Streszczenie

Wstep: Wystgpienie zjawiska utraty adekwatnej odpowiedzi na leczenie
przeciwnowotworowe (lekoopornos¢) zwigzane jest, m.in. z wystgpieniem nowych
mutacji DNA, zmianami metabolicznymi w komorkach nowotworowych, inaktywacja
leku, hamowaniem apoptozy komoérek nowotworowych, przejsciem nabtonkowo-
mezenchymalnym (EMT), heterogenicznoscia komorek tworzacych mase guza,
wpltywem  czynnikow  epigenetycznych, jak rowniez dowolng kombinacjg
wymienionych czynnikow.

Nalezy takze pamigta¢ o roli mechanizméw epigenetycznych zaangazowanych
w utrat¢ adekwatnej odpowiedzi na leczenie, w tym regulacji ekspresji genow przez
czasteczki miRNA.

Obiecujacym lekiem w terapii przeciwnowotworowej wydaje si¢ byc
salinomycyna, ktorej jeden z mechanizmow dziatania jest zwigzany z indukcja
nieprawidlowej rownowagi jonowej pomiedzy jonami sodu i potasu w blonach
komoérkowych, co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komoérek nowotworowych.

Semaforyny (SEMA) naleza do grupy btonowych bialek uczestniczacych
w regulacji takich proceséw komorkowych jak: proliferacja, migracja komorek
nowotworowych, angiogeneza. Uczestniczg takze w procesie powstawania zjawiska
lekoopornosci.

Pomimo badan nad rola SEMA3B w nowotworzeniu, na podstawie dostgpnej
literatury, zwigzek mig¢dzy ekspresja SEMA3B a wskaznikiem przezycia catkowitego

u pacjentow z rakiem endometrium nie zostat jeszcze ustalony.

Cel: Gléwnym celem pracy bylo wyznaczenie profilu ekspresji mRNA i miRNA
zwigzanych ze zjawiskiem lekoopornosci i szlakéw sygnatowych zaleznych od kaspaz
w komorkach raka endometrium linii Ishikawa traktowanych salinomycyna

w porownaniu do hodowli kontrolne;.

Material i metody: Hodowle komorek raka endometrium linii Ishikawa eksponowano
na salinomycyn¢ w stezeniu 1 uM przez okres 12, 24 i 48 godzin w porOwnaniu
do hodowli kontrolnej, ktorg stanowity komorki nietraktowane lekiem.

Do grupy badanej wilaczonych zostalo 45 pacjentek z rozpoznanym rakiem

endometroidalnym endometrium, w wieku powyzej 45 lat, w tym 17 pacjentek z rakiem
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w stopniu histopatologicznego zréznicowania G1, 15 pacjentek z rakiem w stopniu G2
1 13 pacjentek z rakiem w stopniu G3. Probki zostaly uzyskane w trakcie zabiegu
histerektomii i1 nastgpnie ocenione pod wzgledem histopatologicznym, co pozwolito
na podziat preparatow wzgledem stopnia histopatologicznego zréznicowania raka
endometrium.
Do grupy kontrolnej wiaczono 15 pacjentek, u ktérych preparaty endometrium
zostaly pobrane w trakcie histerektomii wykonanej z powoddw nieonkologicznych.
Analiza molekularna obejmowata ekstrakcje catkowitego RNA z komorek raka
endometrium, ocen¢ jakosciowa i iloSciowa ekstraktow, wyznaczenie profilu ekspresji
mRNA zwigzanych ze zjawiskiem lekoopornosci 1 szlakiem kaspaz technikg
mikromacierzy oligonukleotydowych oraz wytypowanie mikro RNA (miRNA)
potencjalnie regulujacych ekspresje¢ ocenianych transkryptow z zastosowaniem
mikromacierzy miRNA. W materiale klinicznym ekspresje SEMA3B wyznaczono

technikg barwienia immunohistochemicznego.

Wyniki: Oceniajac  mikromacierzowy profil ekspresji genow  zwigzanych
z lekooporno$cia zaobserwowano, ze liczba roznicujacych mRNA hodowle inkubowang
z lekiem od kontroli w zalezno$ci od czasu ekspozycji komorek na salinomycyng
jest nastepujacy: H 12 vs K - 9 mRNA, H 24 vs K - 7 mRNA, H 48 vs K - 1 mRNA.
Najwigksze zmiany ekspresji stwierdzono dla gendéw: TUFTI, ABCBI, MTMRI]I,
SLC3045.

Na podstawie przeprowadzonej analizy predykcyjnej, najwigksze powinowactwo
stwierdzono pomigdzy TUFTI i1 hsa- miR-3188 (FC + 2.48), MTMRI1 i has-miR-16
(FC -1.74) oraz pomigdzy SLC30AS5 i hsa-miR-30d (FC -2.01).

Z kolei dla szlaku kaspaz zaobserwowano, ze liczba mRNA roznicujacych komorki
raka endometrium eksponowanych na salinomycyn¢ w porownaniu z hodowla
kontrolng dla kazdego czasu inkubacji komoérek z lekiem jest nastepujaca: H 12 vs K -
8 mRNA , H 24 vs K - 10 mRNA, H 48 vs K - 3 mRNA. Ponadto zaobserwowano,
ze 5 z 14 roznicujgcych mRNA roznicowato hodowle raka endometrium linii Ishikawa
niezaleznie od czasu inkubacji komorek z lekiem i odpowiadaty genom: CASP3,
CASPS, i CASPY.

Najwyzsze prawdopodobienstwo wplywu oddziatywani na ekspresj¢ mRNA
CASP3 zaobserwowano dla hsa-miR-30d (Srednia warto§¢ FC -2,01). Z kolei
najwigksze prawdopodobiefistwo wptywu na profil ekspresji mRNA CASPS
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odnotowano dla hsa-miR-21 ($rednia wartos¢ FC +1,31) a ekspresja mRNA CASP9
wydaje si¢ by¢ potencjalnie regulowana przez hsa-miR-1271 ($rednia warto$¢
FC +1,71).

Na podstawie przeprowadzonych badan odnotowano ekspresje¢ SEMA3B
w komorkach nowotworowych endometrium, $rédblonka naczyniowego oraz zrebu
guza, przy czym w komorkach raka endometrium najwigksza ekspresje stwierdzono
w stopniu G1, w komorkach zrebu w wycinkach G2, a w komorkach srodbtonka

w probkach raka o stopniu zréznicowania G3.

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan w ramach niniejszej pracy
potwierdzono, ze salinomycyna dodana do hodowli komddek raka endometrium linii
Ishikawa indukuje zmiany w transkryptomie mRNA 1 miRNA, w tym zwigzanym ze
zjawiskiem lekoopornos$ci 1 szlaku kaspaz. Ponadto zaobserwowano, ze salinomycyna
indukuje proces apoptozy komoérek raka endometrium w gléwnej mierze przez szlak
mitochondrialny. Stwierdzono takze, iz w przebiegu raka endometrium ekspresja
SEMA3B jest odmienna niz w warunkach fizjologicznych. Potwierdzony zostat $cisty
zwigzek migdzy potencjatem do przerzutowania a nasileniem procesu angiogenezy oraz
wystgpowanie interakcji pomiedzy szlakami sygnalowymi w procesie transformacji

nowotworowe;j.
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