Streszczenie

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

Leptyna (LEP) jest wydzielana przede wszystkim przez zroéznicowane
adipocyty, wplywa na angiogeneze¢ nowotworowg poprzez aktywacje $ciezki
JAK/STAT, co skutkuje wzmozona proliferacja komorek $rodblonka naczyn oraz
zwigkszeniem ekspresji czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular
endothelial growth factor), czynnika wzrostu fibroblastow (FGF, ang. fibroblast growth
factor) 1 biatek antyapoptotycznych, m.in. Bel-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 poréwnaniu do zdrowych ochotniczek.

Z Kkolei, adiponektyna wykazuje dziatanie uwrazliwiajace na insuling, wzmacnia
ekspresje syntazy tlenku azotu oraz posiada aktywnos$¢ przeciwzapalng poprzez
hamowanie ekspresji czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-a,a ng. tumor necrosis
factor alpha) i interleukiny 6 (IL-6). Odnotowano 6-krotnie wyzsze ryzyko rozwoju
nowotworu u 0sob otylych, u ktorych stezenie ADP byto nizsze niz w grupie zdrowych
ochotnikow. Podkresla si¢, ze to wlasnie ta adipokina jest najsilniej zwigzana
z ryzykiem wystgpienia 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 oddzialywaniem zwigzkow platyny z materialem genetycznym komorki, czyli
kwasem deoksyrybonukleinowym (DNA), z ktéorym tworza wigzania krzyzowe
w obrebie czasteczki DNA, jak i pomiedzy czasteczkami. W konsekwencji dochodzi
do zaburzenia struktury DNA, powstawania pgkni¢¢, nieprawidtowej syntezy DNA
I kwasu rybonukleinowego (RNA) oraz zahamowania podziatdw komorkowych

i apoptozy.

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

wybrane adipokiny i1 czynniki prozapalne w hodowli komorkowej raka endometrium
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linii Ishikawa eksponowanej na dziatanie cisplatyny w poréwnaniu do hodowli

kontrolnej.

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

Do zbadania cytotoksycznego wplywu cisplatyny wzgledem hodowli komorkowej
raka endometrium linii Ishikawa wykorzystano test z sulforodaming B, ktora jest
anionowym barwnikiem, wykazujacym zdolno$¢ do wigzania si¢ z resztami
aminokwasowymi biatek komorkowych. Oznaczenie cytotoksyczno$ci w tym tescie
opiera si¢ na podstawie ilosci biatka komdrkowego.

Ekstrakcja catkowitego kwasu rybonukleinowego (RNA) z hodowli raka
endometrium linii Ishikawa eksponowanej na cisplatyne i 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  ekstraktéw  kwasu nukleinowego RNA  dokonano poprzez
przeprowadzenie pomiaréw spektrofotometrycznych.

Technika  mikromacierzy  oligonukleotydowych  HG-U133_A2  zostata

wykorzystana do oceny profilu ekspresji genow  wybranych  czynnikow
prozapalnych i adipokin w hodowli Ishikawa eksponowanej na dziatanie cisplatyny
w poréwnaniu do kontroli. Geny do analizy mikromacierzowej zostaty wytypowane w
oparciu o bazg danych AffymetrixXNetAffx™  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 ilociowa.

Ostatnim etapem analizy molekularnej byta ocena zmian st¢zenia wybranych

biateck w medium hodowlanym komorek raka endometrium linii Ishikawa
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do ktorych dodano cisplatyne¢ w poréwnaniu do hodowli kontrolnej, czyli komoérek
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 (Krakéw, Polska).

Wyniki: Na podstawie uzyskanych wynikow testu cytotoksycznoSci mozna
zaobserwowacd, iz niezalezenie od stezenia cisplatyny, ktéra dodano do hodowli
komorkowej nastepuje spadek liczby zywych komoérek w porownaniu do hodowli
kontrolnej. Na podstawie wykresu dawka-efekt stezenie 5 uM jest srednim st¢zeniem
hamujacym (IC50, ang. average inhibitory concentration) wzrost komoérek raka
endometrium linii Ishikawa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw eksperymentu mikromacierzowego mozna
zaobserwowaé, iz pod wplywem cisplatyny nastepuje obnizenie aktywnos$ci
transkrypcyjnej leptyny 1 jej trzech receptorow. Odnotowano tym mniejszg ekspresje
omawianych gendw, im wyzsze bylo stezenie leku dodanego do hodowli oraz dluzszy
czas ekspozycji komorek na niego (p<0,05).

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

W kolejnym etapie analizy molekularnej oceniono zmiany profilu ekspresji
wybranych czynnikéw prozapalnych w hodowli raka endometrium pod wplywem
cisplatyny z zastosowaniem mikromacierzy oligonukleotydowych HG-U133 A2
(p<0,05). Mozna zaobserwowaé, iz dodanie cisplatyny do hodowli komorkowej
spowodowato nadekspresje TNF-a i IL-6 z rownoczesnym obnizeniem ekspresji STAT3
I JAK2 (p<0,05). Roznice aktywnosci transkrypcyjnej ocenianych gendéw byly bardziej
widoczne, im wyzsze zastosowano stgzenie cisplatyny i czas inkubacji ( p<0,05).

Z kolei na poziomie bialka przy stgzeniu cisplatyny réwnym 2,5 uM
statystycznie istotng roznicg odnotowano po 24 i 48-godzinnej ekspozycji na lek

w porownaniu do kontroli (p<0,05).



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

Ostatnim etapem analizy molekularnej bylo wyznaczenie st¢zenie TNF-a,
STATS3, JAK2 i 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 1 proteomu jest odmienny. Na poziomie biatka mozna zaobserwowac
mniejsze stezenie tej cytokiny w hodowli komoérkowej eksponowanej na lek
w poréownaniu do kontroli (p<0,05). W przypadku pozostalych czynnikow
na poziomie mRNA 1 bialka odnotowano ten sam kierunek zmiany ekspresji, przy czym
zmiany na poziomie proteomu wydaja si¢ by¢ mniej wyrazne niz w przypadku
transkryptomu p<0,05).

W ostatnim etapie analizy otrzymanych wynikéw poszukiwano zaleznosci
pomiedzy ekspresja ocenianych adipokin 1 czynnikow prozapalnych na poziomie
mRNA oraz bialka (p<0,05).

Na poziomie mRNA odnotowano wystepowanie istotnych statystycznie dodatnich
zaleznosci  ekspresji pomiedzy LEP a LEPROT (r=0,72; p<0,05); LEP
a LEPROTL1 (r=0,97; p<0,05); LEP a LEPR (r=0,87; p<0,05); LEPROT a LEPROTL1
(r=0,76; p<0,05); LEPROT a LEPR (r=0,83; p<0,05); LEPROTL1 a LEPRC (r=0,76;
p<0,05); ADIPOR2 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 pomi¢dzy genami: LEP a ADP (r= -0,91;
p<0,05); LEP a ADIPOR2 (r= -0,86; p<0,05); LEP a TNF-a (r = - 0,81; p<0,05);
LEP a IL-6 (r= -0,94; p<0,05); LEPROT a ADP (r= -0,83; p<0,05); LEPROT
a ADIPOR2 (r=-0,92; p<0,05); LEPROT a IL-6 (r=- 0,85; p<0,05); LEPROTL1 a ADP
(r= - 0,94; p<0,05); LEPROTL1 a ADIPOR2 (r= -0,87; p<0,05); LEPROTL1 a TNF-«
(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 (r=- 0,85; p<0,05).

Na poziomie biatka zaobserwowano wystepowanie istotnej statystycznie silnej,
dodatniej zaleznosci pomiedzy ekspresja TNF-a 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 spowodowata zmian¢
profilu ekspresji genow i kodowanych przez nie biatek: leptyny i jej receptoréw,
adiponektyny, IL-6, TNF-a, JAK2. Uzyskane wyniki sugeruja, ze cisplatyna wywiera
efekt biologiczny poprzez szlak JAK/STAT. Niewykluczone, ze w regulacj¢ ekspresji
TNF-a zaangazowane sa czasteczki mikro RNA.

Zmiany profilu ekspresji leptyny, adiponektyny, IL-6, TNF-a, JAK2 mozna
rozpatrywa¢ w  kontekécie wykorzystania jako uzupeklniajacych markerow
diagnostycznych raka endometrium, monitorowania skutecznosci 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



