cytokin prozapalnych,
np. interleukina (IL) 1 w raku jajnika [42], IL-6 w raku gruczotu krokowego, nerki,

okreznicy [43], IL-8 w raku trzustki, gruczotu krokowego, czerniaku [44].
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1.6.1. Sciezka sygnalizacyjna JAK/STAT w procesie nowotworowym

Przyjeto, iz cytokinami aktywujacymi S$ciezke sygnalizacyjng JAK/STAT
jest 1IL-12 11IL-23, wykazujace budowe podjednostkowa. Wspdlng dla tych dwoch
interleukin jest podjednostka p40 [45]. W wyniku interakcji IL-12 1 IL-23
z receptorami aktywowana zostaje kaskada JAK/STAT, ktorej pierwszym etapem
jest autofosforylacja zwigzanych z czg$cig cytoplazmatycza receptoréw kinaz Janusa
(JAK), co z kolei prowadzi do przylaczenia si¢ i fosforylacji biatek rodziny STAT.
W takiej postaci biatka STAT wulegaja dimeryzacji 1 nast¢pnie zostajg
przetransportowane z terenu cytoplazmy do jadra komoérkowego, gdzie dziatajg jako
czynniki transkrypcyjne, modulujac ekspresj¢ innychcytokin, m.in. czynnika martwicy
nowotworu alfa (TNF-a, ang. tumor necrosis factor alpha), IL-17, interferonu gamma
(INF-y) [46,47].

Do kinaz JAK nalezg migdzy innymi: JAK1, JAK?2, Jak3 i Tyk2, a do biatek typu
STAT: STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb i STAT6 [48].

Ekspresja kinaz JAK1, JAK2 i Tyk2 ma miejsce w kazdym rodzaju komorek, podczas
gdy ekspresje JAK3 odnotowano tylko w komorkach uktadu immunologicznego.
Charakteryzuja si¢ budowa domenowa. Wyrdézniamy nastepujagce domeny w budowie
kinazy JAK: C-koncowg biatkowa domene kinazowsa, przylegajaca domene kinazo-
podobng i pig¢ dodatkowych domen, warunkujacych wigzanie biatko- biatko [48].

Z kolei, biatka rodziny STAT posiadajg dwie domeny: SH2 1 SH3.
Proces aktywacji bialek STAT jest zalezny od fosforylacji konserwatywnej domeny
przy  C-koncu  biatka, co w  dalszej kolejnosci  skutkuje  homo-
lub heterodimeryzacja biatka bez udziatu innych czasteczek. Proces translokacji biatek
STAT =z cytoplazmy do jadra komorkowego jest zalezny od zwigzania
si¢ swoistych importyn na powierzchni tych biatek [46,47,48,49].

Nalezy mie¢ takze na wzgledzie, iz IL-6 pelni kluczowa role
w transdukcji  sygnalu  wzdluz $ciezki JAK/STAT [50]. Zaobserwowano,
ze inkubacja komorek Hep3B z IL-6 skutkowata tym, iz ufosforylowane biatko STAT1
1 STAT3 pozostawalo na terenie cytoplazmy razem z formami nieufosforylowanymi
[51]. Na rycinie 1 przedstawiono graficzng interpretacj¢ przebiegu kaskady
sygnalizacyjnej JAK/STAT [52].
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Rycina 1 Sciezka sygnalizacyjna JAK/STAT [52].

JAK — kinaza Janusowa; IL — interleukina; Tyk2- kinaza tyrozynowa 2; STAT — czynnik
indukcji transkrypcji 3; p- reszta fosforanowa; TNF- o — czynnik martwicy nowotworu
alfa; IFN-y — intereferon gamma

1.6.1.1. Znaczenie bialek STAT w nowotworzeniu

Podkresla si¢, ze w procesie nowotworzenia istotng rolg odgrywa biatko STAT3,
ktoére dziatajac jako czynnik transkrypcyjny przyczynia si¢ do zmiany wzorca ekspresji
czynnikow promujacych wzrost komoérek nowotworowych poprzez aktywacje szlakow
sygnalizacyjnych zaleznych od IL-6 czy czynnika wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF,
ang. vascular endothelial growth factor) [53,54].

Biatko STAT3 pehi takze wazng role modulatora w mikro$rodowisku guza
oraz wplywa modulujaco na uktad immunologiczny. W konsekwencji obserwuje
si¢ zahamowanie procesu zapalnego z rOwnoczesnym nasileniem ekspresji czynnikow
wptywajacych negatywnie na dojrzewanie komorek dendrytycznych [55].

Inaktywacja szlaku sygnatowego, w ktory zaangazowane jest biatko STAT3
skutkowala zmniejszeniem proliferacji komoérek guza, z réwnoczesnym nasileniem

procesu apoptozy i zmniejszeniem ryzyka metastazy [56].
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Potwierdzaja to obserwacje Wangi wsp. [57], ktorzy na zwierzecych modelach linii
komoérkowych czerniaka potwierdzili regresj¢ zmian nowotworowych i zwigkszenie
infiltracji limfocytéw T domikrosrodowiska guza po zablokowaniu aktywnosci biatka
STATS3 [57].

Poza tym stwierdzono, ze biatko STAT3 przyczynia si¢ do akumulowania
limfocytow regulatorowych w obrebie guza, co rowniez podkresla rolg omawianego
biatka w procesie nowotworzenia i podkresla jego prozapalng przyczyne.

Wskazuje si¢ takze, iz stosunek ekspresji ufosforylowanych biatek STAT1 do STAT3
moze by¢ wykorzystany jako uzupelniajagcy marker molekularny progresji choroby

nowotworowej [58].

1.6.2. Znaczenie interleukiny 6 w nowotworzeniu

Do czynnikow IL-6- podobnych zalicza si¢: IL-6, IL-11, czynnik hamujacy
biataczke (LIF, ang. leukaemia inhibitory factor), rzgskowy czynnik neurotrofowy
(CNTF, ang. ciliary neurotrophic factor), onkostatyne M (OSM) i kardiotroping 1
(CT-1) [59]. Interleukina-6 to cytokina plejotropowa, uczestniczaca w procesie
zapalnym 1 modulowaniu  odpowiedzi immunologicznej, charakteryzujgca
si¢ aktywno$cig zaréwno pro- jak i przeciwzapalng. IL-6 wptywa na limfocyty B
w powstawaniu przeciwcial, jak takze wspolnie z IL-1 uczestniczy w aktywacji
limfocytow T rozpoznajacych antygen, co przektada si¢ na reakcje ostrej fazy [60].

Efekty biologiczne wywierane przez IL-6 sa wynikiem jej interakcji
ze swoistymi receptorami: IL-6 Ra, gp80. Wyrdznia si¢ dwa szlaki sygnatowe zalezne
od IL-6: klasyczny, ktory jest zwigzany z blonowym IL-6R i ,trans-przekaznikowy”
zwigzany z rozpuszczalng forma receptora (sIL-6R) [61].

W klasycznym szlaku sygnalowym zaleznym od IL-6, powstaty kompleks

IL-6/sIL- 6R wigze w dalszej kolejnosci dwie czasteczki gp130, czego efektem jest
powstanie heksamerycznej struktury kompleksu IL-6/IL-6 Ra/gp130.
Skutkuje to wystgpieniem zmian konformacyjnych w obregbie gp130 i1 autofosforylacja
kinazy JAK, ktora nastgpnie fosforyluje gpl30. Konsekwencja tego
jest uruchomienie dwoéch kolejnych szlakow: zaleznych od biatka STAT3 lub kinaz
aktywowanych mitogenem MAPK (ang.mitogen-activated protein kinases) [62,63].

Rola IL-6 w procesie nowotworowym zwigzana jest przede wszystkim

z jej wiasciwosciami wplywania na uktad immunologiczny, ktéry peini istotng role
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w progresji choroby nowotworowej [64]. Potwierdzono, ze IL-6 nasila proliferacje
komorek $rodblonka naczyn oraz jest waznym czynnikiem chemotaktycznym
dla limfocytow T [65]. Ponadto nalezy zauwazy¢, ze IL-6 nasila ekspresj¢ czasteczek
adhezyjnych: miedzykomorkowej molekuty adhezyjnej-1 (ICAM-1, ang. intercellular
adhesion molecule-1), molekuty adhezyjnej-1 komoérki naczyniowej (VCAM-1, ang.
vascular cell adhesion molecule-1) i E-selektyny, ktore $ciSle wigzane sg z procesem

zapalnym [66].

1.6.1.3. Znaczenie czynnika martwicy nowotworu alfa w nowotworzeniu

Aktywna biologiczng forma TNF-a jest homotrimer, ktéry moze oddziatywaé
z receptorem TNFR1 lub TNFR2. Skutkiem wspomnianej interakcji jest aktywacja
dwoch szlakéw sygnalizacyjnych prowadzacych do apoptozy komorki (szlak $mierci)
lub jej proliferacji (szlak zalezny od jadrowego czynnika kappa B, NFkB, ang. nuclear
factor kappa B). Domeny: zewnatrzkomoérkowa (ECD, ang. ExtraCellular Domain),
transbtonowa (TMD, ang. TransMembrane Domain) i wewnatrzkomorkowa (ICD, ang.
IntraCellular Domain) wystepuja w obu receptorach. Jednakze tylko w TNFRI1
wystepuje domena $mierci (DD, ang. death domain) [67].

TNF-o wykazuje roéwnoczesnie dziatanie pro- 1 przeciwnowotworowe,
co jest zalezne, m.in. od st¢zenia cytokiny, w jakim zostala wydzielona
do srodowiska. Gdy stezenie jest niewielkie, TNF-a dziata jako czynnik proangiogenny,
promujac nowotworzenie 1 przerzutowanie [68].

Cytokina ta wptywa na wzrost ekspresji metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej
(MMP) oraz zwigkszong adhezje komorek nowotworowych od §rodbtonka naczyn [69].

Stezenie TNF-o w surowicy pacjentow z rakiem gruczotu krokowego
lub pacjentek z rakiem piersi bylo istotnie mniejsze po chemioterapii [70],
co wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania zmian profilu stezen tej cytokiny
jako markera oceny skuteczno$ci terapii i pojawienia si¢ ewentualnej lekoopornosci
na stosowang farmakoterapie [71].

Z kolei efekt przeciwnowotworowy zalezny jest od tego, iz ekspresja TNFR1
zasadniczo jest wigksza od TNFR2, a tym samym wyst¢puje wigksza szansa zwigzania
si¢. TNF-o z TNFR1. Poza tym omawiana cytokina promuje naplyw neutrofili,

monocytow 1 limfocytow do nablonka naczyn oraz indukuje przeciwnowotworowg
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odpowiedz uktadu odpornosciowego. W dziatanie przeciwnowotworowe zaangazowany
jest takze TNFR2, ktéry posredniczy w ekspresji tlenku azotu, co przeklada

si¢ na inhibicj¢ angiogenezy nowotworowej [72].

1.7. Adipokiny

Adipokinami nazywamy heterogenng grupe bialtek, cytokin, wydzielang
przez tkanke thuszczowa o aktywnos$ci hormonalnej. Niektore z nich syntetyzowane
sg przez adipocyty, inne przez pozostate komoérki tworzace tkanke tluszczowa,
takich jak: komorki endotelium, makrofagi i monocyty, tkanki tacznej podscieliska
[73].

Zmiany profilu wydzielania adipokin s3 wigzane z rozwojem otytosci
1 towarzyszacej jej insulinoopornosci, ktéra nalezy rozpatrywaé zardwno
jako mechanizm adaptacyjny organizmu chronigcy przed nadmiernym gromadzenie
si¢ trojglicerydow w tkance tluszczowej, a z drugiej nasila¢ biosynteze kwasoéw
thuszczowych w hepatocytach 1 kardiomiocytach. Do najlepiej poznanych
1 opisanych adipokin zalicza si¢: leptyna, adiponektyna, wisfatyna, rezystyna

i omentyna [74].

1.7.1. Leptyna

Leptyna (LEP) jest wydzielana przede wszystkim przez zroznicowane adipocyty.
Wykazuje dziatanie stymulujgce proces lipolizy wewnatrzkomorkowych trojglicerydow
w miocytach, natomiast w watrobie 1 trzustce hamuje proces lipogenezy [75].

Nasilong ekspresje leptyny obserwuje si¢ pod wplywem insuliny
1 glikokortykoidéw, natomiast jej obnizenie jest obserwowane pod wptywem glukagonu
1 amin katecholowych. Ilo§¢ wydzielonej leptyny =zalezny jest takze
od masy tkankittuszczowej 1 wielkosci adipocytow. U o0séb otytych odnotowano istotnie
wyzsze stgzenie leptyny w  pordwnaniu z osobami  szczuplymi [76].
Poza tym stgzenie tej adipokiny ulega zmniejszeniu po glodzeniu 1 wzrasta
po spozyciu positku, stad nazywa bywa hormonem sytosci. Jest tez silnie
skorelowane ze wskaznikiem masy ciata (BMI, ang. Body Mass Index), st¢zeniem

insuliny 1 masg tkanki ttuszczowej [76,77].
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Aktywnos¢  biologiczna  wywierana  przez leptyng jest  zwigzana

jest z jej interakcja ze swoistymi receptorami (LEPR), co przektada si¢ na aktywacje
gtownie kaskady sygnalizacyjnej JAK/STAT 1 MAPK. Poza aktywacjg $ciezki
sygnatowe] JAK2/STAT3, interakcja LEP z receptorem aktywuje takze inne kaskady
sygnatlowe, m.in. kaskad¢ kinaz regulowanych sygnatami zewnatrzkomoérkowymi
(ERK, ang. Extra-cellular signal-Regulated Kinase) oraz szlak kinazy
3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang. Phosphoinositide 3-Kinase) [78,79,80,81].
Mozna wyrdzni¢ 6 izoform receptora leptynowego, ktére powstaja w wyniku
alternatywnego splicingu i/lub proteolitycznego cigcia biatka. Posiadaja one budowe
domenowa, gdzie wyroznia si¢ domen¢ zewnatrzkomorkowsa, transblonowag
1 cytoplazmatyczna. w zaleznosci od obecnosci tych domen
1 ich dhugosci wyodrebnia si¢ rozpuszczalng forme receptora, ktéry zbudowany
jest tylko z domeny zewnatrzkomoérkowej oraz forme transbtonowa. Zaobserwowano,
ze domenacytoplazmatyczna jest zmienna, podczas gdy domena zewnatrzkomoérkowa
charakteryzuje si¢ budowag konserwatywng. Aktywacja szlakow sygnatowych
inicjowanych przez LEP rozpoczyna si¢ od dimeryzacji receptora (rycina 2) [82,83].

blona komorkowa

transkrypcja genow jadro komorkowe:

DNA

Rycina 2 Szlaki sygnalowe zalezne od leptyny [83].

MEK - kinaza kinazy bialkowej aktywowanej mitogenami; ERK — kaskada kinaz regulowanych
sygnatami zewnatrzkomorkowymi; STAT-czynnik indukcji transkrypcji; IRS- substrat receptora insuliny
1; PI3K - szlak kinazy 3-fosfatydyloinozytolu; Akt- kinaza Akt; PDE3B — fosfatydyloesteraza 3; cAMP-
cykliczny adenozynomonofosforan; DNA — kwas deoksyrybonukleinowy; LEPR — receptor leptyny;
SOCS3 — Supresor sygnalizacji cytokin 3; JAK2 — kinaza Janusa 2.
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1.7.1.1. Znaczenie leptyny w procesach nowotworzenia

Istotnym czynnikiem zwigkszajacym ryzyko indukcji a nastgpnie rozwoju
procesu nowotworowego jest otylos¢. Pierwsze doniesienia laczace LEP
z kancerogeneza pojawily sie¢ w 1998 roku, gdy Nakao i1 wsp. [84] opisali ekspresje
LEPR w komorkach biataczki limfoblastycznej [84]. Ponadto odnotowano,
ze ekspozycja komorek biataczkowych z leptyna jest czynnikim promujacym
proliferacj¢ komodrek nowotworowych z rownoczesnym zahamowaniem procesu
programowanej $mierci komorki [85]. Polimorfizm -2548 G/A w genie kodujacym
leptynie, skutkuje zwickszong ekspresjg LEP zaréwno na poziomie transkryptomu,
jak 1 proteomu. Ponadto, u kobiet bedacych homozygotami AA istotnie czesciej
stwierdzano rak gruczotu piersiowego w poréwnaniu do homozygot GG [86].

Leptyna wplywa rowniez na angiogenez¢ nowotworowg poprzez aktywacje
sciezki JAK/STAT, co skutkuje wzmozong proliferacja komoérek $rodbtonka naczyn
oraz zwigkszeniem ekspresji VEGF, czynnika wzrostu fibroblastow (FGF, ang.
fibroblast growth factor) 1 biatek antyapoptotycznych, m.in. Bcl-2 [87].

Opisano takze istotng role LEP w przejsciu nabtonkowo-mezenchymalnym
(EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition), promujac proces przerzutowania.
LEP jest zaangazowana w proces stabilizacji B-kateniny i jej translokacji do jadra
komorkowego, gdzie wigze si¢ z E-kadheryng tworzac polaczenia miedzykomoédrkowe
oraz przyczynia si¢ do aktywacji genow specyficznych dla komorek prezentujacych
fenotyp mezenchymalny [88].

U kobiet, ktérych BMI jest wyzsze niz 25 ryzyko zachorowania na raka trzonu
macicy wzrasta 2-krotnie, a u tych, gdzie BMI jest powyzej 30 ryzyko wzrasta
3- krtonie. Potwierdzono takze wyzsze stezenie LEP w surowicy kobiet
z rakiem endometrium w poréwnaniu do zdrowych ochotniczek [89].

Ekspresj¢ LEP odnotowano takze w komorkach blony $luzowej trzonu macicy,
w ektopowych ogniskach btony $luzowej macicy (endometrioza) [90].

Koshiba 1 wsp. [91] stwierdzili ekspresje LEPR w prawidlowym
1 nowotworowo zmienionym endometrium, przy czym ulegata ona obnizeniu pod
wplywem progesteronu [91]. Z kolei Bogusiewicz 1 wsp. [92] wskazuja, ze wraz ze
wzrostem histopatologicznego zrdznicowania raka endometrium (G1<G2<G3)

ekspresja LEPR byla mniejsza [92].
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1.7.2. Adiponektyna

Adiponektyna (ADP) jest hormonem odkrytym w 1995 roku o masie
czasteczkowej 30 kDa syntetyzowanym przez adipocyty tkanki tluszczowe;.
Adipokina ta wykazuje dzialanie uwrazliwiajagce na insuling, wzmacnia ekspresj¢
syntazy tlenku azotu oraz posiada aktywno$¢ przeciwzapalng poprzez hamowanie
ekspresji TNF-a 1 IL-6 [93,94]. Niemalze 90% ADP, ktéra krazy w krwioobiegu
u ludzi wigze si¢ w struktury o wysokiej masie czasteczkowej, zbudowane
z 12-18 czasteczek ADP oraz w struktury o niskiej masie czasteczkowej, zbudowane
z 6 czasteczek ADP. Pozostate 10% ADP krazy w formie trimeru [95].

Adipokina ta wywiera efekt biologiczny za posrednictwem szlaku sygnatowego
p38 MAPK oraz kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK), w wyniku
interakcji ADP z dwoma receptorami -ADIPOR1 i ADIPOR2. Aktywacja pierwszej
kaskady uwarunkowana jest bodzcami pozakomoérkowymi, np. Swiattem UV,
cieptem, cytokinami prozapalnymi, czynnikami wzrostu. W konsekwencji obserwuje
si¢ zmiany ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych, do ktorych zalicza si¢: aktywujacy
czynnik transkrypcyjny 1, 2 1 6 (ATF-1/2/6), biatko SRF (Sapl), CHOP (GADD153),
p53, C/EBPP, wzmacniajacy czynnik miocytéw 2C (MEF2C, MEF2A), i biatko
grupowe 1 o wysokiej mobilnosci 1 (HBP1), AP-1 (rycina 3) [94,96,97].

Natomiast szlak zalezny od AMPK aktywowany przez ADP wplywa modulujaco
na  proces  angiogenezy, zarOwno  wzmacniajac ja w  odpowiedzi

na hipoksje, jak i takze hamujac [94,95,96,97].
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Rycina 3 Szlaki sygnalizacyjne i procesy biologiczne zalezne od adiponektyny [94]

AAPL1 — biatko adaptorowe 1; IRS1/2 - substrat receptora insuliny 1/2; PPAR-a - Receptor alfa.
aktywowany przez proliferatory peroksysomow; AMPK - kinaza biatkowej aktywowanej przez AMP;
Rab5 — biatko Rab5; eNOS — srodblonkowa syntaza tlenku azotu; IKK - kinaza kB; NFkB- jadrowy
czynnik kappa B; PTEN - phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten.

1.7.2.1. Znaczenie adiponektyny w procesach nowotworzenia

Zwigzek pomiedzy st¢zeniem adiponektyny a ryzykiem wystgpienia zmian
nowotworowych zostal udokumentowany, w szczegdlnosci w  odniesieniu
do nowotworow zwigzanych z insulinoopornoscig i1 otytoscia.

Korelacje ta szczegdlnie dobrze mozna zaobserwowaé u pacjentek ponizej 65 r.z
[98,99]. Odnotowano 6-krotnie wyzsze ryzyko rozwoju nowotworu u osob otytych,
u ktorych stezenie ADP byto nizsze niz w grupie zdrowych ochotnikdw.

Podkresla si¢, ze to wlasnie ta adipokina jest najsilniej zwigzana z ryzykiem
wystapienia raka blony $luzowej trzonu macicy [100].

Warto zauwazy¢, ze juz samo obnizenie st¢zenia ADP (hipoadiponektynemii)
stanowi niekorzystny marker rokowniczy przebiegu choroby nowotworowej. Stezenie
ADP jest istotnie nizsze u pacjentek z rakiem endometrium [101].

Poza tym nalezy podkresli¢, ze u kobiet z prawidtowym BMI i duzym stezeniem

adiponektyny ryzyko indukcji i rozwoju procesu nowotworowego jest niemal
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6-krotnie mniejsze niz u pacjentek z wysokim BMI [102]. Wskazuje si¢ takze,
ze u pacjentek z rakiem endometrium nisko zréznicowanym (G3) stg¢zenie ADP

jest nizsze niz u pacjentek z rakiem endometrium wysoko zréoznicowanym (G1) [103].

1.8. Cisplatyna

Cisplatyna  (DDP;  cis-diamino-dichlo-roplatyna  II;  cis-PtCI2(NH3)2))
jest zwigzkiem nieorganicznym zawierajagcym metal ciezki — platyne, stosownym od lat
70-tych XX wieku w chorobach nowotworowych (masa molowa 300,05 g/mol).
Do chemioterapeutykow zawierajacych platyng, aktualnie stosowanych w onkologii
zalicza si¢ karboplatyng 1 oksaliplatyng. Lek ten stosuje si¢ w monoterapii
lub w leczeniu skojarzonym z innymi lekami o dziataniu antynowotworowym
w nastepujacych wskazaniach: rak jader, rak jajnika, nowotwory szyjki i trzonu macicy,
zaawansowany rak pecherza moczowego, rak plaskonablonkowy glowy i szyi

oraz rak ptuca [104.105].

1.8.1. Mechanizm dzialania cisplatyny

Mechanizm dzialania cisplatyny zwigzany jest z oddzialywaniem zwigzkow
platyny z materialem genetycznym komorki, czyli kwasem deoksyrybonukleinowym
(DNA), z ktérym tworzg wigzania krzyzowe w obrgbie czgsteczki DNA, jak 1 pomigdzy
czasteczkami. W konsekwencji dochodzi do zaburzenia struktury DNA, powstawania
pekni¢é, nieprawidlowej syntezy DNA 1 kwasu rybonukleinowego (RNA)

oraz zahamowania podzialéw komoérkowych (rycina 4) [104,105].
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Rycina 4 Molekularny mechanizm dziatania cisplatyny [rycina wtasna].

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy; BID- bialkko BID; MOMP- utrata integralnosci blony
mitochondrialnej, ang. Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization

Ze wzgledu na to, ze st¢zenie jonoOw chlorkowych (okoto 4 mM) we wnetrzu
komorki jest mniejsze niz poza nig (okoto 100 mM), cisplatyna po wnikni¢ciu
do komorki ulega chemicznej modyfikacji. Jej atomy Cl w konfiguracji cis zostaja
zastagpione czasteczkami wody, dzigki czemu zyskuje ona mozliwo$¢ reagowania
z miejscami nukleofilowymi makromolekut, czego konsekwencja sa powstajace
addukty z grupami sulthydrylowymi cysteiny 1 metioniny bialek lub z zasadami
purynowymi kwasow nukleinowych. Czasteczki wody s3 szybko zastgpowane przez

wigzania kowalencyjne powstajace migdzy atomem platyny a N7 guaniny lub adeniny
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i tworzone sg monoaddukty w obrebie jednego tancucha. Jesli w obrgbie nowo
powstalego  monoadduktu  wystgpuja inne miejsca reaktywne obserwuje
si¢ powstawanie wigzan krzyzowych. Oddzialywania pomiedzy adduktami cisplatyny
powoduja dalsze zmiany w konformacji DNA 1 pgkni¢¢ czasteczki, co przyczynia
si¢ do zahamowania replikacji i transkrycji [104,105]. W usuwanie adduktow cisplatyny
z czasteczek DNA zaangazowany jest mechanizm naprawy poprzez wycinanie
nukleotydow (NER, ang. Nucleotide Excision Repair) oraz system naprawy
niesparowanych zasad (MMR, ang. MisMatch Repair). W sytuacji, gdy zakres
uszkodzen DNA jest ograniczony obserwuje si¢ zatrzymanie cyklu komoérkowego
pomiedzy fazg S/G2, co pozwala mechanizmom naprawy DNA na usuni¢cie uszkodzen,
zapobiezenie nieprawidlowym Ilub nieudanym podzialom mitotycznym komorki.
Natomiast, jesli uszkodzenia DNA nie sg mozliwe do naprawienia komorka kierowana
jest na droge $mierci (najcze$ciej apoptozg). Nierozpoznawanie uszkodzen w DNA
wywotanych przez cisplatyng¢ jest zwigzany z wigzaniem si¢ biatek HGM (high-
mobility group proteins) do wytworzonych przez cisplatyne wigzan krzyzowych [106].

Efekt dzialania cisplatyny jest wzmacniany poprzez nasilenie immunogennosci
nowotworu oraz poprzez zwigkszenie jego wrazliwosci na radioterapi¢ [104,105].

Niemniej nalezy mie¢ na uwadze doniesienia wskazujace, ze tylko
1% wewnatrzkomorkowej cisplatyny wigze si¢ do DNA [107] oraz ze efekt
cytotoksyczny leku byt obserwowany takze w komorkach bez jadra komorkowego,
tzw. cytoplastach [108].

Cisplatyna aktywuje przede wszystkim szlaki sygnatowe zalezne od biatka p53,
okreslanego takze jako ,,straznik genomu” oraz szlak MAPK [109].

W  odniesieniu do szlaku zaleznego od bialka p53, pierwszym etapem
jest aktywacja kinaz, regulujgcych stabilno$¢ 1 aktywnos$¢ transkrypcyjng supresora p53,
a ktore sg aktywowane przez biatko AMT (ang. Ataxia Telangiectasia Mutated protein)
oraz ATR (ATM- and Rad3-related protein). Cisplatyna wykazuje wigksze
powinowactwo do bialtka ATR, ktory powoduje fosforylacj¢ reszt seryny biatka p53
1je aktywuje [110].

Wang 1 wsp. [111] wykazali, ze cisplatyna aktywuje trzech cztonkow rodziny
MAPK kinaz, a mianowicie kinazy ERK, kinazy c-Jun N-koncowe (JNK)
1 kinazy p38. Zwracajg przy tym uwage, ze szlak zalezny od ERK jest kluczowy
w aktywacji biatka p53 i aktywacji procesu apoptozy komorki [111]. Yeh i wsp. [112]

stwierdzili, ze hamowanie szlaku MEK-ERK prowadzi do wystapienia opornosci
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na cisplatyng¢ [112], podczas gdy Den i wsp. [113] zaobserwowali, ze aktywacja kaskad
ERK i JNK MAPK przez cisplatyn¢ antagonizuje apoptoze [113]. Niewykluczone
zatem, ze opisywana rozbiezno$¢ moze mie¢ zwigzek z kontekstem biologicznym
1 zaleze¢ od zakresu uszkodzen DNA wywotanych przez cisplatyne [112,113].

Programowana $mier¢ komorki wywolywana przez cisplatyne zachodzi zaréwno
poprzez mechanizm zalezny od mitochondrium, podczas ktérego obserwuje
si¢ uwolnienie cytochromu c z mitochondriow do cytoplazmy komorki i1 aktywacje
prokaspazy 3 1 9, jak rowniez poprzez szlak zalezny od receptorow $mierci Fas/FasL
1 kaspaze 8 [107,108].

Pomimo korzystnego efektu terapeutycznego wywieranego przez cisplatyne, lek
ten charakteryzuje si¢ dzialaniem neurotoksycznym, ototoksycznym i nefrotoksycznym,
zaleznym od dawki, ktore moze nasila¢ si¢ wraz z dawka skumulowang. Lek podawany
jest we wlewach, w 90% wiaze si¢ z bialkami osocza i wydalany jest gtownie

z moczem, w niewielkiej ilo$ci réwniez z zo6tcig [104,105].

1.8.2. Cisplatyna w raku endometrium

Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Ginekologii Onkologicznej
(PTGO) z 2017 roku w przypadku raka endometrium stosowana w stezeniu 60 mg/m?
w terapii adjuwantowej [114].

W randomizowanym badaniu przeprowadzonym przez Gynecologic Oncology
Group (GOG) 122 396 pacjentek z rakiem endometrium w stopniu III i IV zostato
losowo przydzielonych do grupy, u ktérej stosowano radioterapi¢ (202 kobiety)
lub chemioterapi¢ (194 kobiety) w postaci potaczenia doksorubicyny i cisplatyny.
W grupie, u ktorej zastosowano chemioterapi¢ 5-letni czas przezycia wolny od progresji
(PFS, ang. progression-free survival), czyli od rozpoczecia leczenia do wystapienia
progresji choroby lub zgonu, jak takze czas przezycia catkowitego (OS, ang. overall
survival), definiowany jako czas od rozpoznania choroby lub rozpoczgcia leczenia
do zgonu byl istotnie wyzszy w porownaniu do grupy poddanej radioterapii
(PFS 50% vs. 38%; p<0,01, OS 55% vs. 42%; p< 0,01). Wyniki te przyczynity
si¢ do powszechnego stosowania uzupeiniajacej chemioterapii u kobiet w Stanach
Zjednoczonych z rakiem endometrium w III stopniu zaawansowania [115].

Jednak we wloskim randomizowanym badaniu przeprowadzonym na grupie

345 pacjentek z rakiem endometrium w stopniu IC, II 1 III nie wykazano istotnej
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statystycznie réznicy we wskaznikach PFS 1 OS pomigdzy grupa 174 pacjentek
zakwalifikowanych do radioterapii a grupa 166 kobiet, ktore otrzymaty chemioterapi¢
sktadajaca si¢ z cisplatyny, doksorubicyny i1 cyklofosfamidu (PFS 63% vs. 63%;
p=0,64, OS 69% vs. 66%; p=0,85) [116]. W trzecim badaniu przeprowadzonym przez
Japanese Gynecologic Oncology Group zrandomizowano 385 pacjentek do radioterapii
(n=193) lub chemioterapii z uzyciem doksorubicyny i cyklofosfamidu (n=192)
w stadium IC, II i III. Rowniez tutaj réznice nie byly znamienne statystycznie
(PFS 83,5% vs. 81,8%; p=0,788, OS 85,3% vs. 86,7%; p=0,268) [117].

W badaniach poréwnywano takze skuteczno$¢ mieszaniny rdéznych lekow,
w tym cisplatyny w chemioterapii u kobiet z rakiem endometrium w III stadium.

Thigpen et al. [118] skuteczno$¢ doksorubicyny (n=150) w pordéwnaniu
do mieszanki doksorubicyny i1 cisplatyny (n=131), gdzie mediana przezycia wyniosta
3,8 miesigca vs. 5,7 miesigca (PFS p=0,014) [118].

Z kolei, Fleming et al. [119] porownat efektywnos$¢ chemioterapii,
gdy stosowano doksorubicyne z cisplatyng (n=156) lub doksorubicyne¢ 1 paclitaxel
(n=157). Mediana przezycia pacjentek w pierwszej grupie wynosita 7,2 miesigca,
a w drugiej 6 miesigcy i roznica migdzy nimi nie byla istotna statystycznie
(PFS p=0,46) [119].

Natomiast gdy poréwnano efektywno$¢ w grupie pacjentek otrzymujacych
doksorubicyne i cisplatyne (n=129) z grupg otrzymujgca doksorubicyne, cisplatyne
1 paclitaxel (n=134) mediana przezycia wynosita odpowiednio 5,3, miesiaca

vs. 8,3 miesigca (PFS p<0,01) [120].
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2.  Cel pracy i hipotezy badawcze

Nadrzednym celem pracy byta ocena zmian wzorca ekspresji genow kodujacych
wybrane adipokiny 1 czynniki prozapalne w hodowli komorkowej raka endometrium
linii Ishikawa eksponowanej na dziatanie cisplatyny w pordwnaniu do hodowli

kontrolne;.

W niniejszej pracy wyodrebniono nast¢pujace zadania badawcze:

1. Ocena cytotoksycznosci cisplatyny wzgledem komodrek raka trzonu macicy
w porownaniu do hodowli nietraktowanej lekiem (kontrola);
2. poszukiwanie korelacji pomiedzy ekspresja wybranych gendéw na poziomie

transkryptomu i proteomu.

W pracy zostang zweryfikowane nast¢pujace hipotezy badawcze:

1. cisplatyna charakteryzuje si¢ efektem cytotoksycznym wobec komorek raka
endometrium linii Ishikawa w zalezno$ci od dawki i1 czasu ekspozycji komorek
na lek;

2. cisplatyna wptywa na ekspresje wybranych genow kodujacych czynniki prozapalne
w hodowli raka endometrium linii Ishikawa;

3. cisplatyna wplywa na profil ekspresji gendéw kodujacych wybrane adipokiny
w hodowli raka endometrium linii Ishikawa;

4. istnieje zalezno$¢ pomiedzy profilem ekspresji gendw kodujacych czynniki

prozapalne i adipokiny.
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3. Material i metody

3.1. Hodowla raka endometrium linii Ishikawa eksponowanej na cisplatyne

Komérki  raka  endometrium  linii  Ishikawa  (European  Collection
of Authenticated Cell Cultures; ECACC 99040201) byly eksponowane na dzialanie
cisplatyny w stezeniu 2,5 uM, 5 uM i 10 pM przez okres 12, 24 i 48 godzin
w porownaniu do hodowli kontrolnej (K), ktorg tworza komorki nietraktowane
cisplatyna.

Hodowle komorkowa prowadzono w  sze$ciodotkowych naczynkach
z wykorzystaniem dedykowanego dla linii Ishikawa medium hodowlanego,
tj. Minimum Essential Medium (MEM), ktéore wzbogacono 2 mM glutaminy,
1% roztworem niezbednych aminokwaséw (NEAA, ang. non-essential amino acid)
1 5% roztworem plodowej surowicy bydlecej (FBS, ang. fetal bovine serum).
Wykorzystano  standardowe  warunki  prowadzenia  hodowli  komorkowe;,
tj. temperatura 37°C, atmosfera wysycenia dwutlenkiem wegla 5%.

Dla kazdego czasu ekspozycji 1 stezenia cisplatyny przeprowadzono trzy

powtorzenia techniczne.

3.2. Ocena cytotoksycznosci cisplatyny wzgledem komorek raka endometrium

Do zbadania cytotoksycznego wptywu cisplatyny wzgledem hodowli komdrkowej
raka endometrium linii Ishikawa wykorzystano test z sulforodaming B (Sigma Aldrich,
Merck, numer CAS: 3520-42-1). Wykorzystano hodowl¢ komodrkowa w fazie
logarytmicznego wzrostu eksponowang na dziatanie cisplatyny w zakresie st¢zen
2,5 uM-10 uM przez okres 12, 24 1 48 godzin oraz hodowle kontrolng, nietraktowang
lekiem.

Sulforodamina B to anionowy barwnik, wykazujacy zdolno$¢ do wigzania
si¢ z resztami aminokwasowymi biatek komoérkowych. Oznaczenie cytotoksycznosci w
tym tescie opiera si¢ na podstawie ilosci biatka komorkowego.

W pierwszym etapie hodowla komoérkowa Ishikawa w fazie logarytmicznego
wzrostu zostala przepasazowana do 24-dotkowego naczynka w ilosci 20000 komorek/2

ml pozywki na studzienke i inkubowano w temperaturze 37°C, 5% CO: przez 1 dobe.
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Nastepnie, po zakonczonej inkubacji przyklejone do dna naczynka komorki utrwalono
poprzez dodanie 500 ul 50% roztworu kwasu trojchlorowego (TCA) w temperaturze
4°C przez 60 minut. Kolejnym etapem byto pieciokrotne przeplukanie kazdej studzienki
woda apirogenng. Po tym etapie do kazdej studzienki dodano 500 pl 0,4% roztworu
sulforodaminy rozpuszczonego w 1% kwasie octowym i pozostawiono na 30 minut.
Po tym czasie, w celu odptukania nadmiaru niezwigzanego barwnika, ptytke odwrécono
do gdry nogami oraz przeptukano czterokrotnie ptytke 1% roztworem kwasu octowego.
Nastepnie ptytka byta suszona na powietrzu przez okres 5 minut. W dalszej kolejnosci,
zwigzany barwnik rozpuszczono w kazdej studzience poprzez dodanie 1500 pl
10 mM buforu Tris 1 wytrzgsanie przez 5 minut.

W ostatnim etapie analizy, komorki raka endometrium przepasazowano
do szalek 96-dotkowych i1 odczytano absorbancj¢ przy dtugosci fali 490-530 nm.
Zostalo przyjete, ze warto§¢ absorbancji odczytana dla hodowli kontrolnej odpowiada
100% zywotnosci komorek nowotworowych. Natomiast w przypadku hodowli
eksponowane;j na cisplatyng wartos¢ absorbancji stanowi procent

z hodowli kontrolne;.

3.3. Ekstrakcja calkowitego RNA z hodowli komodrkowej

Ekstrakcja catkowitego kwasu rybonukleinowego (RNA) z hodowli raka
endometrium linii Ishikawa eksponowanej na cisplatyne 1 hodowli kontrolnej zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem odczynnika TRIzol® (Sigma Aldrich,
St Louis, MO, USA).

W pierwszej kolejnosci 1 ml odczynnika TRIzol zostat dodany do osadu
komoérkowego. Po trwajacej 5 minut inkubacji w temperaturze pokojowej dodano
0,2 ml schtodzonego chloroformu, nastgpnie zworteksowano i inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie probki zwirowano, przyjmujac nastgpujace
parametry 15 min., 12000 RPM, temperatura 4°C. Pozwolilo to na rozdzielenie
si¢ warstw, przy czym gorna warstwa, w ktorej zawarte byto RNA zostala przeniesiona
do nowego ependorfa. Do supernatantu dodano 0,5 ml alkoholu izopropylowego
i wymrazano w temperaturze -20°C przez 12 godzin.

Po tym czasie, probki zostaly zwirowane, przyjmujac nastgpujace parametry
10 min., 12500 RPM, 4°C, a supernatant zdekantowano. Nastepnie osady RNA

przemyto dwukrotnie 70% alkoholem etylowym i zwirowano przy parametrach:

32



6 min., 9000 RPM, 4°C. W kolejnym etapie w celu odparowania etanolu osady suszono
pod komora laminarng przez ok. 30 min. Ostatni etap zwigzany byl z oczyszczeniem
wyekstrahowanego RNA przy uzyciu zestawu firmy Qiagen: RNeasy Mini Kit.

Po tych czynnosciach, suche ekstrakty RNA byly przechowywane

w warunkach niskotemperaturowych -80°C do momentu nastepnych analiz.

3.3.1. Analiza jakosciowa ekstraktow RNA

W celu przeprowadzenia oceny jakosciowej wyizolowanych ekstraktow RNA
wykorzystano technike elektroforezy agarozowej z dodatkiem bromku etydyny.
Do obcigzenia ekstraktow RNA wykorzystano mieszaning: 0,25% m/v roztwor biekitu
bromofenolowego, 0,25% m/v roztwér ksylenu cyjanolowego SF, 40% m/v roztwor
sacharozy w wodzie.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w temperaturze pokojowej i przy statym
napieciu 40V do chwili pokonania przez probki odleglosci 2/3  zelu
(20-30 minut).

Do dalszej analizy wykorzystano tylko te ekstrakty, dla ktorych w rozdziale
elektroforetycznym  uwidoczniono  dwa  prazki  odpowiadajace  frakcjom

18S rRNAi 28S rRNA.

3.3.2. Analiza ilosciowa ekstraktow RNA

[lo$ciowej analizy otrzymanych ekstraktéw kwasu nukleinowego RNA dokonano
poprzez przeprowadzenie pomiaréw spektrofotometrycznych.

Po rozmrozeniui zworteksowaniu 1 pl ekstraktu zostal naniesiony na krysztat
spektrofotometru w celu odczytania wartosci absorbancji przy dtugosci fali 230 nm,
260nm, 280nm i 320nm.

Stosunek absorbancji przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm (A260/280) postuzyt
jako wyznacznik zanieczyszczenia izolatow biatkiem. Do dalszych etapdéw analizy
wykorzystano  ekstrakty, dla ktorych wartos¢ A260/280 byt w  zakresie
1,8-2,0.
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3.4. Wyznaczenie transkryptomu mRNA technika mikromacierzy
oligonukleotydowych HG-U133 A2

Technika  mikromacierzy  oligonukleotydowych ~ HG-U133 A2  zostala
wykorzystana do oceny profilu ekspresji gendw wybranych czynnikow
prozapalnych i adipokin w hodowli Ishikawa eksponowanej na dziatanie cisplatyny
w poréwnaniu do kontroli.

W pierwszej kolejnosci przygotowano egzogenng kontrole poly-A RNA, ktora
dodano do matrycy kwasu nukleinowego. Ten etap umozliwia kontrolowanie procesu
przygotowania i hybrydyzacji RNA. Y dalszej kolejnosci
z wykorzystaniem zestawu odczynnikoéw GeneChip 3’IVT Express Kit (ThermoFisher
Scientific, USA) zainicjowano proces syntezy dwuniciowego cDNA na matrycy kwasu
rybonukleinowego. Nastepnie 5 pl mieszaniny catkowitego RNA inkubowano
w temperaturze 42°C przez 2 godziny z kontrolg poly-A i 5ul First Strand Master Mix
(ThermoFisher Scientific, USA). W dalszej kolejnosci do mieszaniny reakcyjnej
dodano 20ul Second Strand Master Mix (ThermoFisher Scientific, USA) i poddano
inkubacji przez 1 godzing w 16°C 1 przez 10 minut w 65°C. Pd6zniej, do 30ul IVT
Master Mix (ThermoFisher Scientific, USA) dodano cDNA, a cato$¢ inkubowano
w temperaturze 40°C przez 16 godzin. Kolejne etapy obejmowaty oznakowanie
aRNA biotyng, oczyszczanie z zastosowaniem aRNA Binding Mix (ThermoFisher
Scientific, USA), nastepnie pofragmentowanie z uzyciem buforu Array Fragmention
Buffer (ThermoFisher Scientific, USA) przez 35 minut w 94°C. Po zakonczeniu tego
etapu przeprowadzono syntez¢ biotynylowego aRNA 1 nastgpnie hybrydyzacje
z mikromacierzg HG-U133A 2 przez 16 godzin w 45°C. Mieszanina hybrydyzacyjna
zostala sporzadzona z wykorzystaniem zestawu Gene Chip Hybridization, Wash 1 Stain
Kit (ThermoFisher Scientific, USA).

Skaner Affymetrix Gene Array Scanner 3000 7G i GeneChip® Command
Console® Software wykorzystano w celu analizy intensywnosci fluorescencji
transkryptow. Geny do analizy mikromacierzowej zostaly wytypowane w oparciu o
bazg danych AffymetrixNetAffx™ Analysis Center database
(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx).
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3.5. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzona

odwrotna transkrypcja (RTqPCR)

Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzona odwrotng
transkrypcja (RTqPCR, ang. Real-Time Quantitative Reverse Transcription Reaction)
zostala wykorzystana w celu potwierdzenia obserwowanych zmian wytypowanych
technika mikromacierzy. Ten etap analizy jest istotny, gdyz eksperyment
mikromacierzowy jest badaniem przesiewowym, potilosciowym, stad konieczne
jest potwierdzenie wynikéw technikg ilosciowa. Do przeprowadzenia reakcji RTqPCR
wykorzystano odczynnik SensiFAST SYBR No-ROX One-Step Kit (Bioline, London,
UK) oparty o barwnik SybrGreen i specyficzne pary starteréw (tabela 2). Jako kontrole
endogenng reakcji wykorzystano p-aktyne (ACTB). Reakcja byta prowadzona
w 50 pl mieszaniny reakcyjne;.

Profil termiczny reakcji byt nastgpujacy: odwrotna transkrypcja (45°C przez
10 min); aktywacja polimerazy DNA (95°C przez 2 min); 40 trzyetapowych cykli:
denaturacja (95°C przez 5 s), przylaczenie starterow (60°C przez 10 s), elongacja
(72°C przez 5 s).

Specyficzno$¢ przeprowadzonej reakcji zostala potwierdzona temperaturg
topnienia produktu reakcji PCR.

Zmiany w aktywnosci transkrypcyjnej ocenianych gendéw przedstawiono
wykorzystaniem metody relatywnej (metoda 222<%) jako wielokrotno§¢ zmiany
ekspresji genu w hodowli komorkowej traktowanej cisplatyng w porownaniu

z hodowlgkontrolng (FC, ang. Fold Change).

Przyjeto, ze:
e FC =1 - komorki nietraktowane (kontrola);
e FC>1 - nadekspresja w pordwnaniu z kontrolg;

e FC <I; obnizenie ekspresji w poréwnaniu z kontrola.
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Tabela 2 Sekwencja nukleotydowa starterow wykorzystanych w reakcji RTqPCR

mRNA Sekwencja nukleotydowa starteréow
ADP Forward GTTTTATTGGTTTTAAGGGAGATAT
Reverse TCCAATCCCACACTAAATACTAAAC
ADPIORI Forward TTTTGTTAGAAGAGAAGGGTAAACG
Reverse TCATATAAAATAACCCTCCAACGTC
ADIPOR? Forward TAGCGGTGGTTTTTAAGAAGTTC
Reverse CCAATCGATTTTCTATTAACTCGTT
LEP Forward GAAGACCACATCCACACACG
Reverse AGCTCAGCCAGACCCATCTA
LEPROT Forward GCTTGGAGAGGCAGATAACG
Reverse AATGTCCTGGGTCCAGAGTG
Forward TGCAATGTGGGAAGAAATGA
LEPROTLI | g o erse AAGGAGGAAGCAGAGGAAGG
LEPR Forward ACAGTCCCTTTGTGGGTCAG
Reverse TATCCGAGCTCCAGCGTACT
JAK? Forward AGTAAAAGTCCACCAGCGGA
Reverse AGGAGGGGCGTTGATTTACA
STAT3 Forward AAAGCAGCAAAGAAGGAGGC
Reverse CTGGCCGACAATACTTTCCG
TNF-a Forward GAGTATTGAAAGTATGATTCGGGAC
Reverse CAAAATACAACAAACAAAAAAACGTA
1L-6 Forward TTTAGGAGAAGATTTTAAAGATGTAGT
Reverse TCTCCTTTCTCAAAACTAAAATACC
ACTB Forward :5°-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’
Reverse:5’-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’

Forward — starter sensowny, Reverse — starter antysensowny; ADP — adiponektyna; ADIPORI —
receptor 1 dla adiponektyny; ADIPOR2 — receptor 2 dla adiponektyny; LEP — leptyna; LEPR —
receptor leptyny; LEPROT — ang. Leptin receptor overlapping transcript; LEPROTLI — ang. Leptin
receptor overlapping transcript-like 1; JAK2 — kinaza janusowa 2; STAT3 — czynnik indukcji
transkrypcji 3; TNF-a — czynnik martwicy nowotworu alfa; /L-6- interleukina 6; ACTB — -aktyna

3.6. Testimmunoenzymatyczny ELISA

Ostatnim etapem analizy molekularnej byta ocena zmian stezenia wybranych
biateck w medium hodowlanym komodrek raka endometrium linii Ishikawa
do ktorych dodano cisplatyng¢ w poréwnaniu do hodowli kontrolnej, czyli komorek
nieeksponowanych na lek. W tym celu przeprowadzono kanapkowa odmiane¢ testu
immunoenzymatycznego ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
w 96-dotkowych szalkach zgodnie z rekomendacjg producenta.

W tabeli 3 przedstawiono nazwy kitoéw wykorzystane w analizie ELISA. Odczyt
absorbancji przeprowadzono przy dhlugosci fali 450 nm z wykorzystaniem czytnika

pQuant (Vermont, USA).
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Tabela 3 Nazwy zestawdw wykorzystane do przeprowadzenia testu ELISA

Nazwa oznaczonego Nazwa zestawu i numerkatalogowy Zakres

Bialka Oznaczen
Leptvna Human Leptin PicoKineELISA 156pg/ml-
Pty KitMBS175890 10000pg/ml

Human AdiponectinPicoKine 1,56ng/ml-

Adiponektyna ELISA KitMBS175955 100ng/ml
Czynnik martwicy TNF alpha ELISA KitMBS175820 15,6pg/ml-
nowotworu alfa 1000pg/ml

Human IL-6 PicoKine

4,69 pg/ml-300pg/ml

Interleukina 6 ELISA Kit MBS175877
Ki ] ) JAK?2 ELISA Kitab253224 390,60 pg/ml-
inaza Janusa 25000 pg/ml
Czynnik transdukcji STAT3 ELISA Kit 15 pg/ml -
transkrypcji 3 ab126427 1500 pg/ml
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3.7.  Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wynikdw wykorzystano program the Transcriptome
Analysis Console program (Thermo Fisher Scientific) oraz licencjonowang wersj¢
programu STATISTICA 13.3 (StatSoft, Krakow, Polska). Dla wszystkich analiz
przyjeto prog istotnosci statystycznej p<0,05.

Zgodnos¢ rozktadu otrzymanych danych z rozktadem normalnym zweryfikowano
testem Shapiro-Wilka i na podstawie uzyskanego wyniku (p>0,05) dalsze analizy
przeprowadzono z wykorzystaniem metod parametrycznych.

Homogenno$¢  wariancji ~ zostata  zweryfikowana  testem  Levene'a
(p<0,05). W celu okreslenia czy obserwowane roznice ekspresji gendéw i biatek
w hodowli komoérkowej eksponowanej na cisplatyng w porownaniu do kontroli
przeprowadzono test wariancji ANOVA a nastgpnie test post — hoc Tukey'a
(p<0,05).

Wspotczynnik korelacji Pearsona (r) wykorzystano w celu poszukiwania
zaleznosci pomigdzy ekspresja ocenianych adipokin 1 czynnikow prozapalnych
0 potencjalnym znaczeniu w raku trzonu macicy. Wyniki przedstawiono jako $rednia

+ odchylenie standardowe.
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4. Wyniki

4.1. Wyniki testu cytotoksycznosci z sulforodaming A

Na podstawie uzyskanych wynikdw testu cytotoksycznosci mozna
zaobserwowacé, iz niezalezenie od st¢zenia cisplatyny, ktora dodano do hodowli
komorkowe] nastepuje spadek liczby zywych komorek w poréwnaniu do hodowli
kontrolnej (rycina 1).

Dla stezenia 2,5 uM cisplatyny po 12, 24 i 48 godzinach od jej dodania
do hodowli, zywotno$¢ komorek wynosi ok. 80% kontroli. Dalsze zwigkszenie stezenia
leku do 5 pM spowodowalo zahamowanie proliferacji niemalze o 50%.
Z tego wzgledu, na podstawie wykresu dawka-efekt (rycina 1) stezenie 5 pM
jest srednim stezeniem hamujacym (IC50, ang. average inhibitory concentration) wzrost
komorek raka endometrium linii Ishikawa.

Z kolei, gdy hodowle eksponowano na dziatanie cisplatyny w stezeniu
10 pM, procent zywych komoérek zmniejszyt sie o 70-80% w pordwnaniu
do hodowli nietraktowanej lekiem (rycina 5). Roéznice w procencie zywych komorek
raka endometrium eksponowanych na rézne stezenia cisplatyny przez rézny czas
w porownaniu do hodowli kontrolnej byly znamienne statystycznie (p<0,05).

Dla najnizszego st¢zenia leku statystycznie istotne réznice odnotowano pomiedzy
czasem: 12 godzin vs. K p = 0,001; 24 godziny vs. K p = 0,001;
48 godzin vs. K p = 0,001. Réwniez przy zastosowaniu IC50 cisplatyny odnotowano
znamienno$ci statystyczne w zywotnosci komodrek (12 godzin vs. K p = 0,00001;
24 godziny vs. K p = 0,00002; 48 godzin vs. K p <0,00001). Taka samg tendencje
odnotowano dla stezenia 10 p cisplatyny (12 godzin vs. K p <0,00001; 24 godziny
vs. K p <0,00001; 48 godzin vs. K p <0,00001).
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Rycina 5 Wyniki testu cytotoksycznos$ci cisplatyny w zakresie stezen 2,5 uM-10 uM
wzgledem hodowli raka endometrium linii Ishikawa

* - istotne statystycznie roznice (test post — hoc Tukey'a; p<0,05).

4.2. Zmiany profilu ekspresji leptyny, adiponektyny i ich receptorow
na poziomie transkryptomu w hodowli raka endometrium eksponowanej na

dzialanianie cisplatyny w poréwnaniu do hodowli kontrolnej

W pierwszej kolejnosci oceniono mikromacierzowy profil ekspresji leptyny,
adiponektyny 1 jej receptorow w hodowli raka endometrium linii Ishikawa, ktérg
inkubowano z cisplatyng w stezeniu 2,5 uM, 5 uM 1 10 uM przez 12, 24 1 48 godzin
w porownaniu do hodowli kontrolnej (tabela 3; p<0,05). Na podstawie uzyskanych
wynikOw mozna zaobserwowaé, iz pod wplywem cisplatyny nastepuje obnizenie
aktywnosci transkrypcyjnej leptyny i jej trzech receptorow. Odnotowano tym mniejszg
ekspresje omawianych gendéw, im wyzsze bylo stezenie leku dodanego do hodowli oraz
dtuzszy czas ekspozycji komodrek na niego (tabela 4; p<0,05).

Z kolei dla adiponektyny i jej receptorow mozna zaobserwowac odmienny
do obserwowanego dla leptyny 1 jej receptoréw profil ekspresji w zaleznosci
od stgzenia cisplatyny 1 czasu traktowania nig komorek raka endometrium.
Im wyzsze stezenie leku i czas ekspozycji komoérek, tym wigksza nadekspresja

adiponektyny i jej receptorow (tabela 4; p<0,05).
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Tabela 4 Mikromacierzowy profil ekspresji adipokin w hodowli Ishikawa
eksponowanej na cisplatyn¢ w poréwnaniu do kontroli.
stezenie leku Gen D 12hvs K 24 hvs K 48h vs K

[xM] (FO) (FO) (FO)
LEP 207092_at 4,96 7,89 29,01

202377 at 3,47 4,01 3,66

LEPROT 202378 s at 3,44 411 325

202594 at 4,05 4,99 5,04

LEPROTLI 503595 5 at 3,54 458 5,00

209894 at 6,12 26,99 8,07

209959 at 6,10 7,01 3,14

25 211167 s at 76,55 647 749
LEPR 211354 s at 77,36 26,20 7,99

211355 x_at 76,98 26,99 7.5

211356 _x_at 3,01 7,58 29,06

ADP 207175 at 2,59 3,05 411

ADIPORI 217748 _at 2,14 3,66 3,08

ADIPOR? 201346 _at 4,01 3,58 474

LEP 207092 _at 11,69 13,55 17,01

202377 at 4,85 6,14 75,08

LEPROT 202378 s at 35,01 26,25 26,09

202594 at 7,58 8,55 8,47

LEPROTLI  ™503595 5 at 8,05 3,41 28,99
209894 at 11,02 114,96 11,55
5 209959 at 710,58 113,58 712,09
211167 s at 11,41 14,01 214,10
LEPR 211354 s at 11,01 114,66 113,54
211355 x_at 11,25 114,98 113,55

211356 x_at 11,69 14,02 13,41

ADP 207175 at 12,58 15,2 13,48

ADIPORI 217748 at 7.25 8,69 8,98

ADIPOR? 201346_at 10,01 14,87 1521
LEP 207092 _at 18,58 719,03 21,48

202377 at 75,99 6,25 4,58

LEPROT 202378 s_at 26,34 6,14 5,02
202594 at 11,02 11,58 11,66
LEPROTLI  ™503595 5 at 12,5 710,99 11,58
209894 at 713,69 114,55 15,02
209959 at 14,01 114,69 214,99
10 211167 s at 14,02 15,02 115,69
LEPR 211354 s at 713,98 114,28 214,69

211355 x at 113,58 14,01 716,01
211356 x at 13,47 11,69 716,48

ADP 207175 _at 14,58 15,98 17,01

ADIPORI 217743 _at 10,01 11,36 10,98

ADIPOR?2 201346_at 12,58 17,41 13,11

ADP — adiponektyna; ADIPORI — receptor 1 dla adiponektyny; ADIPOR2 — receptor 2 dla
adiponektyny; LEP — leptyna; LEPR — receptor leptyny; LEPROT — ang. Leptin receptor
overlapping transcript; LEPROTLI — ang. Leptin receptor overlapping transcript-like 1; (+) -
nadekspresja w porownaniu do kontroli; FC — wielokrotno$¢ zmiany ekspres;ji, ang. Fold Change; (-)
— obnizenie ekspresji w poréwnaniudo kontroli.
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W kolejnym etapie, uzyskane podczas eksperymentu mikromacierzowego
wyniki zmian wzorca ekspresji leptyny, adiponektyny i jej receptorow zostaly
zwalidowane reakcja RTqPCR (ryciny 6-8; p<0,05).

Uzyskane ~w  tym  etapie  wyniki  potwierdzily  obserwowany
w eksperymencie mikromacierzowym profil ekspresji omawianych transkryptow

mRNA.
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Rycina 6 Zmiany profilu ekspresji leptyny, adiponektyny i ich receptoréw w hodowli
raka endometrium eksponowanej na cisplatyng¢ w stezeniu 2,5 uM w poréwnaniu

do hodowli kontrolnej wyznaczone reakcjag RTqPCR.

* - istotne statystycznie roznice ekspresji w porownaniu do hodowli kontrolnej (p<0,05);
ADP — adiponektyna; ADIPORI — receptor 1 dla adiponektyny; ADIPOR2 — receptor 2 dla
adiponektyny; LEP — leptyna; LEPR — receptor leptyny; LEPROT — ang. Leptin receptor
overlapping transcript; LEPROTLI — ang. Leptin receptor overlapping transcript-like 1;
$rednia + odchylenie standardowe.
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Rycina 7 Zmiany profilu ekspresji leptyny, adiponektyny i ich receptoréw w hodowli
raka endometrium eksponowanej na cisplatyne w stezeniu 5 puM w pordwnaniu

do hodowli kontrolnej wyznaczone reakcjag RTqPCR.

* - istotne statystycznie rdéznice ekspresji w porownaniu do hodowli kontrolnej (p<0,05);
ADP — adiponektyna; ADIPORI — receptor 1 dla adiponektyny; ADIPOR2 — receptor 2 dla
adiponektyny; LEP — leptyna; LEPR — receptor leptyny; LEPROT — ang. Leptin receptor
overlapping transcript; LEPROTLI — ang. Leptin receptor overlapping transcript-like 1; $rednia +
odchylenie standardowe.

43



25
EE *¥ k¥ ¥

24hvs K

20

[y
o

w

Fold Change
o

12 hvs K 48h vs K

'
[ %3]

-10

-15

-20

* ok %k % ok ok % o

-25

B EP WLEPROT ®& LEPROTL1 LEPR W ADP ®ADIPOR1 EADIPOR2

Rycina 8 Zmiany profilu ekspresji leptyny, adiponektyny i ich receptoréw w hodowli
raka endometrium eksponowanej na cisplatyng w st¢zeniu 5 pM w poréwnaniu

do hodowli kontrolnej wyznaczone reakcjag RTqPCR.

* - istotne statystycznie rdznice ekspresji w porownaniu do hodowli kontrolnej (p<0,05);
ADP — adiponektyna; ADIPORI — receptor 1 dla adiponektyny; ADIPOR2 — receptor 2 dla
adiponektyny; LEP — leptyna; LEPR — receptor leptyny; LEPROT — ang. Leptin receptor
overlapping transcript; LEPROTLI — ang. Leptin receptor overlapping transcript-like 1; $rednia +
odchylenie standardowe.

4.3. Zmiany profilu ekspresji wybranych czynnikéw prozapalnych
na poziomie transkryptomu w hodowli raka endometrium eksponowanej na

dzialanianie cisplatyny w poréownaniu do hodowli kontrolnej

W kolejnym etapie analizy molekularnej oceniono zmiany profilu ekspresji
wybranych czynnikow prozapalnych w hodowli raka endometrium pod wptywem
cisplatyny z zastosowaniem mikromacierzy oligonukleotydowych HG-U133 A2.
Wyniki zostaly przedstawione w tabeli 4 ( p<0,05).

Mozna zaobserwowaé, 1z dodanie cisplatyny do hodowli komodrkowe;j
spowodowato nadekspresje TNF-o i IL-6 z rownoczesnym obnizeniem ekspresji STAT3
1 JAK?2 (tabela4; p<0,05). Réznice aktywnosci transkrypcyjnej ocenianych gendéw byly
bardziej widoczne, im wyzsze zastosowano stezenie cisplatyny i czas inkubacji
(tabela 5; p<0,05).
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Tabela 5 Mikromacierzowy profil ekspresji wybranych czynnikow prozapalnych

stezenie leku Gen D 12hvs K 24 hvs K 48h vs K

[uM] (FO) (FO) (FO)
TNF-o. 207113 s at +3,66 +4,98 +6,33

205841 at 11,69 11,99 2,19

JAK2 205842 s at 1,67 2,03 11,95

2,5 AT 208991 at 2,36 2,14 2.2
208992 s at 2,41 2,01 71,99

16 205207 at 3,69 5,96 5,05

TNF-a 207113 s _at 5,69 11,01 112,54
205841 at 11,74 71 1,81
. JAK2 205842 s at 2 11,54 2,01
208991 at 2,03 11,98 1,47

STAT3 208992 s at 215 1,87 11,55

IL-6 205207 at +7,01 +9,69 +11,99

TNF-a 207113_s_at 6,36 11,22 +13,89

205841 at 71,98 2,03 2,11

o JAK2 205842_s at 71,58 11,78 2,14
208991 at 33,01 2,58 2,99

STATS 208992 s at 2,08 2,66 33,02

7 205842_s_at 12,01 14,25 15,03

JAK?2 — kinaza janusowa 2; STAT3 — czynnik indukcji transkrypcji 3; TNF-o — czynnik martwicy
nowotworu alfa; /L-6- interleukina 6; (+) - nadekspresja w porownaniu do kontroli;
FC — wielokrotno$¢ zmiany ekspresji, ang. Fold Change; (-) — obnizenie ekspresji w porownaniu
do kontroli.

Nastepnie w celu potwierdzenia otrzymanych wynikéw przeprowadzono reakcje
RTqPCR. Uzyskane w tym etapie wyniki potwierdzily obserwowany
w eksperymencie mikromacierzowym profil ekspresji omawianych transkryptow

(ryciny 9-11; p<0,05).
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Rycina 9 Zmiany profilu ekspresji wybranych czynnikow prozapalnych w hodowli raka
endometrium eksponowanej na cisplatyn¢ w stezeniu 2,5 uM w porownaniu do hodowli

kontrolnej wyznaczone reakcja RTqPCR.

* - istotne statystycznie roznice ekspresji w porownaniu do hodowli kontrolnej (p<0,05);
JAK?2 — kinaza janusowa 2; STAT3 — czynnik indukcji transkrypcji 3; TNF-a — czynnik martwicy
nowotworu alfa; /L-6- interleukina 6; $rednia + odchylenie standardowe.

* *
g
BTNF-a W JAK2 STAT3 MEIL-6
Rycina 10 Zmiany profilu ekspresji wybranych czynnikow prozapalnych w hodowli
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raka endometrium eksponowanej na cisplatyng w stezeniu 5 uM w poréwnaniu do

hodowli kontrolnej wyznaczone reakcja RTqPCR.

* - istotne statystycznie roznice ekspresji w porownaniu do hodowli kontrolnej (p<0,05);
JAK?2 — kinaza janusowa 2; STAT3 — czynnik indukcji transkrypcji 3; TNF-a — czynnik martwicy
nowotworu alfa; /L-6- interleukina 6; $rednia + odchylenie standardowe.
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Rycina 11 Zmiany profilu ekspresji wybranych czynnikow prozapalnych w hodowli

raka endometrium eksponowanej na cisplatyne w stezeniu 10 uM w pordwnaniu

do hodowli kontrolnej wyznaczone reakcjag RTqPCR.

* - istotne statystycznie roznice ekspresji w poréwnaniu do hodowli kontrolnej (p<0,05),
JAK?2 — kinaza janusowa 2; STAT3 — czynnik indukcji transkrypcji 3; TNF-a — czynnik
martwicynowotworu alfa; /L-6- interleukina 6; $rednia + odchylenie standardowe.

4.4. Zmiany profilu stezen leptyny i adiponektyny na poziomie proteomu w
hodowli raka endometrium eksponowanej na dzialanianie cisplatyny
w porownaniu do hodowli kontrolnej

W dalszej kolejnosci oceniono wpltyw cisplatyny na stezenie leptyny
w hodowli raka endometrium linii Ishikawa (tabela 5; p<0,05). Przy stg¢zeniu cisplatyny
réwnym 2,5 pM statystycznie istotng rdznic¢ odnotowano po 24 i 48-godzinnej
ekspozycji na lek w poréwnaniu do kontroli (p<0,05). Najkrotszy czas ekspozycji
nie wigzat si¢ ze znamiennym spadkiem st¢zenia leptyny.

Jednakze przy wyzszych stezeniach cisplatyny na ktére eksponowano komorki
raka endometrium zaobserwowano znamienne statystycznie réznice w jej stgzeniu
niezaleznie od czasu inkubacji (tabela 6; p>0,05). Przeprowadzona analiza
statystyczna ~ wykazata  takze  istotne  roznice @ w  ekspresji  leptyny
na poziomie biatka rowniez pomigdzy poszczegdlnymi czasami ekspozycji

(tabela 6; p<0,05).
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Tabela 6 Ste¢zenie leptyny w zaleznosci od

komorek raka endometrium.

stezenia cisplatyny

1 czasu ekspozycji

czas ekspozycji
stezenie leku [pM]

12 godzin [pg/ml]

24 godzin [pg/ml]

48 godzin [pg/ml]

0 (kontrola) 921,977 + 0,345 916,458 = 0,298 947,011 + 0,396
2,5 899,553 +0,518 820,800 + 0,318% 800,380 + 0,532%¢
5 704,453 + 0,4022 585,997 +1,721*° 401,317+0,938% © 4
10 300,209 + 0,180* 205,909 + 0,992 ° 253,673 £1,773*°¢

$rednia + odchylenie standardowe; a— statystycznie istotne réznice w stgzeniu leptyny migdzy
komorkami eksponowanymi na cisplatyn¢ akontrola ( p<0,05); b— statystycznie istotne réznice w
stezeniu leptyny miedzy komoérkami eksponowanymi na cisplatyneprzez 12 i 24 godziny ( p<0,05).

c- statystycznie istotne rdéznice w stezeniu leptyny migdzy komorkami eksponowanymi na
cisplatyneprzez 24 i 48 godzin (p<0,05); d— statystycznie istotne roéznice w stezeniu leptyny miedzy
komérkami eksponowanymi na cisplatyne przez 12 i 48 godzin (p<0,05).

W niniejszej pracy oceniono takze zmiany profilu stezen adiponektyny

w zalezno$ci od stezenia cisplatyny i czasu inkubacji w hodowli raka endometrium linii
Ishikawa i kontroli (tabela 7; p<0,05).

Istotne zmiany w stezeniu adiponektyny byly widoczne dopiero,

gdy do hodowli komorkowej dodano cisplatyng w stezeniu 5 uM, niezaleznie
od czasu ekspozycji komoérek na lek (tabela 7; p<0,05). Analiza statystyczna wykazala

takze, przy stezeniu 5 uM 1 10 upM stezenie leptyny zmienito

si¢ istotnie pomiedzy ekspozycja trwajaca 12 1 48 godzin (tabela 7; p<0,05).

Ze

Tabela 7 Ste¢zenie leptyny w zaleznosci od st¢zenia cisplatyny i czasu ekspozycji

komorek raka endometrium.

czas ekspozycji

stezenie leku [pM]

12 godzin [ng/ml]

24 godzin [ng/ml]

48 godzin [ng/ml]

0 (kontrola) 4,036 + 0,004 4,021 + 0,003 4,032 £ 0,036
2,5 4,669 + 0,001 4,776 £ 0,003 4,801 £ 0,002
5 12,669 +0,001° 15,778 + 0,001 ° 17,011 £ 0,011 ¢
10 20,007 + 0,006* 20,098 +0,001* 21,679 + 0,019* 4

$rednia + odchylenie standardowe; a— statystycznie istotne réznice w stezeniu adiponektyny migdzy
komoérkami eksponowanymi na cisplatyne a kontrolg ( p<0,05) b— statystycznie istotne rdznice
w stezeniu adiponektyny y miedzy komodrkami eksponowanymi na cisplatyng przez 12 i 24 godziny
(p<0,05); c- statystycznie istotne réznice w stezeniu adiponektyny miedzy komodrkami
eksponowanymi nacisplatyne przez 24 i 48 godzin ( p<0,05); d— statystycznie istotne rdéznice w stgzeniu
adiponektyny migdzy komodrkami eksponowanymi na cisplatyng¢ przez 12 i 48 godzin ( p<0,05).
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4.5. Zmiany profilu st¢zen wybranych czynnikow prozapalnych na poziomie
proteomu w hodowli raka endometrium eksponowanej na dzialanianie cisplatyny

w porownaniu do hodowli kontrolnej

Ostatnim etapem analizy molekularnej bylo wyznaczenie stezenie TNF-a,
STAT3, JAK2 i IL-6 na poziomie biatka w hodowli raka endometrium linii Ishikawa
eksponowanej na

(tabela 8; p<0,05).

cisplatyng  w  porownaniu do  hodowli

kontrolne;j

Warto zauwazy¢, iz w przypadku TNF-a, jego profil ekspresji na poziomie
transkryptomu i proteomu jest odmienny. Na poziomie biatka mozna zaobserwowac
mniejsze stezenie tej cytokiny w hodowli komoérkowej eksponowanej na lek
w poréwnaniu do kontroli (tabela 8; p<0,05). W przypadku pozostatych czynnikow
na poziomie mRNA 1 biatka odnotowano ten sam kierunek zmiany ekspresji, przy czym
zmiany na poziomie proteomu wydaja si¢ by¢ mniej wyrazne niz w przypadku

transkryptomu (tabela 8; p<0,05).

Tabela 8 Stezenie czynnika martwicy nowotworu alfa, kinazy Janusa 2, czynnika
indukcji transkrypcji 3, interleukiny 6 w zalezno$ci od stezenia cisplatyny i czasu

ekspozycji komorek raka endometrium.

Bialko czas ekspozycji 12 godzin 24 godzin 48 godzin
stezenie leku [pM] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
0 (kontrola) 276.69+1136 | 2742251001 | 281,1249.60
25 221.02014,005 5 | 398.55411.36° | 358.05413.01% ¢
TNF-a 5 185144124150 | 154.20511,04° | 154,0114 205
10 52,016,667 44.69:5.14° | 25.74£2.58%
0 (kontrola) 120233+4.59° | 1201.6643.60° | 1189.3344.25°
25 801.3627.08° | 802.11£12.66¢ | 732.36:11,01% ¢
JAK2 5 502.3658,74° | 501362.69° | 48836741
10 208.6653.69° | 2452040747 | 248.9917.12°
0 (kontrola) 845.1849,58 84436945 836332708
25 745331458 798 3655,66 | 710.011%6,98°
STAT3 5 499.0145.11° | 454.8823.67° | 450.08+7.69°
10 2136:2.115° | 150012245 | 131,0142.36" ¢
0 (kontrola) 10,36:2.01 11,01£1,25 10,660,983
25 185.05:1,69° | 198.44:201° | 201,0143,68°
IL-6 5 24136255 | 247.3622.65° | 259.66+3,14°
10 287.194425 | 285.36:2.63° | 288.3613.11°

JAK?2 — kinaza janusowa 2; STAT3 — czynnik indukcji transkrypcji 3; TNF-a — czynnik martwicy

nowotworu alfa; /L-6- interleukina 6; $rednia + odchylenie standardowe

a— statystycznie istotne rdéznice w stezeniu biatka migdzy komoérkami

eksponowanymi

na cisplatyne a kontrolg ( p<0,05); b— statystycznie istotne rdéznice w stezeniu biatka migdzy
komoérkami eksponowanymi na cisplatyne przez12 i 24 godziny ( p<0,05); c- statystycznie istotne
roznice w stgzeniu biatka miedzy komorkami eksponowanymi na cisplatyng przez24 i 48 godzin
(p<0,05); d— statystycznie istotne réznice w stezeniu biatka miedzy komoérkami eksponowanymi na
cisplatyne przez 12 i 48 godzin ( p<0,05).
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4.6. Zaleznosci ekspresji wybranych adipokin i czynnikow prozapalnych na

poziomie mRNA i bialka

W ostatnim etapie analizy otrzymanych wynikéw poszukiwano zaleznoS$ci
pomigdzy ekspresja ocenianych adipokin i czynnikdw prozapalnych na poziomie
mRNA (tabela 9; p<0,05) oraz biatka (tabela 10; p<0,05).

Na poziomie mRNA odnotowano wystgpowanie istotnych statystycznie dodatnich
zaleznosci  ekspresji  pomiedzy LEP a LEPROT (1=0,72; p<0,05); LEP
a LEPROTLI (r=0,97; p<0,05); LEP a LEPR (r=0,87; p<0,05); LEPROT a LEPROTLI
(r=0,76; p<0,05); LEPROT a LEPR (r=0,83; p<0,05); LEPROTLI a LEPRC (r=0,76;
p<0,05); ADIPOR?2 a TNF-o. (r=0,81; p<0,05); ADIPOR 2 a IL-6 (r=0,87; p<0,05).

Z kolei ujemne zalezno$ci odnotowano pomiedzy genami: LEP a ADP (r=-0,91;
p<0,05); LEP a ADIPOR? (r= -0,86; p<0,05); LEP a TNF-a (r = - 0,81; p<0,05);
LEP a IL-6 (= -0,94; p<0,05); LEPROT a ADP (= -0,83; p<0,05); LEPROT
a ADIPOR? (r=-0,92; p<0,05); LEPROT a IL-6 (r=- 0,85; p<0,05); LEPROTLI a ADP
(r= - 0,94; p<0,05); LEPROTLI a ADIPOR? (r= -0,87; p<0,05); LEPROTLI a TNF-a
(r= -0,72; p<0,05); LEPROTLI a IL-6 (r= -0,94; p<0,05); LEPR a ADP (r= - 0,96;
p< 0,05); LEPR a ADIPOR2 (r= -0,91; p<0,05); LEPR a TNF-a (r= -0,74; p<0,05);
LEPR a IL-6 (r=- 0,85; p<0,05).

Na poziomie bialka zaobserwowano wystepowanie istotnej statystycznie silne;j,
dodatniej zaleznosci pomiedzy ekspresja TNF-o a LEP (r=0,83; p<0,05); STAT3
a LEP (r=0,98; p<0,05); TNF-a a STAT3 (r=0,87; p<0,05) oraz jednej ujemne;j korelacji
pomiedzy ADP a JAK2 (r=-0,74; p<0,05).

50



Tabela 9 Stezenie czynnika martwicy nowotworu alfa, kinazy Janusa 2, czynnika indukcji transkrypcji 3, interleukiny 6 w zaleznos$ci od

stezenia cisplatyny i czasu ekspozycji komorek raka endometrium

LEP LEPROT LEPROTLI LEPR ADP ADIPORI | ADIPOR2 TNF-o JAK?2 STAT3 IL-6
LEP 1,000000 | 0,721543* 0,972078* | 0,870549* | -0,913679* -0,358801 | -0,859565* | -0,806224* 0,324497 0,396775 | -0,937192*
LEPROT 0,721543* 1,000000 0,757463* | 0,832437* | -0,828500* -0,422830 | -0,920387* -0,595559 | -0,171524 | -0,045644 | -0,847611*
LEPROTLI 0,972078* | 0,757463* 1,000000 | 0,925183* | -0,937718* -0,449789 | -0,873927* | -0,722561* 0,249232 0,488507 | -0,941078*
LEPR 0,870549* | 0,832437* 0,925183* 1,000000 | -0,969152%* -0,341440 | -0,914231* | -0,739508* -0,059175 0,302339 | -0,848577*
ADP -0,913679* | -0,828500%* -0,937718* | -0,969152* 1,000000 0,325145 | 0,941674* | 0,777396* 0,002602 | -0,237232 | 0,857096*
ADIPORI -0,358801 -0,422830 -0,449789 | -0,341440 0,325145 1,000000 0,488818 0,287789 | -0,231596 | -0,207599 0,444724
ADIPOR?2 -0,859565* | -0,920387* -0,873927* | -0,914231* | 0,941674* 0,488818 1,000000 | 0,810011* 0,065573 | -0,057688 | 0,867892*
TNF-o. -0,806224* -0,595559 -0,722561* | -0,739508* | 0,777396* 0,287789 | 0,810011* 1,000000 | -0,182851 -0,001168 0,663110
JAK2 0,324497 | -0,171524 0,249232 | -0,059175 0,002602 | -0,231596 0,065573 -0,182851 1,000000 0,501480 | -0,231195
STAT3 0,396775 | -0,045644 0,488507 0,302339 | -0,237232 | -0,207599 | -0,057688 | -0,001168 0,501480 1,000000 | -0,373359
IL-6 -0,937192* | -0,847611%* -0,941078* | -0,848577* | 0,857096* 0,444724 | 0,867892* 0,663110 | -0,231195| -0,373359 1,000000

* - korelacje istotne statystycznie (p<0,05); ADP — adiponektyna; ADIPORI — receptor 1 dla adiponektyny; ADIPOR?2 — receptor 2 dla adiponektyny; LEP
— leptyna; LEPR — receptor leptyny; LEPROT — ang. Leptin receptor overlapping transcript; LEPROTLI — ang. Leptin receptor overlapping transcript-like

1JAK?2 — kinaza janusowa 2;STAT3 — czynnik indukcji transkrypcji 3; TNF-o — czynnik martwicy nowotworu alfa; /L-6- interleukina 6.

Tabela 10 Korelacje pomigedzy ekspresja wybranych adipokin i czynnikdéw zapalnych na poziomie biatka

LEP ADP TNF-a JAK2 STAT3 IL-6
LEP 1,000000 -0,417506 0,834834* 0,497318 0,980552* -0,197826
ADP -0,417506 1,000000 -0,309858 -0,735039* -0,481944 -0,009479
TNF-a 0,834834* -0,309858 1,000000 0,317650 0,886170* 0,121271
JAK2 0,497318 -0,735039* 0,317650 1,000000 0,532467 -0,091646
STAT3 0,980552* -0,481944 0,886170* 0,532467 1,000000 -0,071677
IL-6 -0,197826 -0,009479 0,121271 -0,091646 -0,071677 1,000000

* - korelacje istotne statystycznie (p<0,05); ADP — adiponektyna; ADIPOR1 — receptor 1 dla adiponektyny; ADIPOR2 — receptor 2 dla adiponektyny; LEP
— leptyna; LEPR — receptor leptyny; LEPROT — ang. Leptin receptor overlapping transcript; LEPROTL1 — ang. Leptin receptor overlapping transcript-like
1JAK?2 — kinaza janusowa 2; STAT3 — czynnik indukcji transkrypcji 3; TNF-a — czynnik martwicy nowotworu alfa; IL-6- interleukina 6.
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5. Dyskusja

Poznanie molekularnych mechanizméw zwigzanych z procesem nowotworzenia,
w tym w raku endometrium oraz zmian indukowanych przez cisplatyng jest niezwykle
istotne w rozwoju nauk medycznych i farmaceutycznych. Jest tak ze wzgledu na fakt,
ze zmiany molekularne wyprzedzaja zmiany fenotypowe [121]. Tym samym
w konteks$cie diagnostyki raka endometrium wykorzystujac metody 1 techniki
molekularne, np. mikromacierze mRNA, bioptat zakwalifikowany w badaniu
histopatologicznym do stopnia G1 molekularnie odpowiada, np. stopniowi G2 lub G3,
co determinuje wybor najlepszej opcji terapii dla pacjentki [121,122].

Z kolei monitoring molekularny stosowanej terapii stwarza mozliwo$¢ wykrycia
utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie (lekooporno$ci) w momencie,
gdy fenotypowo w oparciu o dost¢gpne metody nie jest ona widoczna. W zwigzku z tym
mozliwa staje si¢ zmiana leczenia w odpowiednio wczesnym momencie, a to z kolei
maksymalizuje szans¢ powodzenia terapii, z minimalizacja ryzyka jej stosowania [123].

Wykorzystanie techniki mikromacierzy ekspresyjnych mRNA stwarza mozliwo$¢
rOwnoczesnego ocenienia zmian wzorca ekspresji wielu tysigcy transkryptow
jednorazowo. Stanowi cenne badanie przesiewowe pozwalajace ukierunkowac dalsze
analizy molekularne na bardziej precyzyjne obszary. Ponadto nalezy wzia¢ pod uwage
fakt, iz bazy danych, przy uzyciu ktérych typuje si¢ okreslone geny do analizy
mikromacierzowej, oparte o ontologie genowa s3 na biezaco aktualizowane
1 uzupelnianie o nowe geny, ktore sa zwigzane z danym szlakiem sygnalowym
lub procesem biologicznym [124]. Niemniej jednak, wyniki mikromacierzowego profilu
ekspresji muszg zosta¢ potwierdzone technikami ilo§ciowymi, do ktérych zaliczamy
RTqPCR [125]. Istotnym uzupetnieniem badan transkryptomu sg analizy na poziomie
biatka, gdyz dajag mozliwo$¢ oceny zmian ekspresji na dwoch poziomach przeptywu
informacji genetycznej oraz pozwalaja wskaza¢ potencjalny udzial czynnikow
epigenetycznych regulujacych ekspresje¢ ocenianych genow [122,123,124,125].

W niniejszej pracy wykorzystujac model in vitro raka endometrium postanowiono
oceni¢ wpltyw cisplatyny na zmiany profilu ekspresji wybranych adipokin i czynnikow
prozapalnych zwigzanych ze szlakiem sygnalizacyjnym JAK/STAT.

Zostalo potwierdzone, ze ryzyko zachorowania na raka trzonu macicy wzrasta
2-3-krotnie u kobiet z nadwaga lub otytoscig w wieku okoto- i postmenopauzalnym.
U tych pacjentek nastepuje zwiekszenie ilosci tkanki thuszczowej, wielkosSci

adipocytow, ktore wydzielaja adipokiny, czyli czasteczki o aktywno$ci hormonalne;j
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aktywujace lub  hamujace szlaki sygnalizacyjne 1 procesy Dbiologiczne,
co w konsekwencji skutkuje utrata homeostazy organizmu [74,89,100,101,102,103].
Ponadto w procesie nowotworzenia obserwuje si¢ utrate¢ roOwnowagi w stgzeniu
czynnikow prozapalnych 1 przeciwzapalnych, co skutkuje niepodlegajagcemu kontroli
rozwojowi przewleklego stanu zapalnego, ktory rowniez w istotny sposob zwicksza
ryzyko nowotworzenia [37,38,40,41].

Dlatego tez w niniejszej pracy oceniono nie tylko profil ekspresji czynnikow
prozapalnych i1 adipokin, ale takze oceniono wystgpowanie zaleznosci w ich stezeniach.
W pierwszej kolejnosci oceniono wrazliwo$¢ komorek raka endometrium linii Ishikawa,
ktora reprezentuje fenotyp raka w stopniu histopatologicznego zroéznicowania G1, w
ktorym  diagnozuje si¢ najwickszy odsetek przypadkow na  cisplatyne.
Wynik testu cytotoksycznosci z sulforodaming B pozwolit zaobserwowac, iz cisplatyna
wywiera przede wszystkim efekt na zywotno$¢ komorek w sposob zalezny od stezenia,
a nie czasu ekspozycji komorek na lek. Wniosek taki wydaje si¢ zasadny, poniewaz
wraz ze wzrostem st¢zenia cisplatyny odsetek zywych komorek ulegat istotnemu
zmniejszeniu (p<0,05), podczas gdy dla danego stezenia na ktore eksponowano komorki
przez 12, 24 lub 48 godzin zmiany zywotnosci komorek raka endometrium nie byly
znamienne statystycznie (p>0,05). Ponadto odnotowano, Ze stezenie cisplatyny
wynoszace 5 uM odpowiada IC50, czyli takiemu stezeniu, przy odsetek komorek
zywych 1 martwych jest taki sam (50%:50%).

Busch i wsp. [126] w swoich badaniach zastosowali stezenie 1 pg/ml cisplatyny,
co odpowiada 3,3 puM cisplatyny [126]. Takze Skolekova i wsp. [127] stosowali
cisplatyng o stezeniach 0,5-8 pg/ml, przy czym w dalszych etapach badan na linii
komorkowej raka piersi stosowali stgzenie 1 pg/ml [127]. Na podstawie tych informacji
mozna wnioskowaé, ze powyzszymi dawkami cisplatyny mozna prowadzi¢ skuteczng
farmakoterapi¢ raka endometrium.

Moon i wsp. [128] na podstawie przeprowadzonej przez siebie analizy
na modelu raka endometrium potwierdzajg kluczowa role adiponektyny w indukcji
procesu transformacji nowotworowej [128]. Wskazali, ze adiponektyna jest inhibitorem
proliferacji zmienionych komoérek nowotworowych, a takze zwigksza stezenie
ludzkiego antyonkogenu, kodujacego biatko kinazy treoninowo-serynowej (LKB1, ang.
serine—threonine kinase) [129], co jest niezbgdne do aktywacji szlaku AMPK [130,131].
W ten sposob adiponektyna wptywa na proliferacje, adhezj¢ i migracje komorek

nowotworowych [128]. Obserwacje poczynione przez Cai i wsp. [129] potwierdzaja,
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ze  adiponektyna  jest ~mediatorem  pomigdzy  kaskadami  sygnalowymi
AMPK/mTOR/S6K1 i hamuje proliferacj¢ i migracj¢ komorek raka endometrium [129].

W niniejszej pracy pod wplywem cisplatyny w hodowli komorkowej raka
endometrium odnotowano zwigkszenie ekspresji adiponektyny na poziomie mRNA
1 biatka. Moze to sugerowac, ze terapia ogolnoustrojowa z uzyciem cisplatyny wplywa
na wzor ekspresji adiponektyny. Mozliwe zatem, ze oczekiwana regresja objawow
spowodowanych choroba nowotworowa bylaby wynikiem nie tylko bezposredniego
destrukcyjnego dzialania cisplatyny na DNA czy mitochondria [130,131], ale takze
zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych, wynikatoby ze wzrostu stgzenia
adiponektyny [132]. Warto zauwazy¢, ze niezaleznie od stezenia cisplatyny i1 czasu
inkubacji komoérek z lekiem nie zaobserwowano mozliwosci utraty adekwatnej
odpowiedzi na leczenie, wyrazonej spadkiem poziomu adiponektyny w stosunku
do jej poziomu z krotszym czasem ekspozycji. Moze to wskazywaé na stosunkowo
niskie ryzyko lekoopornosci zwigzanej z terapia cisplatyng z powodu raka
endometrium. Niemniej jednak warto wzig¢ pod uwage, ze obserwacje poczynione
w tym badaniu zostaty dokonane na modelu in vitro.

Chitcholtan 1 wsp. [133] wykazali, ze w powstawaniu zjawiska lekoopornos$ci
na leki przeciwnowotworowe kluczowa role odgrywa mikrosrodowisko guza, ktore
ma wplyw na metabolizm komorek nowotworowo zmienionych. Ponadto badacze
ci podkreslaja, ze roznice we wnioskach dotyczacych mozliwosci utraty odpowiedzi
na leczenie, np. cisplatyng w przypadku badan in vitro raka endometrium sa zalezne
od rodzaju zastosowanej linii komorkowej [133]. Jednocze$nie jednak wskazuja na
zasadno$¢ wykorzystania linii komorkowej Ishikawa do badan nad potencjalem
terapeutycznym lekow przeciwnowotworowych [134].

Interesujace sg takze badania przeprowadzone przez Wang 1 wsp. [135], ktorzy
ocenili st¢zenie adiponektyny na poziomie biatka wykorzystujac technike ELISA wérdd
53 pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem endometrium w poréwnaniu do grupy
zdrowych ochotniczek, stanowigcych kontrole w tym eksperymencie. Zaobserwowali
istotny statystycznie spadek stezenia adiponektyny w grupie z rakiem endometrium
w poréwnaniu z kontrolg (2,09 pg/ml £ 1,24 pg/ml vs. 7,59 ug/ml + 2,29 ug/ml;
p<0,001) [135].

Poza tym zwraca si¢ uwage na mozliwo$s¢ wykorzystania zmian profilu stezen
adiponektyny jako niezaleznego, uzupeiniajagcego diagnostycznego markera

molekularnego w raku endometrium [136,137].
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Z kolei Ciortea i wsp. [138] ocenili stezenie adiponektyny w kokulturze hodowli
raka endometrium linii komodrkowej Ishikawa z komodrkami macierzystymi
pochodzacymi z tkanki tluszczowej (ADSC, ang. adipose stem cells), jak rowniez
w hodowli samych komorek Ishikawa. W modelu kokultury zaobserwowali wyciszenie
ekspresji adiponektyny w poréwnaniu do kontroli. Z kolei w hodowli komorek raka
endometrium linii Ishikawa stwierdzili w medium pohodowlanym znamiennie wyzsze
stezenie adiponektyny w poréwnaniu do hodowli kontrolnej (4,5 ng/ml vs. 3 ng/ml;
p<0,05) [138]. Uzyskane przez nich st¢zenia adiponektyny sg zbiezne ze stg¢zeniem
odnotowanym w niniejszej pracy w hodowli nietraktowanej cisplatyna (kontrola).

Analiza ekspresji adiponektyny jest istotna nie tylko w przypadku diagnostyki
raka trzonu macicy, ale roéwniez w monitorowaniu skuteczno$ci terapii
przeciwnowotworowej ze wzgledu na udokumentowane antyangiogenne wtasciwosci
adiponektyny w modelach in vitro 1 in vivo [139,140]. Stanowi to jedna
z prawdopodobnych przyczyn obnizenia ekspresji adiponektyny w przypadkach raka
endometrium. Rozw0] nowotworowej sieci naczyn krwiono$nych warunkuje
dostarczanie do mikrosrodowiska guza tlenu i substancji odzywczych, co jest niezb¢dne
do utrzymania przez komoérki nowotworowe potencjatu proliferacyjnego i metastazy
[141]. W zwiazku z powyzszym, biorac pod uwage wyniki ekspresji adiponektyny
uzyskane w niniejszej pracy z wraz z obserwacjami innych badaczy [138,139,140]
zasadny wydaje si¢ wniosek, ze cisplatyna wykazuje aktywno$¢ antyangiogenna.

Drugg z ocenianych adipokin w niniejszej pracy byla leptyna. Obecnie podkresla
si¢ znaczenie aktywowanych przez leptyng szlakow sygnatowych w uzyskaniu przez
komorki nowotworowe zdolnos$ci do przerzutowania drogg naczyn krwionosnych lub
limfatycznych [142].

W badaniu przeprowadzonym przez Gong i wsp. [143] komorki linii Ishikawa
eksponowano na dziatanie leptyny w stezeniu 100 ng/ml w poréwnaniu do hodowli
kontrolnej, ktérg stanowity komorki nie traktowane adipoking. Zaobserwowali Oni,
ze leptyna w istotny statystycznie sposob nasila proliferacje komorek, co moze
by¢ wynikiem fosforylacji ERK1/2 [143].

Z kolei obserwacje Liu 1 wsp. [144] potwierdzaja zdolno$¢ komorek raka
endometrium linii Ishikawa do ekspresji receptoréw dla leptyny. Badacze Ci traktowali
komorki leptyng w zakresie stezen 0-150 ng/ml przez 6, 12 1 24 godziny.
Zaobserwowali nasilenie proliferacji komoérek nowotworowych, ktéry byl wickszy

wprost proporcjonalnie do st¢zenia leptyny i czasu inkubacji komorek z nia.
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Wykazano, ze leptyna aktywuje fosforylacje ERK1/2 oraz STAT3 i jest to proces
odwracalny [144].

Réwniez w niniejszej pracy mozna zaobserwowac, ze cisplatyna powoduje
roOwnoczesne obnizenie st¢zenia leptyny 1 STAT3, aczkolwiek statystycznie istotne
wyciszenie ekspresji leptyny na poziomie biatka odnotowano niezaleznie od czasu
inkubacji w porownaniu do hodowli kontrolnej zaobserwowano dopiero przy stezeniu
5 uM (p<0,05). Niewykluczone zatem, ze cisplatyna w st¢zeniu 2,5 uM nie wykazuje
wystarczajacej aktywnosci wzgledem leptyny w komoérkach raka endometrium linii
Ishikawa. Niemniej jednak nie nalezy zapominaé, iz statystycznie istotne roznice
ekspresji leptyny zostaly odnotowane na poziomie mRNA niezaleznie od st¢zenia
chemioterapeutyku 1 czasu  ekspozycji  komorek na  niego  (p<0,05).
Sugeruje to, ze transkryptom jest uktadem bardziej wrazliwym na zmiany w srodowisku
komoérkowym w poréwnaniu do proteomu, cho¢ i tutaj obserwowano wyciszenie
ekspresji leptyny. Rownoczesnemu obnizeniu ekspresji leptyny towarzyszyto
zmniejszenie stezenia jej receptoréw, za posrednictwem ktorych adipokina ta aktywuje
szlaki sygnatowe.

Obserwowana zmiana profilu ekspresji leptyny, widoczna jako jej obnizenie
wraz ze wzrostem st¢zenia cisplatyny dodanej do medium hodowlanego w zestawieniu
z opisywang w kancerogenezie rolg tej adipokiny [87,88,89,90] mogtaby sugerowac
koniecznos$¢ dalszego obnizenia jej ekspresji lub nawet catkowitego wyciszenia.

Grabowski 1 wsp. [145] przeprowadzili badanie na grupie 42 pacjentek z rakiem
jajnika w poréwnaniu do 28 osobowej grupy kontrolnej, w ktorym wykazali znamiennie
nisze st¢zenie leptyny w grupie badanej w poroéwnaniu do kontroli oraz nie znalezli
korelacji pomigdzy stezeniem leptyny a stopniem zaawansowania choroby [145].

Réwniez Stomian 1 wsp. [146] zaobserwowali wyzsze stezenie zarowno

adiponektyny 1 leptyny, ale tylko w grupie pacjentow, u ktérych uzyskano czeSciowa
odpowiedz na leczenie przeciwnowotworowe we wskazaniu raka jelita grubego [146].
Z tego wzgledu rekomendowane jest monitorowanie stezenia leptyny zarowno
przed rozpoczeciem  leczenia  przeciwnowotworowego, W  jego  trakcie
oraz po zakonczeniu, co bedzie mie¢ korzystny wplyw na efektywno$¢ terapii
1 utrzymanie remisji choroby.

Interesujace w kontekScie znaczenia leptyny w procesie nowotworowym
sg obserwacje Kumara 1 wsp. [147], ktérzy nie stwierdzili r6znic w przezyciu pomi¢dzy

pacjentami z wysoka 1 niskg ekspresja leptyny lub wysoka i niskg ekspresja LEPR
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w tkance guza. Jednak pacjenci, ktorzy mieli wyzsza koekspresj¢ leptyny i LEPR
w tkance nowotworowej mieli znacznie krétsze przezycie [147].

W przeprowadzonych badaniach stezenie leptyny zakresie od 253,673 pg/ml
+ 1,773 pg/ml do 947,011 pg/ml + 0,396 pg/ml, podczas, podczas gdy Matta i wsp.
[148] wykazali w grupie 80 pacjentek z wysokim stopniem surowiczego nablonkowego
raka jajnika, u ktoérych wykryto lekoopornos¢ stezenie leptyny wynoszace 672 pg/ml
[148], co sugeruje, ze w przypadku raka endometrium odpowiedz na leczenie
zwigzkami platyny bedzie satysfakcjonujaca.

Poza okre$leniem zmian st¢zen adiponektyny i leptyny w ramach niniejszej
pracy oceniono takze zmiany ekspresji /L-6, TNF-o, JAK2 1 STAT3 oraz kodowanych
przez nie biatlek w hodowli raka endometrium pod wptywem endometrium.

W odniesieniu do profilu ekspresji IL-6 odnotowano jej wzrost zaréwno
na poziomie mRNA i biatka w sposéb zalezny od stezenia leku i czasu inkubacji z nim.
Natomiast w odniesieniu do TNF-a na poziomie transkryptomu wraz
ze wzrostem stezenia leku 1 czasu inkubacji, ekspresja tej cytokiny wzrasta, podczas,
gdy na poziomie biatka odnotowano tendencje odwrotng. Moze to wynika¢ z udzialu
czasteczek mikroRNA (miRNA) w regulacji ekspresji TNF-a.

MiRNA s3 to jednoniciowe czasteczki skladajace si¢ z 21-26 nukleotydow
uczestniczace w potranskrypcyjnej regulacji gendéw. Jesli pomiedzy czasteczkg mRNA
a miRNA wystepuje pelna komplementarno$¢, dochodzi do degradacji biatka
kodowanego przez gen. Natomiast, gdy komplementarno$¢ pomiedzy czasteczkami
nie jest pelna, w konsekwencji obserwuje si¢ wyciszenie ekspresji biatka [149,150].
To wilasnie tg drugg sytuacj¢ obserwuje si¢ W niniejszej  pracy.
Wskazuje si¢, ze czasteczkami miRNA potencjalnie zaangazowanymi w regulacje
TNF-a sg: miR-21 [151], mir-224-5p [152], miR-23b [153]. Natomiast w odniesieniu
do JAK2, STAT3 odnotowano obnizenie ekspresji na poziomie mRNA i biatka.

Che 1 wsp. [154] przeanalizowali znaczenie IL-6 i STAT3 w migracji
1 przerzutowaniu komoérek raka endometrium linii  Ishikawa 1 RL95-2.
Autorzy Ci podkreslili kluczowa role STAT3 w zyskaniu przez komorki raka
endometrium potencjalu do przerzutowania, co potwierdzili poprzez transfekcje
komorek inhibitorem STAT3, co wigzato si¢ z obnizeniem potencjalu metastatycznego.
Réwnoczesnie wskazuja, ze IL-6 jest czynnikiem wzmacniajagcym ekspresje STAT3,
a to z kolei przyczyniato si¢ do wzrostu ekspresji MMP2 i progresji nowotworowej

[154]. Zblizone obserwacje zawarte sg w pracy Chu 1 wsp. [155], ktorzy takze wykazali

57



zmniejszong migracje 1 zdolno$¢ do inwazji komorek raka endometrium,
gdy do hodowli komoérkowej wprowadzono wektor matego interferujacego RNA
(siRNA, ang. small interfering RNA) STAT3. W ten sposéb potwierdzono udziat
STAT3 w nabywaniu przez komorki raka trzonu macicy zdolno$ci do przerzutowania
[155]. Z tego wzgledu obserwowane w niniejszej pracy wyciszenie ekspresji STAT3
pod wptywem cisplatyny sugeruje jej aktywnos¢ wzgledem komorek raka endometrium
1 jest zjawiskiem korzystnym.

Niemniej jednak nalezaloby spodziewac si¢ rownoczesnego spadku ekspresji
IL-6, co nie zostato potwierdzone w przeprowadzonym badaniu. IL-6 moze indukowac
opornos$¢ na cisplatyng w przypadku raka jamy ustnej, jajnika, ptuca i prostaty, poprzez
zwiekszenie ekspresji czynnikow antyapoptotycznych, takich jak Bcl-2, Bel-xL 1 cIAP-
2 1/ lub indukcje proliferacji komorek [156]. Rowniez Gao 1 wsp. [157] wskazuja,
ze w przypadku nowotworu glowy i szyi wyzsze stgzenie IL-6 bylo niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym [157]. Jednakze, gdy uwzgledni si¢ wyniki testu
cytotoksyczno$ci oraz obnizenie ekspresji JAK2, ktoérego aktywnos¢ jest niezbedna w
fosforylacji STAT3 1 transdukcji sygnatu wzdluz kaskady sygnatowej, pod wptywem
cisplatyny nie wydaje si¢, by IL-6 w raku endometrium linii Ishikawa wptywala na
ekspresje STAT3 i potencjal przerzutowy, jak takze powstawanie lekoopornosci
na cisplatyn¢. Chitcholtan 1 wsp. [133] wskazuje, ze wykazali, ze w powstawaniu
zjawiska lekoopornosci na leki przeciwnowotworowe kluczowg role odgrywa
mikrosrodowisko guza. Ponadto badacze ci podkreslaja, ze roznice we wnioskach
dotyczacych mozliwosci utraty odpowiedzi na leczenie, np. cisplatyng w przypadku
badan in vitro raka endometrium sg zalezne od rodzaju zastosowanej linii komoérkowe;.
[133].

Uzyskane wyniki zmian profilu stezenia TNF-a, IL-6 pod wptywem cisplatyny sa
jednak zgodne z obserwacjami poczynionymi przez Kumar i wsp. [158], ktérzy réwniez
odnotowali istotny statystycznie wzrost st¢zenie omawianych cytokin pod wptywem
cisplatyny w komorkach nerki szczura, co bylo zwigzane z efektem nefrotoksycznym
cisplatyny [158]. Z tego wzgledu konieczne sg dalsze badania na innych liniach
komorkowych raka endometrium oraz w modelu in vivo, ktore potwierdza lub wyklucza
niniejszg obserwacje.

Morgan i1 wsp. [159] podkreslaja, ze JAK2 jest obiecujagcym celem molekularnie
ukierunkowanych terapii w przypadku raka szyjki macicy HPV+ (wirus brodawczaka

ludzkiego, ang. Human Papiloma Virus) [159]. Czynnik ten uczestniczy w regulacji
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cyklu komoérkowego za posrednictwem réznych mechanizmow [160]. W badaniach
przeprowadzonych przez Morgan i wsp. [159] wykorzystano inhibitor JAK1/2 —
ruksolitynib oraz inhibitor JAK2 — fedratynib w celu potwierdzenia kluczowej roli tych
kinaz w aktywacji STAT3. Zastosowanie ktéregokolwiek z inhibitorow skutkowato
znacznym zahamowaniem proliferacji komoérek i tworzenia kolonii przez komorki raka
szyjki macicy. Hamowanie JAK2 zmniejszyto réwniez fosforylacj¢ reszty tyrozyny
STAT3 i zmniejszyto ekspresj¢ cykliny D1. Wydaje si¢, ze mechanizm indukcji
apoptozy po inhibicji JAK2 moze by¢ spowodowany zmniejszeniem ekspresji biatka
Bcl-XL zaleznej od STAT3 [159].

Odnotowane w niniejszym badaniu wyciszenie ekspresji TNF-a na poziomie
biatka jest zbiezne z obserwacjami Liu i wsp. [160] na modelu linii raka jajnika Hey,
prostaty LNCaP, nie drobnokomoérkowego raka pluca A549 [160].
Potwierdza to rdwniez wystgpowanie wzajemnych zalezno$ci pomigdzy IL-6-JAK2-
STAT3-TNF-a.

Ostatni etap analizy w ramach niniejszej pracy polegat na poszukiwaniu korelacji
pomigdzy ekspresja ocenianych adipokin i czynnikéw prozapalnych. Przeprowadzona
analiza statystyczna wykazata wystgpowanie istotnych zaleznosci przede wszystkim
pomigdzy leptyna a adiponektyng (korelacja ujemna), leptyna
a jej receptorami (korelacja dodatnia), adiponektyng a receptorem ADIPOR?2 (korelacja
dodatnia), leptyng a TNF-a (korelacja ujemna), adiponektyng a TNF-a (korelacja
dodatnia), leptyng a IL-6 (korelacja dodatnia), adiponektyna a IL-6 (korelacja ujemna).
Nie wykazano zaleznosci w ekspresji pomigdzy poszczegdlnymi czynnikami
prozapalnymi. Niniejsze zaleznos$ci sg silne lub bardzo silne, co podkresla wzajemnag
zalezno$¢ 1 wptyw poszczeg6lnych adipokin 1 cytokin na siebie oraz wielowymiarowy
efekt dziatania cisplatyny na komorki raka endometrium linii Ishikawa.

Podsumowujac, przy okreslaniu roli adipokin w procesie transformacji
nowotworowej, w tym w raku endometrium nalezy uwzglednia¢ mikrosrodowisko guza
oraz wpltyw cytokin prozapalnych wydzielanych przez komodrki nowotworowe,
np. TNF-a, IL-6, ktore wptywaja na metabolizm komoérkowy 1 aktywno$¢ hormonalng
tkanki thuszczowe;.

Wydaje si¢, ze zmniejszenie masy guza pod wplywem chemioterapii z uzyciem
cisplatyny powoduje zmniejszenie uwalniania réznych cytokin prozapalnych,
co sugeruje zmiane¢ funkcji endokrynnej tkanki thuszczowej. Konieczne sg jednak dalsze

analizy, w szczegdlnos$ci na modelach in vivo.
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Whioski

. Potwierdzono, iz cisplatyna wywiera cytotoksyczny efekt wzgledem komorek raka
endometrium linii Ishikawa, a stezenie 5 uM cisplatyny odpowiada IC50.

. Potwierdzono wptyw cisplatyny na profil ekspresji LEP, ADP, IL-6, JAK2, STATS3,
TNF-a na poziomie transkryptomu i proteomu.

. Potwierdzono ten sam kierunek zmian wzorca ekspresji na poziomie mRNA 1 biatka
dla LEP, ADP, IL-6, JAK2, STAT3 i odmienny dla TNF-a, co moze sugerowac
udziat czasteczek miRNA w regulacji jego ekspresji.

. Stwierdzono wystgpowanie silnych korelacji pomig¢dzy profilem ekspresji
ocenianych czynnikow prozapalnych i adipokin.

. Zmiany wzorca ekspresji LEP, ADP, IL-6, JAK2, STAT3, TNF-a moga by¢
wykorzystane jako potencjalne markery molekularne w monitorowaniu odpowiedzi
na leczenie cisplatyng w raku endometrium w stopniu histopatologicznego

zaawansowania G1.
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8. Streszczenie

Wstep: Rak endometrium, inaczej rak trzonu macicy jest najczestszym nowotworem
ginekologicznym u kobiet w wieku okoto- i1 postmenopauzalnym. Do najlepiej
poznanych i opisanych adipokin zalicza si¢: leptyna, adiponektyna, wisfatyna, rezystyna
1 omentyna.

Leptyna (LEP) jest wydzielana przede wszystkim przez zroznicowane
adipocyty, wplywa na angiogenez¢ nowotworowa poprzez aktywacje S$ciezki
JAK/STAT, co skutkuje wzmozong proliferacja komoérek s$rodbtonka naczyn oraz
zwigkszeniem ekspresji czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular
endothelial growth factor), czynnika wzrostu fibroblastow (FGF, ang. fibroblast growth
factor) 1 biatek antyapoptotycznych, m.in. Bcl-2. U kobiet, ktorych BMI jest wyzsze niz
25 ryzyko zachorowania na raka trzonu macicy wzrasta 2-krotnie, a u tych, gdzie BMI
jest powyzej 30 ryzyko wzrasta 3- krtonie. Potwierdzono takze wyzsze stezenie LEP
w surowicy kobiet z rakiem endometrium w porownaniu do zdrowych ochotniczek.

Z kolei, adiponektyna wykazuje dziatanie uwrazliwiajace na insuling, wzmacnia
ekspresj¢ syntazy tlenku azotu oraz posiada aktywno$¢ przeciwzapalng poprzez
hamowanie ekspresji czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-a,a ng. tumor necrosis
factor alpha) 1 interleukiny 6 (IL-6). Odnotowano 6-krotnie wyzsze ryzyko rozwoju
nowotworu u 0sob otytych, u ktérych stezenie ADP bylo nizsze niz w grupie zdrowych
ochotnikow. Podkresla si¢, ze to wiasnie ta adipokina jest najsilniej zwigzana
z ryzykiem wystapienia raka blony §luzowej trzonu macicy.

Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Ginekologii Onkologicznej
(PTGO) z 2017 roku w przypadku raka endometrium stosowana w stezeniu 60 mg/m?

w  terapii  adjuwantowej.  Mechanizm  dziatania  cisplatyny = zwigzany
jest z oddziatywaniem zwigzkéw platyny z materialem genetycznym komorki, czyli
kwasem deoksyrybonukleinowym (DNA), z ktérym tworza wigzania krzyzowe
w obrebie czgsteczki DNA, jak 1 pomiedzy czgsteczkami. W konsekwencji dochodzi
do zaburzenia struktury DNA, powstawania pekni¢¢, nieprawidlowej syntezy DNA
1 kwasu rybonukleinowego (RNA) oraz zahamowania podzialow komorkowych

1 apoptozy.

Cel: Nadrzgdnym celem pracy byta ocena zmian wzorca ekspresji genow kodujacych

wybrane adipokiny i czynniki prozapalne w hodowli komoérkowej raka endometrium
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linii Ishikawa eksponowanej na dziatanie cisplatyny w poréwnaniu do hodowli

kontrolne;.

Material i metody: Komoérki raka endometrium linii Ishikawa byty eksponowane
na dzialanie cisplatyny w stezeniu2,5 uM, 5 uM 1 10 uM przez okres 12, 24 i 48 godzin
w poréwnaniu do hodowli kontrolnej (K), ktérg tworza komodrki nietraktowane
cisplatyng. Dla kazdego czasu ekspozycji 1 stezenia cisplatyny przeprowadzono trzy
powtorzenia techniczne.

Do zbadania cytotoksycznego wplywu cisplatyny wzglgdem hodowli komorkowej
raka endometrium linii Ishikawa wykorzystano test z sulforodaming B, ktéra jest
anionowym barwnikiem, wykazujacym zdolno$¢ do wigzania si¢ z resztami
aminokwasowymi bialek komorkowych. Oznaczenie cytotoksycznosci w tym tescie
opiera si¢ na podstawie ilo$ci biatka komérkowego.

Ekstrakcja catkowitego kwasu rybonukleinowego (RNA) z hodowli raka
endometrium linii Ishikawa eksponowanej na cisplatyne i1 hodowli kontrolnej zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem odczynnika uzyto TRIzol. W celu przeprowadzenia
oceny jakosciowej wyizolowanych ekstraktow RNA wykorzystano technike
elektroforezy agarozowej z dodatkiem bromku etydyny. IloSciowej analizy
otrzymanych  ekstraktow  kwasu nukleinowego RNA  dokonano poprzez
przeprowadzenie pomiardéw spektrofotometrycznych.

Technika ~ mikromacierzy  oligonukleotydowych  HG-U133 A2  zostala

wykorzystana do oceny profilu ekspresji gendow  wybranych czynnikow
prozapalnych 1 adipokin w hodowli Ishikawa eksponowanej na dziatanie cisplatyny
w porownaniu do kontroli. Geny do analizy mikromacierzowej zostaty wytypowane w
oparciu o baze danych AffymetrixNetAffx™  Analysis Center database
(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx).
Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym poprzedzona odwrotng
transkrypcja (RTqPCR, ang. Real-Time Quantitative Reverse Transcription Reaction)
zostala wykorzystana w celu potwierdzenia obserwowanych zmian wytypowanych
technika mikromacierzy. Ten etap analizy jest istotny, gdyz eksperyment
mikromacierzowy jest badaniem przesiewowym, potilosciowym, stad konieczne
jest potwierdzenie wynikow technikg ilosciows.

Ostatnim etapem analizy molekularnej byta ocena zmian stezenia wybranych

bialek w medium hodowlanym komorek raka endometrium linii Ishikawa
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do ktorych dodano cisplatyng¢ w poréwnaniu do hodowli kontrolnej, czyli komorek
nieeksponowanych na lek. W tym celu przeprowadzono kanapkowa odmiang testu
immunoenzymatycznego ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
w 96-dotkowych szalkach zgodnie z rekomendacjg producenta.

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z wykorzystaniem oprogramowania
Transcriptome Analysis Console program (Thermo Fisher Scientific) i STATISTICA
13PL (Krakow, Polska).

Wyniki: Na podstawie uzyskanych wynikow testu cytotoksyczno$ci mozna
zaobserwowac, iz niezalezenie od st¢zenia cisplatyny, ktorg dodano do hodowli
komoérkowe] nastepuje spadek liczby zywych komorek w poréwnaniu do hodowli
kontrolnej. Na podstawie wykresu dawka-efekt stezenie5 uM jest §rednim stezeniem
hamujacym (IC50, ang. average inhibitory concentration) wzrost komorek raka
endometrium linii Ishikawa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw eksperymentu mikromacierzowego mozna
zaobserwowaé, iz pod wplywem cisplatyny nastepuje obnizenie aktywnosci
transkrypcyjnej leptyny i jej trzech receptoréw. Odnotowano tym mniejszg ekspresje
omawianych genow, im wyzsze byto stezenie leku dodanego do hodowli oraz dluzszy
czas ekspozycji komoérek na niego (p<0,05).

Z kolei dla adiponektyny i jej receptorow mozna zaobserwowac odmienny
do obserwowanego dla leptyny i1 jej receptorow profil ekspresji w zalezno$ci
od stgzenia cisplatyny 1 czasu traktowania nig komorek raka endometrium.
Im wyzsze stgzenie leku 1 czas ekspozycji komorek, tym wigksza nadekspresja
adiponektyny i jej receptorow (p<0,05).

W kolejnym etapie analizy molekularnej oceniono zmiany profilu ekspresji
wybranych czynnikéw prozapalnych w hodowli raka endometrium pod wpltywem
cisplatyny z zastosowaniem mikromacierzy oligonukleotydowych HG-U133 A2
(p<0,05). Mozna zaobserwowa¢, iz dodanie cisplatyny do hodowli komorkowe;j
spowodowato nadekspresj¢ TNF-a i IL-6 z rownoczesnym obnizeniem ekspresji STAT3
1 JAK2 (p<0,05). Réznice aktywnosci transkrypcyjnej ocenianych gendw byly bardziej
widoczne, im wyzsze zastosowano stezenie cisplatyny i1 czas inkubacji ( p<0,05).

Z kolei na poziomie biatka przy stezeniu cisplatyny rownym 2,5 puM
statystycznie istotng roéznice odnotowano po 24 i 48-godzinnej ekspozycji na lek

w poréwnaniu do kontroli (p<0,05).
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Jednakze przy wyzszych stgzeniach cisplatyny na ktore eksponowano komorki
raka endometrium zaobserwowano Znamienne statystycznie roéznice
W jej stezeniu niezaleznie od czasu inkubacji (p>0,05). Przeprowadzona analiza
statystyczna ~ wykazata  takze  istotne  roznice @ w  ekspresji  leptyny
na poziomie biatka réwniez pomigdzy poszczegdlnymi czasami ekspozycji
Istotne zmiany w stezeniu adiponektyny na poziomie proteomu byty widoczne dopiero,
gdy do hodowli komorkowej dodano cisplatyne w stezeniu 5 uM, niezaleznie od czasu
ekspozycji komorek na lek (p<0,05). Analiza statystyczna wykazala takze, ze przy
stezeniu 5 uM 1 10 uM stezenie leptyny zmienito si¢ istotnie pomiedzy ekspozycja
trwajaca 12 1 48 godzin (p<0,05).

Ostatnim etapem analizy molekularnej bylo wyznaczenie stezenie TNF-a,
STAT3, JAK2 1 IL-6 na poziomie biatka w hodowli raka endometrium linii Ishikawa
eksponowanej na  cisplatyng w  poréwnaniu do  hodowli  kontrolnej
(p<0,05). Warto zauwazy¢, iz w przypadku TNF-a, jego profil ekspresji na poziomie
transkryptomu i proteomu jest odmienny. Na poziomie biatka mozna zaobserwowac
mniejsze stezenie tej cytokiny w hodowli komoérkowej eksponowanej na lek
w poréwnaniu do kontroli (p<0,05). W przypadku pozostatych czynnikow
na poziomie mRNA 1 biatka odnotowano ten sam kierunek zmiany ekspresji, przy czym
zmiany na poziomie proteomu wydajg si¢ by¢ mniej wyrazne niz w przypadku
transkryptomu p<0,05).

W ostatnim etapie analizy otrzymanych wynikow poszukiwano zaleznos$ci
pomigdzy ekspresja ocenianych adipokin i czynnikdw prozapalnych na poziomie
mRNA oraz biatka (p<0,05).

Na poziomie mRNA odnotowano wystgpowanie istotnych statystycznie dodatnich
zaleznosci  ekspresji  pomiedzy LEP a LEPROT (1=0,72; p<0,05); LEP
a LEPROTLI (r=0,97; p<0,05); LEP a LEPR (r=0,87; p<0,05); LEPROT a LEPROTLI
(r=0,76; p<0,05); LEPROT a LEPR (=0,83; p<0,05); LEPROTLI a LEPRC (1=0,76;
p<0,05); ADIPOR?2 a TNF-a (r=0,81; p<0,05); ADIPOR 2 a IL-6 (r=0,87; p<0,05).

Z kolei ujemne zalezno$ci odnotowano pomiedzy genami: LEP a ADP (r=-0,91;
p<0,05); LEP a ADIPOR? (r= -0,86; p<0,05); LEP a TNF-a (r = - 0,81; p<0,05);
LEP a IL-6 (= -0,94; p<0,05); LEPROT a ADP (= -0,83; p<0,05); LEPROT
a ADIPOR? (r=-0,92; p<0,05); LEPROT a IL-6 (r=- 0,85; p<0,05); LEPROTLI a ADP
(r= - 0,94; p<0,05); LEPROTLI a ADIPOR? (r= -0,87; p<0,05); LEPROTLI a TNF-a
(r= -0,72; p<0,05); LEPROTLI a IL-6 (r= -0,94; p<0,05); LEPR a ADP (r= - 0,96;
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p< 0,05); LEPR a ADIPOR2 (r= -0,91; p<0,05); LEPR a TNF-a (r= -0,74; p<0,05);
LEPR a IL-6 (1= - 0,85; p<0,05).

Na poziomie bialka zaobserwowano wystepowanie istotnej statystycznie silne;j,
dodatniej zaleznosci pomiedzy ekspresja TNF-o a LEP (r=0,83; p<0,05); STAT3
a LEP (r=0,98; p<0,05); TNF-a. a STAT3 (r=0,87; p<0,05) oraz jednej ujemnej korelacji
pomiedzy ADP a JAK2 (r= -0,74; p<0,05).

Whioski: Cisplatyna w hodowli raka endometrium linii Ishikawa spowodowatla zmiang
profilu ekspresji gendow i1 kodowanych przez nie bialek: leptyny i jej receptorow,
adiponektyny, IL-6, TNF-a, JAK2. Uzyskane wyniki sugeruja, ze cisplatyna wywiera
efekt biologiczny poprzez szlak JAK/STAT. Niewykluczone, ze w regulacj¢ ekspresji
TNF-o zaangazowane sg czasteczki mikro RNA.

Zmiany profilu ekspresji leptyny, adiponektyny, IL-6, TNF-a, JAK2 mozna
rozpatrywa¢ w  kontekScie wykorzystania jako uzupehiajacych  markerow
diagnostycznych raka endometrium, monitorowania skuteczno$ci terapii cisplatyng i

tworzenia nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na szlak sygnalizacyjny
JAK/STAT.

Stowa kluczowe: rak endometrium, linia Ishikawa, cisplatyna, adipokiny, leptyna,
adiponektyna, interleukina 6, czynnik martwicy nowotworu alfa, marker molekularny,
mRNA, biatko, JAK/STAT, proces zapalny, kancerogeneza, kinaza Janusa 2, czynnik
indukcji transkrypcji 3
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9. Abstract

Introduction: Endometrial cancer is the most common gynecological tumor in peri-
and postmenopausal women. The best known and best-described adipokines are: leptin,
adiponectin, visfatin, resistin, and omentin.

Leptin (LEP) is primarily secreted by differentiated adipocytes, influencing
neoplastic angiogenesis through the activation of the JAK/STAT pathway, which results
in the increased proliferation of vascular endothelial cells as well as an increased
expression of the vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth factor
(FGF) and anti-apoptotic proteins, namely Bcl-2. In women whose BMI is higher than
25, the risk of endometrial cancer is doubled and in those whose BMI is above 30, this
risk is tripled. A higher concentration of LEP in the serum of women with endometrial
cancer compared to healthy volunteers was also confirmed.

In turn, adiponectin (ADP) demonstrates an insulin-sensitizing effect, increasing
the expression of nitric oxide synthase, furthermore, it also has anti-inflammatory
activity through inhibiting the expression of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and
interleukin 6 (IL-6). A 6-times higher risk of cancer development is noted in obese
people, in whom the concentration of ADP was lower than in the group of healthy
volunteers. It is highlighted that it is this adipokine that is most strongly associated with
the risk of endometrial cancer.

In accordance with the recommendations of the Polish Association of
Oncological Gynecology (PAOG) from 2017, a concentration of 60 mg/m2 is used for
the treatment of endometrial cancer in adjuvant therapy. The mechanism through which
cisplatin acts is related to the interaction of platinum compounds with the genetic
material of the cell, which is deoxyribonucleic acid (DNA), together with which they
cross-link within the DNA molecule and between the molecules. Consequently, the
structure of the DNA is disturbed, cracks appear, DNA and ribonucleic acid (RNA)

synthesis incorrectly, as well as the inhibition of cell division and apoptosis.

Aim: The overriding aim of this study was the assessment of changes in the expression
pattern of genes coding chosen adipokines and pro-inflammatory factors in an Ishikawa
line endometrial cancer cell culture exposed to the effects of cisplatin, compared to a

control culture.
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Materials and methods: Ishikawa line endometrial cancer cells were exposed to the
effects of cisplatin at concentrations of 2.5 uM, 5 uM, and 10 uM for 12, 24, and 48
hours, and afterward compared to a control culture (C), which consisted of cells
untreated using cisplatin. For each exposition period and cisplatin concentration, 3
technical repetitions were conducted.

To investigate the cytotoxic influence of cisplatin in regards to the Ishikawa
endometrial cancer cell line, the Sulforhodamine B test was utilized, which is an anionic
dye indicating the ability to bind itself to amino acid residues of cellular proteins.
Determining the cytotoxicity in this test is based on the amount of cellular protein.

The extraction of whole ribonucleic acid (RNA) from the Ishikawa line
endometrial cancer cell culture exposed to cisplatin and the control culture was carried
out using the TRIzol reagent. In order to conduct the quality assessment of the isolated
RNA extract, the electrophoresis technique with the addition of ethidium bromide was
used.

Quantitative analysis of the obtained RNA extracts was conducted using
spectrophotometric measurements.

The HG-U133_A2 oligonucleotide microarray technique was used to assess the
expression profile of genes, selected pro-inflammatory factors, and adipokines in an
Ishikawa line culture exposed to the effects of cisplatin, compared to a control. The
genes used in the microarray analysis were selected based on the AffymetrixNetAffx™
Analysis Center database (http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx).

The Real-Time Quantitative Reverse Transcription Reaction (RTqPCR) was
used to confirm the observed changes selected using the microarray technique. This
stage of analysis is significant, as the microarray experiment is a semi-quantitative,
screening examination, therefore, the confirmation of the results using a quantitative
technique is necessary.

The last stage of molecular analysis was the assessment of the changes in the
concentration of the selected proteins in the Ishikawa line endometrial cancer culture
medium, to which cisplatin was added, compared with a control culture, which consists
of cells unexposed to the drug. To achieve this, a sandwich version of the Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test in 96-well plates, in accordance with the
recommendations of the manufacturer.

Statistical analysis was conducted using the Transcriptome Analysis Console

program (Thermo Fisher Scientific) and STATISTICA 13.3 PL program (Cracow,
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Polska).

Results: Based on the obtained results of the cytotoxicity test, it can be observed that,
independently from the cisplatin concentration, which was added to the cell culture, a
drop in the number of living cells, compared to the control culture, is noted.

Furthermore, on the basis of the dose-effect diagram, a 5 uM cisplatin
concentration is the average inhibitory concentration (IC50) for the growth of Ishikawa
line endometrial cancer cells.

From the results of the microarray experiment, it can be observed that under the
influence of cisplatin, there is a decrease in the transcriptional activity of leptin and its’
three receptors. A lower expression of the discussed genes was noted, the higher the
concentration of the drug added to the culture and the higher the exposition time of the
cells to the drug was (p<0.05).

In turn, for adiponectin and its’ receptors, an opposite expression profile to
leptin and its’ receptors is noted, depending on the cisplatin concentration and treatment
time of the endometrial cancer cells using it. The higher the drug concentration and cell
exposition time, the higher the overexpression of adiponectin and its’ receptors.

In the next stage of molecular analysis, changes in the expression profile of
selected pro-inflammatory factors in the endometrial cancer cell culture under the
influence of cisplatin were assessed, using the HG-UI33 A2 oligonucleotide
microarray technique (p<0.05). It can be observed that the addition of cisplatin to the
cell culture resulted in overexpression of TNF-o and IL-6 with a simultaneous decrease
in STAT3 and JAK2 expression (p<0.05). Differences in the transcriptional activity of
the assessed genes were more visible, the higher the utilized cisplatin concentration and
incubation time were (p<0.05).

In turn, on the protein level, at a cisplatin concentration of 2.5 pM, statistically
significant differences after 24 and 48 hour-long expositions to the drug were noted,
compared to the control (p<0.05).

However, at higher cisplatin concentrations, to which endometrial cancer cells
were exposed, statistically, significant differences were noted for higher concentrations
regardless of incubation time (p<0.05). The conducted statistical analysis also indicated
significant differences in the expression of leptin at the protein level between the
individual exposition times. Significant changes in the adiponectin concentration and

the proteome level were visible only when cisplatin at a 5 uM concentration was added
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to the cell culture, regardless of the exposition time of the cells to the drug (p<0.05).
Statistical analysis also indicated that at concentrations of 5 uM and 10 pM, the leptin
concentration significantly changed between the exposition periods lasting 12 and 38
hours (p<0.05).

The final stage of molecular analysis was the calculation of the concentration for
TNF-a, STAT3, JAK2, and IL-6 on the protein level in an Ishikawa line endometrial
cancer cell culture exposed to cisplatin, compared to a control culture (p<0.05). Worth
noting is the fact that in the case of TNF-a, its’ expression profile on the transcriptome
and proteome levels are opposite to each other. On the protein level, a lower
concentration of this cytokine can be observed in the cell culture exposed to the drug,
compared to the control (p<0.05). In the case of the remaining factors, on the mRNA
and protein levels, the same trend of changes in expression was noted, whereas changes
on the proteome level seem to be less clear compared to the transcriptome level
(p<0.05).

Furthermore, in the final stage of analysis of the obtained results, positive
relations between the expression of the assessed adipokines and pro-inflammatory
factors on the mRNA and protein levels were searched for (p<0.05).

On the mRNA level, statistically significant positive relations of expression
between LEP and LEPROT were found (r=0.72; p<0.05); LEP and LEPROTL1 (r=0.97;
p<0,05); LEP and LEPR (r=0.87; p<0.05); LEPROT and LEPROTL1 (r=0.76; p<0.05);
LEPROT and LEPR (r=0.83; p<0.05); LEPROTLI a LEPRC (r=0.76; p<0.05);
ADIPOR?2 and TNF-o. (r=0.81; p<0.05); ADIPOR 2 and IL-6 (r=0.87; p<0.05).

In turn, negative relations were noted between the following genes: LEP and
ADP (r= -0.91; p<0.05); LEP and ADIPOR?2 (r= -0.86; p<0.05); LEP and TNF-a
(r = - 0.81; p<0.05); LEP and IL-6 (r= -0.94; p<0.05); LEPROT and ADP (1= -0.83;
p<0.05); LEPROT and ADIPOR2 (r= -0.92; p<0.05); LEPROT and IL-6 (r=- 0.85;
p<0.05); LEPROTLI and ADP (1= - 0.94; p<0.05); LEPROTLI and ADIPOR? (r=-0.87;
p<0.05); LEPROTLI and TNF-a (r= -0.72; p<0.05); LEPROTLI and IL-6 (r= -0.94;
p<0.05); LEPR and ADP (r= - 0.96; p<0.05); LEPR and ADIPOR? (r= -0.91; p<0.05);
LEPR and TNF-a (r=-0.74; p<0.05); LEPR and IL-6 (r= - 0.85; p<0.05).

On the protein level, a statistically significant strong positive relationship
between expression was observed for: TNF-a and LEP (r=0.83; p<0.05); STAT3 and
LEP (r=0.98; p<0.05); TNF-a and STAT3 (r=0.87; p<0.05) as well as one negative
correlation between ADP and JAK2 (r=-0.74; p<0.05).
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Conclusions: Cisplatin in an endometrial cancer cell culture of the Ishikawa line caused
a change in the expression profile of genes and the proteins they coded: leptin and its’
receptors; adiponectin; IL-6; TNF-a; and JAK-2. The results obtained by us suggest that
cisplatin exerts a biological effect through the JAK/STAT pathway. Moreover, it is
possible that in the regulation of TNF-a expression, microRNA particles are involved.
Changes in the expression profiles of leptin, adiponectin, IL-6, TNF-a, and JAK-
2 can be explored in the context of utilizing them as supplementary diagnostic markers
of endometrial cancer, monitoring the effectiveness of cisplatin therapy, and in the

creation of new therapeutic strategies aimed toward the JAK/STAT signaling pathway.

Key words: endometrial cancer, Ishikawa lineage, cisplatin, adipokines, leptin,
adiponectin, interleukin 6, tumor necrosis factor alpha, molecular marker, mRNA,
protein, JAK/STAT, inflammatory process, carcinogenesis, Janus kinase 2, transcription

induction factor 3
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