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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

8-OH-dG
BMI

BSA
CCL2/MCP-1

CDK
CPD

(ang. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine) — 8-hydroksy-2 deoksyguanozyna
(ang. body mass index) — wskaznik masy ciata

(ang. bovine serum albumin) — albumina surowicy bydlece;j

(ang. chemokine C-C motif ligand 2/monocyte chemoattractant
protein-1) — ligand 2 chemokiny o motywie C-C/biatko
chemotaktyczne monocytow 1

(ang. cyclin-dependent kinase) — kinaza zalezna od cyklin

(ang. cumulative population doublings) — skumulowana liczba

podwojen populacji

CXCL1/GRO-1 (ang. chemokine C-X-C motif ligand 1/growth related oncogene 1) —

CXCLS8/IL-8

CTGF

DAPI
DDR

ECM
EDTA

EGF
ELISA

EMT

FACS

FBS
FIGO

ligand 1 chemokiny o motywie C-C/onkogen zwigzany ze wzrostem 1
(ang. chemokine C-X-C motif ligand 8/interleukin 8) — ligand 8
chemokiny o motywie C-C/ interleukina 8

(ang. connective tissue growth factor) — czynnik wzrostu tkanki
taczne;j

(ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) — 4',6'-diamidyno-2-fenyloindol
(ang. DNA damage response) — odpowiedz inicjowana uszkodzeniami
DNA

(ang. extracellular matrix) — macierz pozakomorkowa

(ang. ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas
etylenodiaminotetraoctowy

(ang. epidermal growth factor) — epidermalny czynnik wzrostu

(ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — ptytkowy test
immunoenzymatyczny fazy stalej

(ang. epitelial-mezenchymal transition) — przemiana epitelialno-
mezenchymalna

(ang. fluorescence activated cell sorting) — sortowanie komoérek
aktywowane fluorescencyjnie

(ang. fetal bovine serum) — ptodowa surowica bydleca

(ang. International Federation of Gynecology and Obstetrics) —
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FISH (ang. fluorescence in situ hybridization) — hybrydyzacja
fluorescencyjna in situ

GFP (ang. green fluorescent protein) — biatko zielonej fluorescencji

HA (ang. hyaluronic acid) — kwas hialuronowy

HBOC (ang. hereditary breast-ovarian cancer syndrome) — zesp6t rodzinnego

raka piersi i raka jajnika

HBSS (ang. Hank'’s balanced salt solution) — buforowany roztwor soli
Hanksa

HGF (ang. hepatocyte growth factor) — czynnik wzrostu hepatocytow

HNPCC (ang. hereditary nonpolyposis colorectal cancer) — dziedziczny rak

jelita grubego niezwigzany z polipowatoscia

HOC (ang. hereditary ovarian syndrome) — zesp6t rodzinnego raka jajnika
HRP (ang. horseradish peroxidase) — peroksydaza chrzanowa
ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule 1) — czasteczka adhezji

mie¢dzykomodrkowej 1

IL (ang. interleukin) — interleukina

LKMO ludzkie komorki mezotelium otrzewnowego

LPA (ang. lysophosphatidic acid) — kwas lizofosfatydowy
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) — kinaza biatkowa

aktywowana mitogenami

Mdm2 (ang. murine double minute 2) — biatko onkogenne

MK medium kondycjonowane

MMP (ang. matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza macierzy

NF-kB (ang. nuclear factor kappa B) — jadrowy czynnik transkrypcyjny kB

NRP-1 (ang. neuropilin 1) — neuropilina 1

PAI (ang. plasminogen activator inhibitor) — inhibitor aktywatora
plazminogenu

PBS (ang. phosphate buffered saline) — sol fizjologiczna buforowana
fosforanami

PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen) — jadrowy antygen komorek
proliferujacych

PDGF (ang. platelet-derived growth factor) — ptytkopochodny czynnik
wzrostu
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Pl

POT
pRb
RFT
RFU
RLU
SA-B-Gal
SAHF
SAPK

SDF

SFM
SIPS

TGF-B1

TP53
t-PA

TRF

TSP-1
u-PA

VCAM-1

VEGF

y-H2A.X

(ang. iodium propide) — jodek propidyny

(ang. protection of telomeres factor) — czynnik ochraniajgcy telomery
(ang. retinoblastoma protein) — biatko retinoblastoma

reaktywne formy tlenu

(ang. relative fluorescence units) — wzgledne jednostki fluorescencji
(ang. relative light units) — wzgledne jednostki $wietlne

(ang. senescence-associated S-galactosidase) — B-galaktozydaza
zwigzana ze starzeniem

(ang. senesence-associated heterochromatic foci) — ogniska
heterochromatyny zwigzane ze starzeniem

(ang. stress-activated protein kinase) — kinaza biatkowa aktywowana
stresem

(ang. senescence-associated DNA damage foci) — ogniska uszkodzen
DNA zwigzane ze starzeniem

(ang. serum free medium) — medium bez surowicy

(ang. stress-induced premature senescence) — starzenie przedwczesne
indukowane stresem

(ang. transforming growth factor 1) — transformujacy czynnik
wzrostu 1

(ang. tumor protein 53) — biatko supresorowe nowotworu p53

(ang. tissue plasminogen activator) — tkankowy aktywator
plazminogenu

(ang. telomeric repeat binding factor) — czynnik wiagzacy si¢ do
powtdrzen telomerowych

(ang. thrombospondin 1) — trombospondyna 1

(ang. urokinase plasminogen activator) — urokinazowy aktywator
plazminogenu

(ang. vascular cell adhesion molekule 1) — czasteczka adhezyjna
komorek naczyn 1

(ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu
srédblonka naczyniowego

ufosforylowany wariant histonu H2A.X
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STRESZCZENIE

Cho¢ czgstos¢ zachorowania na raka jajnika, jak rowniez stopien wewnatrzotrzewnowe;j
agresywnosci tego nowotworu rosng znaczgco wraz z wiekiem, przyczyna takiego stanu
rzeczy jest nadal niejasna. Istnieja jednak przestanki by sadzi¢, ze pewne znaczenie dla tego
zjawiska moze mie¢ gromadzenie si¢ w jamie otrzewnej starych komorek mezotelium
otrzewnowego (LKMO), ktore, jak wykazaty wczes$niejsze badania, moga pobudza¢ adhezje
komorek raka jajnika w wigkszym stopniu niz komorki mtode. Aby odnies¢ sie¢ do kwestii
wpltywu starzenia si¢ LKMO na wewnatrzotrzewnowa progresje raka jajnika w sposob
kompleksowy, przeprowadzono badania, ktorych celem bylo poréwnanie wpltywu mtodych i
starych LKMO na proliferacjg, migracj¢ i inwazyjno$¢ komorek raka jajnika in vitro oraz na
rozwodj guzoéw nowotworowych w jamie otrzewnej zwierzat do$wiadczalnych in vivo.
Fenomenologiczng ocen¢ zjawisk modelowanych w warunkach hodowlanych uzupetniono o
badania mechanistyczne, ktorych celem byta identyfikacja mediatoréw dziatania starych
LKMO.

W dos$wiadczeniach wykorzystano pierwotne hodowle LKMO, wyizolowane z pobranych
srédoperacyjnie fragmentéw sieci wigkszej, jak rdwniez trzy komercyjnie dostepne linie
komorek raka jajnika: A2780, OVCAR-3 i SKOV-3. Proliferacj¢ komoérek nowotworowych
zbadano metodg radioizotopowa, cytometryczng i fluorescencyjna, natomiast ich migracje 1
inwazyjno$¢, za pomocg komercyjnie dostgpnych zestawdéw do analizy tych zjawisk. Zmiany
ekspresji gendow w komorkach oceniono metoda mikromacierzy, potwierdzong ilo$ciowa
metodg PCR, natomiast zmiany wlasciwosci wydzielniczych, metodg immunoenzymatyczng.
Badania interwencyjne wykonano z uzyciem egzogennych, rekombinowanych mediatoréw
progresji komorek nowotworowych oraz z wykorzystaniem specyficznych, skierowanych
przeciwko nim przeciwcial neutralizujacych. Badania in vivo przeprowadzono na szczepach
immunoniekompetentnych myszy Scid, ktérym implantowano dootrzewnowo mieszaniny
komorek nowotworowych z mtodymi lub starymi LKMO. Monitoring guzéw rozwijajacych
si¢ w jamie otrzewnej, w czasie 21 dni eksperymentu, prowadzono za pomocg systemu
obrazowania IVIS Spectrum. Po eutanazji zwierzat, guzy usuwano i poddawano ocenie
histopatologiczne;j.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze medium kondycjonowane (MK) z hodowli starych
LKMO pobudza proliferacje i migracj¢ wszystkich badanych linii komdrek nowotworowych

w stopniu wiekszym niz MK, pochodzace z komoérek miodych. Ponadto, doswiadczenia z
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wykorzystaniem hodowli mieszanych dowiodly, ze stare LKMO powoduja wzrost
proliferacji 1 inwazyjnosci badanych komorek rakowych takze w wyniku bezposrednich
oddziatywan typu komorka-komorka. Co ciekawe, gdy dziataniu MK z hodowli starych
LKMO poddano mtode LKMO i mtode fibroblasty otrzewnowe, w obu przypadkach
stwierdzono zahamowanie ich proliferacji oraz nasilenie fenotypowych oznak starzenia.
Badania skierowane na identyfikacje zmian zachodzacych w komodrkach nowotworowych,
poddawanych dziataniu MK ze starych LKMO wykazaty, ze efektem takiej ekspozycji jest
wzrost ekspresji genow, kodujacych biatka zaangazowane w progresje cyklu komorkowego,
adhezje, chemotaksje, migracje, reakcje zapalng, angiogeneze oraz syntezg¢ i przebudowe
struktur macierzy pozakomorkowej (ECM). Co wigcej, wiele z tych czynnikow, w tym
chemokiny CXCL1/GRO-1 i CXCLS8/IL-8 oraz mitogeny HGF oraz VEGF, jest nastepnie
wydzielanych w zwickszonych stezeniach do srodowiska przez komorki nowotworowe.

W dalszym toku badan stwierdzono, ze pronowotworowy wptyw starych LKMO moze
by¢ zwigzany ze wzrostem ekspresji w tych komorkach wielu gendéw, kodujacych czynniki
mogace nasila¢ postep choroby nowotworowej, w tym mediatory adhezji z grupy integryn,
czynniki proangiogenne (np. CXCLB8/IL-8, VEGF) i prozapalne (np. CCL2/MCP-1, ICAM-
1, IL-6), jak rowniez bialka zaangazowane w syntez¢ i przebudowe struktur ECM (np.
MMP-3, TGF-B1, t-PA). Ponadto, stare LKMO wydzielajg do srodowiska zwickszone ilosci
mediatoréw progresji komorek rakowych, w tym: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8, fibronektyny, IL-6, MMP-3, PAI-1, TGF-B1, TSP-1, ICAM-1, u-PA i VEGF.
Badania z wykorzystaniem egzogennych form tych czynnikow dowiodty, ze wiele z nich ma
zdolno$¢ pobudzania proliferacji 1 migracji komorek raka jajnika, przy czym kompozycja
mediatorow obu zjawisk jest uwarunkowana typem badanej linii komorek nowotworowych.
W przypadku komoérek A2780, proliferacja wzrosta pod wplywem: CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8, fibronektyny, IL-6 i u-PA, natomiast migracja, pod wptywem: CXCL1/GRO-1
i TGF-B1. Proliferacjc komoérek OVCAR-3 pobudzaly: CXCL1/GRO-1, CXCLS/IL-8,
fibronektyna, IL-6, SICAM-1 i VEGF, natomiast migracj¢: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8 i fibronektyna. W odniesieniu do komorek SKOV-3, wzrost proliferacji
wywotywaty: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8, fibronektyna, PAI-1, TGF-B1 i
u-PA, natomiast wzrost migracji: CCL2/MCP-1, CXCL8/IL-8, IL-6, TGF-B1 i u-PA. Aby
ostatecznie zidentyfikowa¢ mediatory pobudzajacego wplywu starych LKMO na progresje
komorek raka jajnika, media generowane przez komorki stare wzbogacono w specyficzne

przeciwciala neutralizujace, skierowane przeciwko w.w. czynnikom, a nastepnie oceniono
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wplyw tej interwencji na efektywnos¢ proliferacji 1 migracji. Doswiadczenia te pokazaty, ze
nasilenie proliferacji komorek nowotworowych byto zwigzane z dziataniem, odpowiednio,
CXCL1/GRO-1, CXCL-8/IL-8, IL-6 i fibronektyny (dla komdrek A2780); CXCLS8/IL-8, IL-
6 i fibronektyny (dla komérek OVCAR-3) i CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8 i fibronektyny
(dla komoérek SKOV-3). W odniesieniu do procesu migracji, wptyw starych LKMO odbywat
si¢ poprzez CXCL1/GRO-1 i TGF-B1 (dla komoérek A2780); CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8 i
fibronektyne (dla komorek OVCAR-3) oraz CXCLS8/IL-8 i IL-6 (dla komoérek SKOV-3).

Przeprowadzone w ostatniej cze$ci badan do§wiadczenia in vivo wykazaly, ze dynamika
rozwoju guzéw (w przypadku komorek A2780, SKOV-3), jak rowniez liczba rozwinigtych
zmian nowotworowych (w przypadku komoérek SKOV-3) pod wplywem starych LKMO
byty istotnie wyzsze w poréwnaniu z dzialaniem komoérek mtodych. W odniesieniu do
komoérek OVCAR-3 zaobserwowano podobng tendencj¢, jednak mniejsza liczebno$¢
zwierzat w tej grupie doswiadczalnej uniemozliwita stwierdzenie r6znic istotnych
statystycznie.

Podsumowujac przeprowadzone badania mozna stwierdzi¢, ze spdjne wyniki
doswiadczen opartych na modelach in vitro i in vivo dostarczyly dowodow wskazujacych, ze
proces starzenia si¢ komoérek mezotelium otrzewnowego nasila progresje komorek raka
jajnika. To, z kolei, moze $§wiadczy¢ o przyczynowym udziale gromadzacych si¢ w jamie
otrzewnej wraz z wiekiem starych komorek mezotelialnych we wzroécie czgstosci

powstawania wewnatrzotrzewnowych przerzutow nowotworu u osob starszych.
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SUMMARY

Although the incidence of ovarian cancer, as well as the degree of the intraperitoneal
aggressiveness of this malignancy rise remarkably with age, the reason of this situation
remains unclear. On the other hand, there are circumstances to believe that this phenomenon
may be to some extent related to the accumulation in the peritoneum of senescent human
peritoneal mesothelial cells (HPMCs), which were recently recognized to stimulate the
adhesion of ovarian cancer cells more efficiently than their young counterparts. In order to
comprehensively address the issue of the impact of replicative senescence of HPMCs on the
intraperitoneal progression of ovarian cancer, the experiments were performed, in which
young and senescent HPMCs were compared in terms of their effect on proliferation,
migration and invasion of ovarian cancer cells in vitro, and on the development of solid
tumors in the peritoneum of laboratory animals in vivo. The phenomenological assessment of
the processes modeled in the culture conditions was enriched in mechanistic studies aimed at
identifying mediators of senescent HPMCs activity.

The experiments were performed using primary cultures of HPMCs established from
omental tissues, obtained during abdominal surgery, as well as with three commercially
available ovarian carcinoma cell lines: A2780, OVCAR-3, and SKOV-3. Cancer cell
proliferation was investigated using the radioisotope, fluorescent, and flow cytometric
methods, while their migration and invasion were studied with commercially available Kits
for the analysis of these phenomena. Changes in gene expression were assessed using the
microarray analysis, confirmed with the quantitative PCR, whereas changes in cell secretory
properties were examined with specific enzyme-linked immunoassays. Intervention studies
were performed using exogenous, recombinant mediators of cancer cell progression as well
as using specific, neutralizing antibodies directed against those agents. The in vivo studies
were carried out on the strains of the immunocompromised Scid mice, which were
intraperitoneally injected with a mixture of cancer cells with young or senescent HPMCs.
The development of tumors in the peritoneal cavity was monitored during 21 days of the
experiment using the imaging system IVIS Spectrum. Following the euthanasia of the
animals, the tumors were removed and subjected to a histopathological evaluation.

The study showed that the conditioned medium (CM) from senescent HPMCs stimulates
proliferation and migration of all cancer cell lines tested to a greater extent than CM derived

from young cells. Furthermore, the co-culture experiments showed that the senescent
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HPMCs promote an increase in proliferation and invasion of cancer cells as a result of direct
cell-cell interactions. Interestingly, when CM from senescent HPMCs was applied to young
HPMCs or to young peritoneal fibroblasts, it inhibited the proliferative capacity and
accelerated the development of senescence phenotype in those cells. Studies focused on the
identification of molecular changes in cancer cells subjected to CM from senescent HPMCs
revealed that this exposure resulted in the up-regulated expression of genes, encoding
proteins involved in cell cycle progression, adhesion, chemotaxis, migration, inflammation,
angiogenesis, and synthesis and remodeling of the extracellular matrix (ECM) constituents.
In addition, many of these factors, including chemokines CXCL8/IL-8 and CXCL1/GRO-1,
mitogens HGF and VEGF, were then secreted at increased amounts to the environment by
cancer cells.

Further experiments showed that the pro-oncogenic activity of senescent HPMCs may be
associated with increased expression of numerous genes coding for factors that may
potentiate cancer cell progression, including the mediators of adhesion, pro-angiogenic (e.g.,
CXCLS8/IL-8, VEGF) and pro-inflammatory agents (e.g., CCL2/MCP-1, ICAM-1, IL-6), as
well as the proteins involved in the synthesis and remodeling of the ECM (e.g. MMP-3,
TGF-B1, t-PA). Moreover, senescent HPMCs have been found to secrete increased amounts
of variety of agents that facilitate cancer spread, such as: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8, fibronectin, IL-6, MMP-3, PAI-1, TGF-p1, TSP-1, ICAM-1, u-PA, and
VEGF. The experiments employing the exogenous, recombinant forms of these factors have
shown that many of them have the ability to stimulate the proliferation and migration of
ovarian cancer cells, albeit the composition of mediators of these phenomena depends on a
type of cancer cell line tested. In the case of A2780 cells, their proliferation was stimulated
by: CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8, fibronectin, IL-6, and u-PA, while the migration by:
CXCL1/GRO-1 and TGF-B1. The proliferation of OVCAR-3 cells was, in turn, stimulated
by: CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8, fibronectin, IL-6, ICAM-1, and VEGF, while the
migration by: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8, and fibronectin. With respect to
SKOV-3 cells, the proliferation appeared to be induced by: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8, fibronectin, PAI-1, TGF-f1, and u-PA, while the migration by: CCL2/MCP-1,
CXCLS/IL-8, IL-6, TGF-B1, and u-PA. To finally identify the stimuli by which senescent
HPMCs fueled ovarian cancer cell progression, the samples of CM generated by those cells
were supplemented with the specific neutralizing antibodies directed against the above-
mentioned factors, and then the effect of this intervention on the effectiveness of
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proliferation and migration was evaluated. These experiments showed that the increase in
cancer cell proliferation in response to CM from senescent HPMCs was related to the
activity of, respectively, CXCL1/GRO-1, CXCL-8/IL-8, IL-6 and fibronectin (for A2780
cells); CXCLS8/IL-8, IL-6 and fibronectin (for OVCAR-3 cells), and CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8 and fibronectin (for SKOV-3 cells). With regard to the migration process,
senescent HPMCs acted via CXCL1/GRO-1 and TGF-B1 (for A2780 cells); CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8 and fibronectin (for OVCAR-3 cells) and CXCL8/IL-8 and IL-6 (for SKOV-3
cells).

The in vivo experiments showed that the dynamics of the tumor growth (in the case of
A2780 and SKOV-3 cells), as well as the number of developed tumors (for SKOV-3 cells)
were higher when the cancer cells were co-injected into mice peritoneum with senescent
HPMCs. With respect to the OVCAR-3 cells, a similar trend was observed, however a
smaller number of animals in the experimental group precluded the statistical analysis of the
obtained results.

Altogether, it can be concluded that the consistent results of the in vitro and in vivo
experiments provided strong evidence that senescence of peritoneal mesothelium promotes
the progression of ovarian cancer. This, in turn, may suggest that senescent mesothelial cells,
which accumulate in the peritoneal cavity during ageing, may potentiate the intraperitoneal

development of ovarian cancer metastasis in elderly individuals.
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Wspotczesna literatura oferuje wiele definicji procesu starzenia, a dobor odpowiednie;j
jest zwykle podyktowany konkretnym aspektem zycia jednostki, ktérej ten proces dotyczy.
Pod wzgledem biologicznym, zjawisko to mozna okresli¢ jako zesp6t dynamicznych zmian,
zaleznych od uplywu czasu oraz czynnikow $rodowiskowych, dziatajacych na poziomie
strukturalnym i czynno$ciowym danego organizmu [1]. Tak wyrazona definicja podkresla
uniwersalizm oraz fizjologiczng role tego zjawiska. W aspekcie medycznym, starzenie
oceniane jest raczej pejoratywnie, co wynika z towarzyszacego mu wzrostu czestosci
wystegpowania szeregu chordb zwigzanych z wiekiem (ang. age-related diseases), znaczgco
pogarszajacych jako$¢ i limitujacych dlugos¢ zycia osob starszych [2]. Z kolei podejscie
socjologiczne przedstawia proces starzenia jako stopniowg utrate sprawnosci psychicznej i
fizycznej, prowadzaca w konsekwencji do postgpujacego wycofania si¢ z zycia spotecznego.

Pomimo mnogosci okreslen oraz sposobu przedstawienia zjawiska starzenia,
przebiegajacy na przestrzeni ostatnich dekad, intensywny rozwoj naukowo-technologiczny
sprawil, ze liczba 0s6b w wieku podesztym (powyzej 65 r. z.) znaczaco wzrosta. Trend ten
zaowocowal stopniowym przeobrazaniem si¢ aglomeracji spotecznych w ,,spoteczenstwa
starzejace si¢” [3]. Obecnie, duzym wyzwaniem jest koniecznos¢ dostosowania mozliwosci
ekonomicznych, socjalnych i medycznych do potrzeb wzrastajacego odsetka osob w wieku
podesztym. Rosngce naktady finansowe, ponoszone na opieke medyczng osob starszych oraz
wysoki odsetek $miertelnosci wsrdd tej grupy wiekowej przyczyniajg si¢ do poszukiwania
nowych rozwigzan, umozliwiajacych zachowanie korelacji pomigedzy trwajacym wzrostem
sredniej dlugosci zycia przy zachowaniu wysokiego poziomu jego jakoS$ci.

Najbardziej dotkliwa grupa chordb, ktorych czestos¢ wystgpowania znaczaco wzrasta u
0sOb starszych sg choroby nowotworowe. Jedng z tych chorob jest rak jajnika, ktérego
zwigzki ze starzeniem dotycza zaréwno wzrostu czgsto$ci wystepowania, jak réwniez
wzrostu agresywnosci choroby [4;5]. Pomimo jednak duzego zasobu wiedzy, ktorg
dysponujemy w zakresie patomechanizmu rozwoju choroby nowotworowej oraz przyczyn i
mechanizmow starzenia, podstawa wspotzaleznosci miedzy tymi dwoma zjawiskami jest
nadal bardzo stabo poznana. Temu wilasnie zagadnieniu, a w szczegdlnosci okresleniu
sprawczej roli starzenia komorkowego w wewnatrzotrzewnowej inwazyjnosci raka jajnika

poswiecona jest niniejsza rozprawa.
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1.2. Komo6rkowy model starzenia

Starzenie nalezy do procesow ztozonych 1 jest kumulatywng forma zjawisk
biochemicznych i fizjologicznych, przebiegajacych na réznych poziomach organizacji
ustroju, od pojedynczej komorki, do tkanek i narzadéw wiacznie. W zgodnej opinii, proces
starzenia, przebiegajacy na poziomie komorkowym, jest jednym z najlepszych modeli badan
tego zjawiska, co wynika z mozliwosci doglgbnego wnikniecia w zdarzenia molekularne,
zachodzace na poziomie makroczasteczek, jak rowniez poddawania komorek odpowiednim
manipulacjom (np. wptywowi czynnikéw $srodowiskowych, interwencjom genetycznym),
pozwalajacym na identyfikacje w metabolizmie komorek tych zmian, ktore mogg stanowic,
odpowiednio, bezposrednig przyczyne lub skutek procesu starzenia.

Jednym z pionierow badan nad starzeniem si¢ komorek in vitro byt francuski chirurg,
Alexis Carrel [6], ktorego prace wniosty do dwczesnej wiedzy o starzeniu nie tyle tresci
merytoryczne (patrz: stynny ,,btad Carrela” [7]), co raczej powszechne zainteresowanie tym
zjawiskiem. Wtasciwe podwaliny wspotczesnej biogerontologii stworzyli dopiero jednak w
latach sze$¢dziesigtych XX wieku Leonard Hayflick i Paul Moorhead, ktérzy jako pierwsi
dowiedli, ze prawidlowe ludzkie komorki somatyczne posiadajg ograniczone mozliwosci
podziatowe in vitro, ktorych kulminacja jest ich wejécie w faze replikacyjnego starzenia

(ang. replicative senescence) (Rycina 1) [8;9].

starzenie sie hodowli
liczba

podziatéw

faza wzrostu logarytmicznego

inicjacja hodowli

v

Cczas

Rycina 1. Przebieg typowej krzywej wzrostu prawidlowych komérek somatycznych,
utrzymywanych w warunkach hodowli in vitro (na podstawie [10]). Na cze$¢ odkrywcy
zjawiska replikacyjnego starzenia, maksymalng liczbe¢ podziatow, mozliwa do osiggnigcia
przez dany typ komorek okres$la si¢ mianem ,,limitu Hayflicka”.
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1.3. Mechanizmy starzenia si¢ komorek somatycznych
1.3.1. Starzenie replikacyjne, zalezne od zmian dlugosci i budowy telomeréw

Unikatowa cecha komorek eukariotycznych jest obecno$¢ tandemowych, specyficznych
gatunkowo powtorzen na koncach chromosomoéw, zwanych telomerami. Struktury te nie
zawieraja sekwencji kodujacych, a ich funkcja polega na stabilizacji i ochronie dystalnych
odcinkéw chromosomow przed spontanicznym taczeniem si¢ i degradacjg wskutek dziatania
nukleaz [11]. Rolg t¢ telomery petnig dzigki zdolnosci do przyjmowania zdefiniowanej
przestrzennie struktury dwuniciowej petli t (ang. t-loop), stabilizowanej biatkami POT (ang.
protection of telomeres), TRF1/2 (ang. telomeric repeat binding factor 1/2) i TIN2 (ang.
TRF1-interacting protein 2), tworzacych tzw. kompleks szelteryn, ktérego zadaniem jest
oslanianie niesparowanego konca 3’ chromosomu (ang. 3’ overhang) [12].

Proby okreslenia biologicznego znaczenia telomerdw zostaty zapoczatkowane w latach
trzydziestych ubieglego wieku przez Hansa Mullera. Po trwajacych ponad pieédziesiat lat
badaniach, w 1988 roku ustalono sekwencje, charakterystyczng dla odcinkéw telomerowych
cztowieka (5’-TTAGGG-3") [13]. Niespelna dwa lata pozniej, Calvin Harley, Bruce Futcher
oraz Carol Greider wykazali, ze oprocz funkcji ochronnej, telomery mozna uznaé za swoisty
dla komorki ,,licznik podzialéw”. Teze te oparto na obserwacjach podzialéw mitotycznych
fibroblastow, ktorym towarzyszylo sukcesywne skracanie telomerowego DNA, oszacowane
na okoto 50-200 par zasad (bp) na podziat [14]. Uzyskane wyniki badan, byly bezposrednim
potwierdzeniem zasugerowanego juz w latach 70-tych, niezaleznie od siebie, przez Aleksieja
Olovnikova [15] i Jamesa Watsona [16] tzw. problemu konca replikacji, ktorego istota jest
niezdolno$¢ polimerazy DNA do catkowitej replikacji dystalnych odcinkéw chromosoméw.
W jego efekcie, po osiggnieciu pewnej krytycznej dlugosci telomeru [17], niezapewniajacej
juz dalszej ochrony kodujacych sekwencji DNA, komorka nieodwracalnie opuszcza cykl
podziatowy i wchodzi w fazg starzenia [18;19].

W niektorych typach komorek, postepujacej erozji telomerow przeciwdziala aktywnosé
enzymu z rodziny odwrotnych transkryptaz, telomerazy [20]. Enzym ten wystepuje w
postaci kompleksu rybonukleoproteinowego, ktory katalizuje przylaczanie powtodrzen
TTAGGG w obrebie koncowych fragmentéw liniowych chromosomow [21]. Aktywna
forma enzymu sklada si¢ z kompleksu podjednostki hTR, ztozonej z czasteczki RNA,
komplementarnej do telomerowej sekwencji genomu oraz z jednostki katalitycznej hTERT
[22]. W wigkszo$ci ludzkich komorek somatycznych ekspresja genu kodujgcego hTERT jest

zahamowana, co uniemozliwia tworzenie aktywnego kompleksu z hTR 1 jest przyczyna
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osiggania przez komorke fazy replikacyjnego starzenia. Wyjatek stanowig komorki
germinalne i embrionalne komorki macierzyste [23]. Niewielkg aktywno$cig tego enzymu
cechujg si¢ tez keratynocyty [24], komoérki mezotelium otrzewnowego [25] oraz komorki
nabtonka prostaty [26].

Szczegbdlng grupg komorek, cechujacych si¢ z kolei wysoka aktywnoscig telomerazy sg
komorki nowotworowe, w ktorych przypadku odbudowa telomeréw i1 zwigzane z tym
unikanie procesu starzenia jest jednym z najwazniejszych czynnikéw warunkujacych ich
niekontrolowang ekspansj¢ [27;28]. Wykazano, ze mechanizm zaleznej od telomerazy
rekonstrukcji telomerow dotyczy okoto 90% nowotworéw [29]. Pozostata czg¢$¢ komorek
ztodliwych, w tym nowotwory pochodzenia mezenchymalnego, podlegaja alternatywnemu
procesowi wydtuzania telomerow (ang. alternative lengthening of telomeres; ALT), w
ktorym odbudowa koncowych odcinkéw chromosomow zachodzi na skutek rekombinacji
homologicznej [30].

Ostatnie badania wskazuja, ze elementem decydujacym o wejSciu komoérki w stadium
starzenia, poza sukcesywna utratg telomerowego DNA, moga by¢ zmiany strukturalne w
obrgbie petli telomeru, na jego koncu 3° [31;32]. Mechanizm tych zmian obejmuje
stopniowg utrat¢ stabilnosci petli, ktora prowadzi do niekontrolowanej ekspozycji bogatego
w reszty guaniny konca telomeru na skfadniki nukleoplazmy, czego efektem jest
zainicjowanie starzenia si¢ komorek niewykazujacych ekspresji aktywnej formy telomerazy
[31;33]. Istotng role dystalnych odcinkéw telomerow w indukcji starzenia potwierdzajg
obserwacje wskazujace na indukcyjng role jednoniciowego fragmentu guanozynowego w
aktywacji sciezki sygnalizacyjnej starzenia, zaleznej od biatka p53 [34].

W aspekcie okreslenia roli oraz mechanizmu aktywacji procesu starzenia, zaleznego od
zmian struktury telomerow, istotne okazaly si¢ takze badania Li 1 wsp., ktorzy
przeanalizowali starzenie si¢ fibroblastow w obecnosci sekwencji homologicznej do
sekwencji konca 3" telomeréw. Badania te dowiodly, ze ekspozycja komorek na wysokie
stezenia oligonukleotydu prowadzi do jego gromadzenia si¢ wewnatrz komorek, czego
nastepstwem bylo gwaltowne rozwinigcie si¢ w nich szeregu fenotypowych oznak starzenia
[32]. Dodatkowego potwierdzenia roli zaburzenia struktury konca 3" telomeru w indukcji
starzenia dostarczyty badania z wykorzystaniem wektora adenowirusowego, zawierajacego
sekwencje TRF2P, ktorej ekspresja wywotata dekompozycje struktury przestrzennej
fragmentu 3’, prowadzacg w efekcie do trwalej blokady cyklu komorkowego, zwigzanej z

Ink4A

nadekspresja biatka p16 oraz hipofosforylacjg biatka retinoblastoma (pRb) [32].
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1.3.2. Stres oksydacyjny a starzenie zalezne od zmian dlugosci telomerow

Liczne obserwacje wskazuja, ze poza problemem konca replikacji, postgpujaca destrukcja
telomerowego DNA moze réwniez zachodzi¢ w efekcie dtugotrwatej ekspozycji komorek na
czynniki stresogenne, szczeg6lnie na stres oksydacyjny [35;36]. Jednym z bezposrednich
nastepstw ekspozycji DNA na reaktywne formy tlenu (RFT) sa uszkodzenia w obrgbie,
szczegOlnie wrazliwej na utlenianie, sekwencji bogatej w guaniny na koncach 3" telomerow
[37]. W efekcie dochodzi do akumulacji jedno- oraz dwuniciowych peknig¢ DNA w
regionach telomerowych, stanowiacych bezposrednia przeszkode dla kontynuacji syntezy
nici potomnej i przestank¢ do natychmiastowego przerwania replikacji [38]. Potwierdzenia
wptywu stresu oksydacyjnego na skracanie si¢ telomerow dostarczyly eksperymenty
wykonane na fibroblastach, hodowanych w warunkach hiperoksji (40% tlenu), w przebiegu
ktorych stwierdzono znamienny wzrost tempa osiggania przez komoérki fazy replikacyjnego
starzenia, ktore nastepowalo zwykle po zaledwie kilku rundach replikacji. Na poziomie
molekularnym, wymiernym efektem zastosowanych warunkéw hodowlanych byto nasilenie
tempa skracania si¢ telomerow, ktore osiagaly dlugos¢ krytyczna, poréwnywalng z
komodrkami utrzymywanymi w warunkach prawidlowego cis$nienia parcjalnego tlenu, przy

znaczgco nizszej liczbie przebytych podziatow [39].

RFT ni¢ wiodaca
5 3
kierunek pracy polimerazy DNA

starter RNA

RFT
<10 bp

5 Vo > - = » 3

3 ni¢ opdézniona >
Rycina 2. Znaczenie stresu oksydacyjnego i problemu konca replikacji w skracaniu si¢
telomerow podczas semikonserwatywnej replikacji DNA. Luka powstala na fizycznym
koncu telomeru wskutek braku mozliwo$ci przylaczenia kolejnego startera RNA, celem
dokonczenia syntezy nici potomnej jest zbyt mata, aby wytlumaczy¢ ubytek rzedu 50-200
bp. Tego rozmiaru ubytki sg efektem dziatania RFT, czemu sprzyja bardzo niska
efektywno$¢ mechanizmoéw naprawy DNA w obrgbie telomerow [37-39].
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1.3.3. Efektory starzenia zaleznego od zmian dhugos$ci telomerow

Kluczowym mediatorem, odpowiedzialnym za reakcj¢ komoérki na rozleglte uszkodzenia
telomerowego DNA (rozpoznawanego jako peknigcia dwuniciowe) jest biatko p53 [40].
Biatko to nalezy do gtownych supresorow kancerogenezy i stanowi jeden z najbardziej
znanych czynnikow mediujgcych replikacyjne starzenie sie¢ komoérki [40]. Bierze ono udziat
w regulacji licznych procesow komérkowych, w tym aktywacji mechanizméw naprawczych
I indukcji apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenia DNA [41]. Bezpo$redni proces aktywacji
biatka p53 moze przebiega¢ na drodze przylaczania reszt acetylowych do jego konca
karboksylowego, modulowanego przez czynnik zwigzany z biatkiem p300/CBP oraz w
wyniku fosforylacji N-konca czasteczki, w ktorej kluczowa rolg odgrywaja kinazy AMT i
DNA-PK [42;43]. W ostatnim z mechanizméw indukcji p53, istotng funkcje peini biatko
onkogenne Mdm2 (ang. murine double minute 2), ktére posiada zdolno$¢ do wigzania si¢ z
jego domenag transaktywacyjng i blokowania jego zdolnosci do hamowania cyklu
komorkowego oraz indukcji apoptozy [43]. Dzigki aktywnosci ligazy ubikwitynylowej,
biatko Mdm?2 bierze udzial w modyfikacji p53 i posredniczy w kierowaniu go na drogg
degradacji w proteosomach [44;45]. Co ciekawe, biatko p53 moze posredniczy¢ w aktywacji
biatka Mdm2 na poziomie transkrypcji, co sugeruje wystepowanie ujemnego Sprze¢zenia
zwrotnego, kontrolujacego utrzymywanie obu bialek na niskim poziomie, co jest szczegdlnie
istotne w warunkach braku obecnosci stresow komorkowych [43].

W komorkach starych aktywacja biatka p53 indukuje powstanie w telomerach ognisk
uszkodzen DNA zwigzanych ze starzeniem (ang. senescence-associated DNA damage foci;
SDF), ktorych manifestacjg jest obecnos¢ ufosforylowanej formy histonu H2A. X (y-H2A.X)
oraz biatek 53BP1 oraz MREI11 [46]. Powstanie licznych SDF prowadzi do rekrutacji oraz
aktywacji kinaz ATM, ktore bezposrednio, lub z udziatem kinaz Chk2, katalizuja
przytaczenie reszty fosforanowej do biatka p53, co doprowadza do rozpadu kompleksu p53-
Mdmz2 i aktywacji p53 [47].

Efektorem dziatania biatka p53 jest regulator cyklu komérkowego p21Cip1, ktory poprzez
wigzanie z cyklinozaleznymi kinazami CDK4 i CDKG6 oraz kompleksem CDK2-cyklina E,
prowadzi do ich dezaktywacji, czego nastepstwem jest zahamowanie fosforylacji biatka pRb
[48]. Hipoufosforylowana forma biatka pRb bierze udzial w wigzaniu czynnika Mdm2, co
uniemozliwia mu potaczenie si¢ z biatkiem p53 i jego degradacj¢. Dodatkowym elementem
promujacym zatrzymanie podzialow komorkowych jest bezposrednie oddziatywanie biatka

p21Cipl z jadrowym antygenem komorek proliferujagcych (ang. Proliferating Cell Nuclear

23



Patrycja Sosinska

Antygen; PCNA) oraz innymi regulatorami, takimi jak kinazy MEKKS5 (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase Kinase Kinase 5), SAPK (ang. Stress-Activated Protein Kinase) i
kalmodulina [49]. Kluczowa rola biatka p21°"* w indukcji starzenia zostata potwierdzona w
badaniach przeprowadzonych na fibroblastach, w ktérych komorki z zablokowang ekspresja
genu p21Cipl nie byty zdolne do zaprzestania podziatow. Wykazano takze, ze w efektywnej
odpowiedzi komorki na uszkodzenia genomu, niezbedny jest udziat obydwu biatek (p53 1
leCipl), gdyz w warunkach braku aktywnej formy biatka p53, aktywacja p21Cipl moze nie
nastapic¢ [50].

Badania poswiecone roli biatka p21Cipl w komorce pokazaly, ze poza kluczowsg rolg
efektorowa w procesie generowania przez biatko p53 specyficznej odpowiedzi komorkowej,
wywolywanej uszkodzeniem telomerowego DNA, istnieje mechanizm alternatywnej
aktywacji p21“" w szlaku niezaleznym od p53. Wystepowanie tego zjawiska odnotowano
w warunkach ekspozycji komorek na dziatanie miozyny oraz transformujacego czynnika
wzrostu B1 [51;52]. Wskazuje sie¢, ze wystepujaca w tym przypadku regulacja syntezy biatka
p21CiIOl zachodzi w wyniku bezposredniego oddziatywania aktywatorow transkrypcyjnych na
jego region promotorowy lub poprzez modulacje stabilnosci zaréwno na poziomie mRNA
jak i biatka [53]. Warto dodaé, ze nastepujacy w odpowiedzi na roéznorodne czynniki
stresowe wazrost ekspresji p21°**, niezwigzany z biatkiem p53, ma charakter przejsciowy, a
ostateczne osiggnigcie przez komorke fazy starzenia wymaga postepujacej po sobie
aktywacji bialek p53 i p21™ [49]. Obecnie uwaza si¢, ze wzrost ekspresji p21°P* w
mechanizmie p53-niezaleznym jest specyficzny dla okreslonych warunkow fizjologicznych i
peini istotng funkcje w tymczasowym hamowaniu cyklu komoérkowego, poprzedzajacym

proces roznicowania si¢ komorek [54].

1.3.4. Starzenie replikacyjne niezalezne od zmian dlugos$ci telomerow

Na podstawie badan in vitro wykazano, ze w niektorych typach komorek proces starzenia
zachodzi bez wykrywalnych zmian w budowie i dlugosci telomerowego DNA [24].
Obserwacje te potwierdzono w przypadku komoérek nabtonkowych gruczotu piersiowego,
prostaty oraz keratynocytow, w ktorych ektopowa ekspresja podjednostki katalitycznej
hTERT okazala si¢ niewystarczajagca — w przeciwienstwie do komorek starzejgcych sie w
Sposob telomerozalezny — do ich uniesmiertelnienia. Efekt ten osiggnigto dopiero wowczas,
gdy ekspresje hTERT polaczono z zahamowaniem aktywnosci biatka pl6™** [55].

Cytowane badania staly si¢ przyczynkiem do stwierdzenia, ze starzenie si¢ komorek
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pochodzenia nabtonkowego przebiega zupeilnie innym szlakiem niz ten, inicjowany
destrukcja telomerowego DNA oraz dzialaniem uktadu biatek p53-p21Cip1.

Poza obecnoscig niezaleznego od zmian dtugosci telomerow mechanizmu kontrolujacego
inicjacj¢ procesu replikacyjnego starzenia, cecha charakterystyczng komorek nabtonkowych
jest posiadanie znaczaco nizszego potencjatu proliferacyjnego w porownaniu z komoérkami,
ktorych replikacja determinowana jest zmianami dtugosci i budowy koncowych odcinkéw
chromosomow. Zazwyczaj, mozliwosci podzialowe komorek nabtonkowych wynosza okoto
10-20 podwojen populacji, podczas gdy $redni limit Hayflicka osiagany przez starzejace si¢

w sposob telomerozalezny fibroblasty, miesci si¢ w granicach 40-90 podziatow [55;56].

1.3.5. Rola bialka p16'"“* w starzeniu telomeroniezaleznym
Badania przeprowadzone na komoérkach, w ktorych proces starzenia przebiegat bez zmian
dlugos$ci telomeréw wykazaly, ze role gldwnego efektora ich starzenia na poziomie cyklu

6Ink4A

komorkowego moze petni¢ biatko pl [55;56]. Mechanizm indukcji starzenia z

udzialem biatka p16™“4

zachodzi poprzez jego przytaczenie do kinaz zaleznych od cyklin i
blokowanie tworzenia kompleksow CDK4 i CDK6 z cykling D, skutkujace hamowaniem
fosforylacji biatka pRb i zatrzymaniem cyklu komérkowego na etapie fazy G1 [57]. Do

najwazniejszych czynnikéw, majacych zdolno$¢ indukcji biatka p16Ink4A

naleza: kinazy
biatkowe aktywowane mitogenami (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase; MAPK) [58],
ekspresja onkogenu Ras [59], uszkodzenia DNA wywotane dzialaniem lekow (bleomycyny i
aktynomycyny D) [60], nieoptymalne warunki hodowlane [56] oraz zmiany strukturalne w
obrebie petli telomeru [61].

W trakcie procesu starzenia, indukcja biatka p16"™** nastepuje pozniej niz aktywacja
biatek p53 i p21<™ [62;63]. Jest to zgodne z wynikami doswiadczen wykorzystujacych
hybrydyzacj¢ fluorescencyjng in situ (FISH), ktore wykazatly, ze ekspresja tego biatka
narasta w sposob gwattowny dopiero w komorkach z poznych pasazy [64]. Duza w tym role
odgrywa czynnik transkrypcyjny Etsl, ktorego ekspresja takze wzrasta w komorkach
starych, prowadzac do zahamowania aktywnos$ci biatka Id1, bedacego represorem p16Ink4A
[65]. Role inhibitora biatka p16™* pelni réwniez biatko Bmi-1, ktorego udzial w

6Ink4A

hamowaniu ekspresji pl wykazaty badania Jacobs i wsp., w ktorych opisano indukcje

przedwczesnego starzenia si¢ komorek z wyciszong ekspresja Bmi-1 [66]. Guney i wsp.

Ink4A

wykazali z kolei, ze zablokowanie aktywnoS$ci biatka p16 zalezne od czynnika Bmi-1

wymaga aktywacji Sciezki sygnalizacyjnej onkoproteiny c-Myc [67].
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Interesujacych informacji, rzucajacych nowe $wiatlo na znaczenie bialka p16Ink4A w
komoérkowym starzeniu, dostarczyly takze badania Beausejour i wsp., ktorzy wykorzystujac
technike transfekcji lentiwirusowej celem regulacji poziomu ekspresji mediatorow starzenia
p53 i pl6'nk4 dowiedli, ze komorki stare, cechujace si¢ wysokim poziomem biatka p16Ink4
pozostaja niezdolne do proliferacji pomimo inaktywacji w nich biatka p53. W
przeciwienstwie do nich, komorki o niskiej ekspresji p16'"k4, w ktorych inaktywowano
biatko p53 podejmowaty zaprzestang wczesniej aktywno$¢ mitotyczng, co sugeruje, ze rola
p16"™“* w komoérkach starych jest nie tylko blokowanie podziatow komorkowych, lecz takze,
a moze nawet przede wszystkim, zapewnianie permanentnosci tego stanu [68]. Spostrzezenie

to jest szczeg6dlnie wazne ze wzgledu na fakt, iz wzrost ekspresji biatka p16Ink4

nastepuje nie
tylko w komorkach starzejacych si¢ w sposob niezalezny od telomerow, lecz zachodzi takze,
np. w fibroblastach [65], w ktorych krotko po wejsciu w faze starzenia, ekspresja biatka

p21Cip1, wspotdziatajacego z p53 w blokadzie cyklu, ulega stopniowemu obnizaniu [63].

1.3.6. Starzenie przedwczesne indukowane stresem

Istnieje szereg dowodow na to, ze w okreslonych sytuacjach proces starzenia moze zostaé
wywotany na dlugo przed osiggnigciem przez komorki typowej dla nich maksymalnej liczby
podziatow. Efekt ten, okre§lany mianem starzenia przedwczesego indukowanego stresem
(ang. stress-induced premature senesence; SIPS) zachodzi najczg$ciej w rezultacie
ekspozycji komorek na niesprzyjajace warunki hodowli in vitro (tzw. szok hodowlany), jak
rowniez moze by¢ wynikiem zadziatania na komorki réznego rodzaju stresorow [69-71].

Jako szok hodowlany rozumie si¢ szereg bodZcow, ktorym komorki podlegaja po izolacji
z organizmu i przeniesieniu do srodowiska hodowlanego in vitro. Do najwazniejszych z nich
mozna zaliczy¢: wzrost na powierzchniach plastikowych, brak heterogennych oddziatywan
migdzykomorkowych, nieoptymalny sktad pozywki, jak rowniez utrzymywanie hodowli w
warunkach hiperoksji [72;73]. Badania wykonane na ludzkich komoérkach nabtonkowych,
wzrastajacych na warstwie odzywczej, utworzonej z fibroblastow traktowanych mitomycyna
C wykazaly, ze optymalizacja podioza wzrostowego prowadzi do dwukrotnego wzrostu
potencjatu replikacyjnego komoérek, czemu towarzyszyto obnizenie poziomu ekspresji biatka
p16"™4A [56].

Odrebnag grupa czynnikdéw, odpowiedzialnych za rozwoj SIPS sa mutacje, prowadzace do
aktywacji szeregu protoonkogenow, np. Ras, Raf, Mos, PTEN, NF1 [74]. Szczegolnie
interesujgcym induktorem SIPS jest onkogen Ras, odpowiedzialny za przekazywanie

26



Wplyw procesu starzenia sie ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wyktadniki progresji raka
Jjajnika w modelu komorkowym i zwierzecym

mitogennych sygnaléw z receptora tyrozynowego poprzez wigzanie czgsteczki GTP [75].
Badania potwierdzity, ze ekspresja Ras w komorkach prowadzi do rozwoju przedwczesnego
starzenia, ktorego bezposrednim nastepstwem jest zwickszenie aktywnosci biatek p16™“* i
pS3 oraz trwale zatrzymanie podziatéw, w typowej dla replikacyjnego starzenia fazie G1
[59].

Wiele obserwacji wskazuje, ze jednym z czynnikoOw bezposrednio zaangazowanych w
rozw0j procesu SIPS jest akumulacja RFT w komorce. Potwierdzaja to m.in. badania na
fibroblastach, ktorych hodowla w warunkach niskiej preznosci tlenu umozliwita komérkom
skuteczne ominigcie fazy starzenia, wywotywanej dziataniem onkogenu Ras [76]. Z Kkolei
inaktywacja genu dla seladyny-1, petnigcej role sensora poziomu stresu oksydacyjnego,
efektywnie zahamowata starzenie komorek zalezne od aktywnos$ci Ras, prowadzac je na
droge transformacji [77]. Na podstawie tych obserwacji wysuni¢to teze, ze indukcja SIPS
jest formg dynamicznej odpowiedzi komorki na dziatanie czynnikow, mogacych prowadzic¢
do rozwoju zmian neoplastycznych [59]. Z tego tez powodu, zarowno wywotane podziatami
mitotycznymi replikacyjne starzenie si¢ komorek somatycznych, jak rowniez indukowane
dziataniem r6znego typu stresoréw SIPS, uznawane sg za utrwalony ewolucyjnie mechanizm

supresji nowotwordéw [78].

1.4. Fenotyp komdrek starych

Komorki, ktore osiagnety faze starzenia, czy to na skutek przebycia krytycznej liczby
podzialow, czy tez w wyniku zadziatania okre§lonych stresorow, w sposob zasadniczy
r6znig si¢ od komorek proliferujacych szeregiem cech morfologicznych i czynno$ciowych,
okreslanych wspolnym mianem fenotypu komorek starych [79]. Do najbardziej klasycznych
cech komoérek starych naleza: zwiekszenie rozmiaréw (hipertrofia), sptaszczenie, utrata
jednolitego ksztattu, wielojadrzastos$é i wakuolizacja [8;80;81]. Procz tego, moze dochodzi¢
do agregacji biatek w retikulum endoplazmatycznym, przy jednoczesnym zmniejszeniu
ekspresji biatek opiekunczych BiP, bioracych udziat w ich faldowaniu [82;83]. Wzrastajacy
poziom RFT prowadzi z kolei do zaburzenia pracy i struktury mitochondriow [84], w tym
zaburzenia cigglosci grzebieni mitochondrialnych oraz btony wewnetrznej [85]. Dysfunkcja
dotyczy takze lizosomoéw, a jej gldwnym przejawem jest gromadzenie si¢ fluoryzujacego
pigmentu, lipofuscyny [86]. Prawdopodobnym skutkiem niewydolnos$ci tych organelli jest
takze pojawienie si¢ w cytoplazmie aktywnos$ci B-galaktozydazy, ktora w przeciwienstwie

do tzw. catkowite] odmiany tego enzymu, wykrywanej przy pH 4,0, wykrywana jest przy pH
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6,0, zyskujac miano ,,zwigzanej ze starzeniem” (ang. senescence-associated f-galactosidase;
SA-f-Gal) [87-89]. Obecnie, mimo pewnych gltoséw krytyki [90], SA-B-Gal jest najczesciej
wykorzystywanym markerem komorek starych w badaniach in vitro i in vivo [91]. Innymi
uznawanymi markerami komorek starych sg: ufosforylowana forma histonu H2A.X (y-
H2A.X) [92], wyspecjalizowane domeny fakultatywnej heterochromatyny (ang. senesence-
associated heterochromatic foci; SAHF) [93], domeny DNA-SCARS (ang. DNA segments
with heterochromatin alterations reinforcing senesence) [94] oraz produkt oksydacyjnych
uszkodzen DNA, 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna (8-OH-dG) [95].

Inng, wazng cechg komorek starych jest zmiana ekspresji szeregu genow, kontrolujagcych
kluczowe aspekty metabolizmu komorki (Tabela nr 1). Nalezy jednoczesnie podkresli¢, ze
pomimo morfologicznej degeneracji, trwatej niezdolnosci do podziatéw 1 rozlegtych,
nienaprawialnych uszkodzen makroczasteczek, szczegdlnie DNA, komorki stare przez dlugi
czas pozostaja zywe i aktywne metabolicznie [96], w czym duzg role odgrywa ich opornos¢

na docierajace sygnaty proapoptotyczne [97].

1.4.1. Fenotyp sekrecyjny zwiazany ze starzeniem

Pochodng zmiany ekspresji genow w komorkach starych, a zarazem cechg szczegolnie
wazng w kontekscie ich roli w procesie starzenia si¢ organizmu jako catosci oraz rozwoju
chorob zwigzanych z wiekiem jest nabywanie tzw. fenotypu sekrecyjnego (ang. senescence-
associated secretory phenotype; SASP). Istotg tego zjawiska jest wzmozone wydzielanie do
srodowiska szeregu czynnikéw o zréznicowanych funkcjach, ktore mozna zaliczy¢ do kilku
kategorii. Sg wérod nich cytokiny (IL-1, IL-6, IL-7, 1L-13, IL-15) i chemokiny prozapalne
(CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-2, CCL26, CXCLS8/IL-8, CXCL12/SDF-1), czynniki wzrostu
(amfiregulina, EGF, hFGF, HGF, heregulina, KGF, NGF, VEGF), proteazy i ich modulatory
(MMP-1, -3, -10, -12, -13, -14, TIMP-2, PAI-1, PAI-2, t-PA, u-PA, katepsyna B),
rozpuszczalne lub zrzucane z powierzchni receptory i ligandy (ICAM-1, ICAM-3, OPG,
STNFR1, Fas, SGP130, EGF-R) oraz sktadniki ECM (fibronektyna) [98;99].
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Tabelal. Przyklady genow, ktorych ekspresja ulegla zmianie w replikacyjnie starych
fibroblastach (na podstawie [100;101]).

FUNKCJA

NAZWA

ZMIANA

regulacja cyklu
komodrkowego

cyklina A2

\

biatkowy regulator cytokinezy-1 (PRC1)

biatko zwigzane z insulinopodobnym czynnikiem wzrostu-2

cyklina D1
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elastyna
laminina
kolagenaza
synteza i N
degradacja metaloproteaza 1 (MMP-1)
macierzy fibronektyna
pozakomorkowej

inhibitor aktywatora plazminogenu-1i -2 (PAI-1, PAI-2)

urokinazowy aktywator plazminogenu (u-PA)

metaloproteaza 3 (MMP-3)

kompleks 2/3 biatek zaleznych od aktyny (podjednostka 2)

przebudowa | keratyna 14 (KRT14)

cytoszkieletu
komorki

keratyna 19 (KRT19)

tymozyna beta 10

heregulina (HRG)

czynniki wzrostu

> o o o o | | oo o] |||«

transformujacy czynnik wzrostu B1 (TGF-1)

Uwaza sie, ze glowny udziat w powstawaniu SASP maja gromadzace si¢ w komodrkach
starych uszkodzenia DNA, ktorych efektem jest mobilizacja kinaz ATM 1 CHK2 oraz biatka
adaptorowego NBS1, koniecznych dla zwigkszonego wydzielania czynnikow prozapalnych
[102]. Istotne dla rozwoju tej cechy sg takze zmiany zachodzace w architekturze chromatyny
jadrowej [103]. Elementem tych zmian jest m.in. gromadzenie si¢ podjednostki p65
czynnika transkrypcyjnego NF-«kB, ktory moze petni¢ funkcje nadrzednego regulatora
rozwoju omawianej cechy [104]. Potwierdzeniem tej tezy byly obserwacje, w ktorych
zablokowanie podjednostki p65/NF-kB spowodowato znamienne ograniczenie zdolnosSci
wydzielniczych komorek starych [105]. W tym kontekscie, na szczegdlng uwage zastuguje
pobudzenie aktywnosci transkrypcyjnej NF-kB pod wptywem dziatania kinazy p38 MAPK,
ktéra wydaje si¢ mie¢ zdolno$¢ wzbudzania wlasciwosci sekrecyjnych komoérek w sposob
niezalezny od aktywacji szlakow odpowiedzi na uszkodzone DNA [105].

Integralnym elementem rozwoju SASP moga by¢ takze kompleksy receptoréw i biatek
efektorowych, kontrolujacych przebieg reakcji zapalnej, zwane inflammasomami [106], a
szczegblnie zwigzana z ich aktywnoscig $ciezka sygnatowa IL-1 [107]. Co ciekawe, jeden z

receptoréw wchodzacych w sktad inflammasoméw, RIG-1 (ang. retinoic acid inducible
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gene-1), zaangazowany w indukcj¢ czynnikéw prozapalnych, w tym IL-6 i CXCLS8/IL-8, jest
takze silnym aktywatorem NF-xB [108].

1.5. Znaczenie starzenia si¢ komorek dla starzenia si¢ organizmu

Pierwszym, ktory zasugerowat, ze starzenie si¢ komorek moze odzwierciedla¢ okreslone
aspekty starzenia si¢ organizmu jako catosci byt Leonard Hayflick. Podstawg tej tezy byta
obserwacja, ze komorki pobrane od dojrzatych dawcéw cechujg si¢ nizszymi mozliwosciami
proliferacyjnymi niz te, pobrane od ptodow [9]. Podobng korelacj¢ miedzy wiekiem dawcy a
osiggang przez komorki liczba podziatéw odnotowano w przypadku komoérek mezotelium
otrzewnowego [109], komoérek srodbtonka naczyniowego [110] oraz keratynocytow [111].
Innym dowodem na istnienie wspotzalezno$ci migdzy starzeniem si¢ komorek in vitro a
starzeniem si¢ organizmu jako calosci in vivo byto stwierdzenie zwigkszonego odsetka
komorek starych w tkankach osob w wieku podesztym [89;112].

Jak dotychczas, obecno$¢ komodrek o fenotypowych oznakach starzenia wykazano w
jamie otrzewnej [109], w naczyniach krwionosnych, w obrebie blaszek miazdzycowych
[113;114], w skorze [89], w rogowce [115] oraz w krazkach migdzykregowych [116].
Gromadzenie si¢ w tkankach komorek starych, ktore poprzez specyficzny profil
wydzielniczy wplywaja na ksztattowanie lokalnego mikrosrodowiska, moze stanowi¢
przyczyng powstawania tzw. fenotypu degeneracyjnego zwigzanego z wiekiem (ang. age-
associated degenerative phenotype) [117], czego skutkiem jest wzrost podatno$ci organizmu
na rozw0j okreslonych patologii, w tym choréb ukladu sercowo-naczyniowego,
neurodegeneracyjnych oraz schorzen uktadu ruchu. Scenariusz ten jest mozliwy w obliczu
danych statystycznych, ktore pokazuja, ze do uniwersalnych, lecz nie obligatoryjnych
skutkow starzenia naleza m.in.: postgpujaca atrofia migsni, spadek elastycznosci skory,
wydtuzenie $redniego czasu gojenia si¢ ran, postepujacy zanik siatkdwki oraz zmniejszenie
przejrzystosci soczewki oka [2].

Jednym z bezposrednich efektow wywolywanych obecnoscia komorek starych in vivo jest
zaburzenie prawidlowej struktury tkanek [118]. Dowodzg tego m.in. badania Parrinello i
wsp., ktorzy analizujac proces roznicowania si¢ komoérek nabtonka gruczotu piersiowego
wykazali, ze obecno$¢ starych fibroblastow dziala destrukcyjnie (poprzez wzrost
wydzielania metaloproteaz) na wlasciwe ksztaltowanie sie rozgalezionych struktur
pecherzykowych, zaangazowanych w wytwarzanie mleka [119]. Z kolei gromadzenie si¢

starych komorek migsni gladkich tetnicy plucnej u pacjentow z przewlekla obturacyjng
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chorobg pluc okazato si¢ dodatnio korelowa¢ z rozwojem hipertrofii $ciany naczyn. Co
wiecej, komorki te pobudzaty proliferacj¢ 1 migracje swych mtodych odpowiednikow, co
wedlug autoré6w przywolanej pracy moze leze¢ u podstaw rozwoju nadcis$nienia plucnego u
tych chorych [120]. Komorki stare moga takze przyczynia¢ si¢ do rozwoju lub zaostrzenia
przebiegu miazdzycy. Spekuluje si¢, ze jednym ze skutkéw SASP, generowanego przez
komorki stare w obrebie blaszki miazdzycowej moze by¢ nasilenie prozapalnego charakteru
srodowiska, kreowanego pierwotnie przez makrofagi w przestrzeni podsrédbtonkowej [121].
Dodatkowo, indukowana procesem starzenia i postepujaca dysfunkcja tkanki ttuszczowej
moze zaburza¢ prawidlowy metabolizm kwasow ttuszczowych, w tym ich magazynowanie,
przyczyniajac si¢ do gromadzenia i odktadania aterogennych lipidow w §cianach naczyn

krwiono$nych [122].

1.6. Starzenie a rozwoj choroby nowotworowe;j

Najpowazniejsza jednak patologia, pozostajaca w nierozerwalnym zwigzku z procesem
starzenia jest choroba nowotworowa [123]. Dowody potwierdzajace istnienie zwigzku
miedzy tymi dwoma procesami pochodzg zardwno z do$§wiadczen na zwierzgtach, jak
rowniez z obserwacji pacjentdéw onkologicznych. Juz w latach 80-tych ubiegtego stulecia,
Zimmerman 1 wsp., analizujac wptyw wieku na rozwdj nowotworow trzustki u myszy
stwierdzili, ze ekspozycja zwierzat na dziatanie kancerogennej pochodnej nitrozomocznika
indukuje rozwdj nowotworow wyltacznie u osobnikéw starszych [124]. Z kolei badania na
modelu szczurzym wykazaly, Zze syngeniczny przeszczep transformowanych hepatocytow
skutkowal rozwojem zmian nowotworowych przede wszystkim w watrobie osobnikow
starszych [125]. U ludzi, cz¢sto$¢ wystepowania nowotworow wzrasta wyktadniczo wraz z
wiekiem i obejmuje ponad 60% osob po 65 roku zycia [126]. Co wazne, szczegdlne
przyspieszenie tempa rozwoju nowotworow obserwuje si¢ dopiero w wieku dojrzatym
(okoto potowy sredniej dtugosci zycia cztowieka) [127;128], co prawdopodobnie wynika z
czasu, niezb¢dnego do nagromadzenia si¢ w komorkach krytycznej liczby onkogennych
mutacji [118]. Z drugiej jednak strony, aberracje genetyczne obecne w komorkach pre-
neoplastycznych, a czesto takze w przylegajacych do nich komoérkach prawidtowych, nie
zawsze przektadaja si¢ na rozwinigcie fenotypu nowotworowego in vivo [129-131]. Oznacza
to, ze w przypadku wielu typéw nowotworow, nagromadzenie si¢ duzej liczby mutacji nie
jest warunkiem wystarczajacym do zainicjowania procesu rozrostowego, co sugeruje, ze

zasadnicze znaczenie dla progresji nowotworu ma takze odpowiednie mikrosrodowisko
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tkankowe, przyzwalajace na przeksztalcenie si¢ komoérek preneoplastycznych w komorki o
w pelni wyrazonych cechach zto§liwosci [132;133].

W kontekscie wiedzy, ktora dysponujemy na temat gromadzenia si¢ wraz z wiekiem
komorek starych, powstata koncepcja, zgodnie z ktora to wlasnie komorki stare, szczegdlnie
fibroblasty, moga kreowac¢ pronowotworowe warunki srodowiska tkankowego. Teoria ta
zaktada pewien dualizm biologicznego znaczenia procesu starzenia komoérkowego, ktoére z
jednej strony, szczegélnie w organizmach mtodych, moze stanowi¢ forme¢ mechanizmu
supresorowego nowotworow (komorki ktore si¢ nie dziela, nie moga ulec transformacji
nowotworowej), a z drugiej, w miar¢ ich gromadzenia si¢ w tkankach wraz z wiekiem, moze
promowac¢ réznorakie elementy progresji nowotworow, szczegodlnie w oparciu o SASP
[134;135]. Bezposrednich dowoddéw na potwierdzenie pronowotworowego dzialania
komorek starych dostarczyly badania Krtolicy i wsp., ktorzy dowiedli, ze stare fibroblasty
promuja w znacznie wigkszym stopniu niz komorki mtode proliferacje pre-neoplastycznych
komorek nabtonkowych oraz wysoce agresywnych komorek raka piersi MDA-231 in vitro.
Efekt ten byl takze obecny in vivo, kiedy to rozwoj guzow nowotworowych po wszczepieniu
myszom mieszanin komorek raka piersi ze starymi fibroblastami byt bardziej nasilony w
porownaniu z osobnikami, ktérym komorki rakowe implantowano w obecnosci fibroblastow
mtiodych [136]. Jako glowny mechanizm, lezacy u podioza pronowotworowego dziatania
starych fibroblastow, autorzy cytowanej pracy zidentyfikowali bezposrednie oddzialywania
typu komorka prawidtowa-komorka nowotworowa. Idacy ich sladem Liu 1 wsp. wykazali
natomiast, ze stare fibroblasty moga stymulowaé progresj¢ komorek raka piersi in vitro i in
vivo takze poprzez czynniki wydzielane do §rodowiska, w tym metaloproteazy oraz czynnik
wzrostu hepatocytow (HGF) [137]. Polaczony udziat oddzialywan komodrka-komorka oraz
czynnikéw wydzielanych do S§rodowiska (szczego6lnie amfireguliny) wykazali natomiast
Bavik 1 wsp., obserwujac pobudzajacy wplyw starych fibroblastow na proliferacje
transformowanych komorek nabtonka prostaty [138].

Komorki stare moga wplywac na progresj¢ nowotworow takze w sposob posredni, np. w
wyniku pobudzania, kluczowego dla rozwoju guza, zjawiska angiogenezy [139]. Silnym
zrodtem czynnikoOw proangiogennych okazaty si¢ by¢ bowiem stare fibroblasty, ktore
wydzielajac zwigkszone ilosci VEGF efektywnie nasilaly stopien inwazyjnosci komorek
srodbtonka naczyniowego przez blony podstawne. Potwierdzeniem proangiogennego

wpltywu komorek starych byly doswiadczenia na zwierzetach, u ktorych stwierdzono
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nasilong waskularyzacje zmian nowotworowych po wszczepieniu transformowanych

komorek nablonkowych wraz ze starymi fibroblastami [140].

1.7. Rak jajnika

Rak jajnika stanowi czwartg pod wzgledem czesto$ci wystgpowania przyczyne Smierci
wsrod kobiet zamieszkujacych Ameryke Potnocng oraz regiony pdinocnej oraz zachodniej
Europy. Wedlug statystyk, liczba zachorowan na raka jajnika wykazuje stala tendencje
wzrostowa, uzalezniong w duzej mierze od regionu geograficznego [126]. Obecnie szacuje
si¢, ze wiodgcym obszarem geograficznym pod katem wystepowania tego nowotworu jest
rejon potnocnoeuropejski, w ktorym liczba zachorowan w roku 2012 wyniosta ponad 65
tysigcy przypadkow, wsrod ktorych blisko 70% stanowity przypadki $miertelne [141]. Na
podstawie danych z 2001 roku szacuje si¢, ze w Polsce wskaznik zachorowan na raka jajnika
dotyczy $rednio trzech na sto tysiecy przebadanych kobiet przed trzydziestym rokiem Zycia
oraz trzydziestu siedmiu kobiet na sto tysiecy badanych w wieku powyzej piec¢dziesigtego
roku zycia. Najwicksza czesto§¢ wystgpowania tego nowotworu, wynoszaca blisko
sze$cdziesigt przypadkoéw na sto tysigcy kobiet, obserwuje si¢ u pacjentek w wieku okoto- i
pomenopauzalnym, ktéry obejmuje przedzial pomiedzy czterdziestym a siedemdziesigtym
rokiem zycia [141].

Pomimo statego rozwoju technik diagnostycznych, rak jajnika wykrywany jest bardzo
pézno, zazwyczaj w zaawansowanym stadium choroby. Sytuacja ta wynika z faktu, ze w
poczatkowych fazach, chorobie tej towarzysza subtelne, mato specyficzne objawy. Innym
czynnikiem jest brak wartosciowych, specyficznych markerow wczesnej diagnozy [142].
Dane epidemiologiczne wskazuja, ze w momencie postawienia diagnozy, ponad 62%
wykrytych nowotwordw jajnika znajduje si¢ juz w zaawansowanym stadium choroby, w
17% przypadkdéw nowotwor zajmuje lokalne tkanki, a tylko w 15% przypadkéw choroba jest

ograniczona do samego jajnika [143].

1.7.1. Klasyfikacja histologiczna nowotworow jajnika

Nowotwory jajnika nalezag do nowotworéw cechujacych si¢ duzg heterogennoscia, a
stosowany w praktyce klinicznej podziat na podtypy histologiczne oparty jest gtdéwnie na
ocenie cech architektonicznych komorek, zdolnosci do podzialdéw mitotycznych oraz zmian
strukturalnych na terenie jadra komérkowego. Analizy histopatologiczne dowodza, Zze okoto

90% nowotwordéw zto§liwych jajnika wykazuje pochodzenie nabtonkowe (tac. carcinoma).
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Pod wzgledem klinicznym, najwicksze znaczenie maja guzy surowicze, endometrialne 1
Sluzowe. Pozostala cze$¢ stanowig guzy jasnokomorkowe, niezrdznicowane 1

niesklasyfikowane (Rycina 3) [144].

pozostate
$luzowe 5%
10%

endometrialne
10%

surowicze
75%

Rycina 3. Czestos¢ wystepowania poszczegoélnych histologicznych typow raka jajnika

(na podstawie [144]).

1.7.2. Obraz kliniczny choroby

Do najwazniejszych objawdéw raka jajnika, towarzyszacych szerzeniu si¢ procesu
nowotworowego w miednicy i jamie brzusznej, nalezg dolegliwosci boélowe o nietypowe;j
lokalizacji, wzdgcia brzucha, zaparcia, dyspepsja oraz uczucie sytosci. Czgsto, pierwotnym
objawem jest zwiekszony obwdd brzucha, bedacy wynikiem gromadzenia si¢ duzych ilo$ci
ptynu puchlinowego w jamie otrzewnej. Innymi, réwnie niespecyficznymi objawami sg
krwawienia oraz nagle parcie na mocz. Gdy guz rozprzestrzenia si¢ poza miednic¢ mniejsza,
pojawiajg si¢ bole podczas odbywania stosunkow piciowych [145].

Pod wzglgdem rokowniczym, jak réwniez pod katem oceny mozliwych do podjecia
sposoboéw leczenia, kluczowym parametrem jest ocena stopnia ztosliwosci nowotworu. W
praktyce opiera si¢ ona na czterostopniowej skali zaawansowania wg Miedzynarodowego
Stowarzyszenia Ginekologii i Potoznictwa (ang. The International Federation of
Gynecologists and Obstetricians; FIGO), okreslajacej stopien rozprzestrzenienia sig
komorek ztosliwych w obrebie jajnika, tkanek sasiadujacych i narzadow odlegtych (Tabela
nr 2) [146].
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Tabela 2. Klasyfikacja kliniczna nowotworow jajnika wedlug FIGO [146].

STOPIEN

CHARAKTERYSTYKA

guz zlokalizowany w obrebie jajnika

guz zlokalizowany w obrebie jednego jajnika, brak wodobrzusza,
powierzchnia guza zwarta, brak obecno$ci komoérek neoplastycznych
w tkankach otaczajacych

guzy zlokalizowane w obu jajnikach, brak wodobrzusza, powierzchnia
guza zwarta, brak obecnosci komoérek neoplastycznych w tkankach
otaczajacych

cechy guzéw IA 1 IB, z towarzyszacym wodobrzuszem, obecnoscia
komoérek nowotworowych na powierzchni guzéw lub w plynie
otrzewnowym

guz zlokalizowany w obrebie jednego lub obu jajnikéw, przerzuty
komoérek nowotworowych do miednicy mniejszej

HA

naciekanie i przerzuty komoérek nowotworowych do jajowodoéw i/ lub
macicy

1B

obecno$¢ komorek nowotworowych w pozostatych tkankach miednicy
mniejszej

1c

cechy guzéw IIA 1 [IB, z towarzyszacym wodobrzuszem, obecnoscia
komoérek nowotworowych na powierzchni guza lub w plynie
otrzewnowym

guzy zlokalizowane w obrebie jednego lub dwoch jajnikow,
potwierdzone histologicznie przerzuty w obrebie otrzewnej poza
miednicg mniejszg, zajecie pozaotrzewnowych weziow chlonnych

A

wzrost guza ograniczony do miednicy mniejszej, potwierdzona
obecnos¢ komorek nowotworowych w obrebie otrzewnej

1B

guzy do 2 cm, na powierzchni jednego lub obu jajnikéw, liczne
przerzuty wewnatrzotrzewnowe

nc

guzy powyzej 2 cm, przerzuty wewnatrzotrzewnowe poza miednice,
zajecie wezlow chtonnych

v

obecno$¢ guzdéw na jednym lub obu jajnikach, przerzuty do tkanek
odlegtych

1.7.3. Etiopatogeneza raka jajnika

Proby okreSlenia podloza rozwoju raka jajnika siegajg drugiej polowy o0siemnastego

wieku, kiedy to Sir Spencer Wells zasugerowal, iz nowotwor ten wywodzi si¢ z mato

zroznicowanych komoérek nabtonka powierzchniowego jajnika [147]. Zgodnie z tg teorig, do

gléwnych czynnikow inicjujacych zjawiska neoplastyczne nalezg, zwigzane z wiekiem

zmiany degeneracyjne w obrebie jajnikow, stymulacja hormonami gonadotropowymi oraz

wysoka czestotliwo$¢ owulacji [148;149]. Czynniki te sg odpowiedzialne za powstawanie
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mikrouszkodzen nabtonka pokrywajacego jajnik, ktorego regeneracja stanowi przyczyne ich
spontanicznego odroznicowywania si¢ w kierunku komodrek o odmiennych cechach
morfologicznych i czynno$ciowych, odpowiadajacych histologicznie komdrkom
zlokalizowanym w jajowodzie, endometrium, szyjce macicy, pecherzu moczowym oraz
przewodzie pokarmowym [148-150]. W zgodzie z tg teorig s3 m.in. badania przeprowadzone
na mysich komoérkach nablonka powierzchniowego jajnika (MOSEC), ktore wykazatly, ze
komorki te posiadaja wysoka zdolno$¢ do podlegania spontanicznym mutacjom,
prowadzacym do transformacji nowotworowej [151].

Pomimo, ze wspomniana koncepcja liczy wiele dziesiecioleci 1 nadal znajduje swoich
zwolennikow, jest ona takze zrodtem pewnych kontrowersji. Jednym z bezposrednich
dowodow §wiadczacych przeciwko jej stusznosci sg badania przeprowadzone przez Sharma i
wsp., ktorzy monitorujac grupe 48 tysiecy kobiet w wieku pomenopauzalnym wykazali, ze
wystepowanie cyst inkluzyjnych w obrebie komoérek nabtonka pokrywajacego jajnik nie
wplywa na wzrost czgsto$ci rozwoju procesow neoplastycznych [152;153]. Zgodne z tym sg
takze obserwacje dokonane przez Louisa Dubeau, ktory wykazal, ze komorki w stadium
poprzedzajacym proces nowotworzenia sg rzadko zlokalizowane w obrebie cyst, tworzonych
przez komorki nabtonka pokrywajacego jajnik, czeSciej natomiast wystepuja w innych,
przylegajacych narzadach [154].

Ten sam autor, w 1999 roku zasugerowat, ze wlasciwym Zrodlem raka jajnika moga by¢
komorki nabtonkowe, wyscietajace jego powierzchnie, a wywodzace si¢ w embriogenezie z
nabtonka mezodermalnego (mesothelium), pokrywajacego pierwotna jamg ciata (coelomic
mesothelium) [154]. Koncepcja ta, opisujaca powstawanie raka jajnika w wyniku metaplazji
komorek mezotelium odpowiada tzw. hipotezie ,,drugiego systemu Mullerowskiego”, ktora
odnosi si¢ do powstawania nowotworow, ktorych zrodtem sa wszystkie typy nabtonka,
wywodzace si¢ z pierwotnych przewodow Mullera [155]. Zgodnie z tg teorig, mezotelium i
komorki nabtonka powierzchniowego jajnika sa elementami tzw. drugiego Systemu
Mullerowskiego, a ich cechg charakterystyczng jest posiadanie wysokiej zdolnosci do
réznicowania si¢ oraz potencjalnych przemian metaplastycznych, szczegdlnie w kierunku
surowiczego, endometrialnego oraz jasnokomorkowego podtypu raka jajnika [155;156].
Badania poswigcone okresleniu przyczyn wspomnianej metaplazji wykazaly, ze konwersje
komorek mezotelium do nablonka Mullerowskiego moze inicjowa¢ miejscowa ekspozycja
na czynniki hormonalne, poprzedzona wytworzeniem lokalnych cyst inkluzyjnych [153].

Cysty te, wyksztalcajac fenotyp nabtonka Mullerowskiego, nabywaja zdolnosci do
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transformacji neoplastycznej, ktora prowadzi do ich przeobrazania w komoérki nowotworowe
0 okreslonych cechach histologicznych [152;153]. Potwierdzeniem stusznosci teorii
Mullerowskiej byty przeprowadzone w 2005 roku badania ekspresji genow w komorkach
raka jajnika, ktére wykazaly, ze komorki te wykazuja, w przeciwienstwie do prawidtowych
komorek nabtonka jajnika, wysoka ekspresje gendéw z rodziny HOX, ktorych aktywnos$¢ jest
cechg charakterystyczng nabtonkéw pochodzenia Mullerowskiego, odpowiedzialng za ich
zdolno$¢ do réznicowania si¢ [151].

Alternatywna koncepcje stworzyli Piek i wsp., ktorzy zasugerowali, ze potencjalnym
zrodlem komorek nowotworowych, odpowiedzialnym za rozwoj surowiczego raka jajnika sg
strzepki jajowodu, ktore na skutek oderwania podlegaja implantacji na powierzchni jajnika
[157]. W zgodzie z tg teorig sg badania Stevena Naroda, wskazujagce na wystepowanie
obnizonego wskaznika rozwoju raka jajnika u pacjentek ze stwierdzong mutacjag w genach
BRCA, ktore poddane zostaly zabiegowi podwigzania jajowodow [158]. Bylo to takze
zgodne z doniesieniami, méwigcymi, ze profilaktycznie usunigte jajowody u nosicielek tej
samej mutacji wykazuja obecnos¢ wewnatrznablonkowych rakéw jajowodu przy braku
ognisk nowotworu w nablonku pokrywajacym jajnik [159].

Badania mutacji w komoérkach nowotworowych rakow surowiczych i endometrialnych
jajnika wykazaty wystepowanie wspdlnych zaburzen w przebiegu szlakow molekularnych
kontrolowanych przez produkty ekspresji zmutowanych genéw KRAS i BRAF [153].
Obecnos¢ tych samych zaburzen genetycznych czgsciowo potwierdza teori¢ wskazujacg na
mozliwo$¢ wywodzenia si¢ wskazanych typow nowotworow od niezto§liwych nowotwordéw
jajnika, ktére w wyniku nasilenia procesow neoplastycznych ostatecznie warunkuja rozwoj
surowiczego i endometrialnego raka jajnika [153]. Co wigcej, rOwniez badania poswigcone
mechanizmom prowadzacym do rozwoju §luzowego raka jajnika, posiadajacego réwniez
mutacje w obrebie genu KRAS, potwierdzily, ze wskazany typ nowotworu bardzo czgsto
rozwija si¢ na podtozu guza tagodnego [160].

W odniesieniu do endometrialnego raka jajnika istnieja badania wskazujace, ze Zrodto
komorek nowotworowych, charakteryzujacych si¢ obecnosciag mutacji genu supresorowego
PTEN oraz CTNNB1 moze powsta¢ zarowno w nastgpstwie endometriozy, jak tez obecnosci
pojedynczych komorek endometrium [153;160]. Podobnie, z ognisk endometriozy lub
komorek gruczotowych kanatu szyjki macicy moze pochodzi¢ jasnokomorkowy rak jajnika

[149].
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1.7.4. Czynniki determinujace wystepowanie raka jajnika

Rak jajnika nalezy do chordb cechujacych si¢ szczegolnie wysokg agresywnoscig oraz
heterogennos$cig w odniesieniu do czynnikow go inicjujacych oraz do tempa rozwoju zmian
w obrgbie tkanek i narzadow [153]. Czestos¢ wystgpowania tego nowotworu cechuje si¢
duzym zroéznicowaniem 1 jest uzalezniona od szeregu czynnikoéw, sposrod ktorych
najwazniejszymi wydaja si¢: wiek, status hormonalny pacjentek, czynniki zwigzane z

rozrodczoscia, predyspozycje genetyczne oraz rodzaj stosowanej diety.

1.7.4.1. Wiek pacjentki

Czesto$¢ wystepowania raka jajnika ro$nie wraz z wiekiem (Rycina 4), a zachorowanie
dotyczy najczgsciej kobiet w wieku okoto- i pomenopauzalnym, z ktérych ponad potowe
stanowig pacjentki, ktore przekroczyly 65 rok zycia [161]. W glownej mierze, efekt ten jest
zwigzany z towarzyszacymi menopauzie zmianami gospodarki hormonalnej, w tym
obnizeniem stezenia estrogendw 1 wzrostem stezenia, pobudzajacych proliferacje komorek

ztosliwych, hormon6éw gonadotropowych [162].
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Rycina 4. Wzrost czestosci wystepowania poszczegolnych typéw histologicznych raka
jajnika wraz z wiekiem (wedtug [4]).

Procz zwigkszonej czestosci wystepowania raka jajnika, proces starzenia wptywa takze na
stopien inwazyjnosci komorek nowotworowych. Stwierdzono, ze u kobiet w wieku 75,4 +
10,9 lat, choroba okazala si¢ mie¢ agresywniejszy przebieg niz u pacjentek w wieku 67,9 +
10,9 lat. Takze $redni wiek zachorowania kobiet z guzem o wysokim stopniu inwazyjnos$ci

okazal si¢ by¢ wyzszy (59,1 lat) w porownaniu z pacjentkami, z guzem ograniczonym (48,4
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lata) [5]. Pewne roznice stwierdzono takze w przezywalnosci chorych, ktora w przypadku
kobiet przed 80 rokiem zycia bylta o $rednio 1,5 roku dtuzsza niz u pacjentek w wieku 80 lat

i wiecej [163].

1.7.4.2. Czynniki zwigzane z rozrodczoS$cia

Istotng grupa czynnikéw, wplywajacych na prawdopodobienstwo rozwoju nowotworow
jajnika sa aspekty zwigzane z aktywno$cig rozrodcza kobiety. Przyjmuje si¢, ze do
czynnikow podwyzszajacych ryzyko wystapienia choroby naleza: wczesna pierwsza
miesigczka [164], p6zna menopauza [165], pdzna pierwsza cigza [164], nieptodnos¢ [166],
stosowanie lekéw na bezptodnos¢ [167] oraz hormonalna terapia zast¢pcza [168]. Z drugiej
strony, czynniki wpltywajace na zahamowanie owulacji, w tym przebyte ciaze, laktacja oraz
stosowanie doustnych $rodkow antykoncepcyjnych, w znacznym stopniu ograniczaja rozwoj
zjawisk neoplastycznych w obrebie jajnikow [169]. U pacjentek posiadajacych liczne
potomstwo, ryzyko zachorowania na nowotwor jajnika jest mniejsze o 30-70% [170]. Takze
karmienie piersig przez taczny okres 18 miesigcy, u nosicielek mutacji genu BRCAL, obniza
ryzyko rozwoju raka o blisko 50% [171;172].

Z kolei ochronny wplyw braku owulacji na rozw¢j zmian nowotworowych jest zwigzany
z zapobieganiem tworzenia si¢ struktur inkluzyjnych oraz ochronie warstwy nabtonkowej
jajnika, eksponowanej na wysokie stezenia estrogendw, obecnych w otaczajacym je ptynie
pecherzykowym [150]. Badania poswigcone okresleniu wptywu stosowania antykoncepcji
na powstawanie nowotworu jajnika wykazaty, ze ryzyko rozwoju choroby przy stosowaniu
jej powyzej 10 lat spada o potowe [173]. Zaleznos¢ te¢ potwierdzaja obserwacje
przeprowadzone na grupie pacjentek z nowotworem jajnika w wywiadzie rodzinnym, u
ktorych obnizenie ryzyka rozwoju choroby korelowalo dodatnio z dlugoscig stosowania
antykoncepcji [174]. Obecnie wskazuje si¢, ze istotnym czynnikiem determinujgcym
protekcyjne wzgledem rozwoju raka jajnika dziatanie sSrodkow antykoncepcyjnych jest wiek,
szczegolnie w przypadku pacjentek cechujacych si¢ wystgpowaniem mutacji w genie
BRCAL. Badania wskazuja, ze w tej grupie kobiet, ryzyko rozwoju nowotworu wzrasta przy
stosowaniu antykoncepcji ponizej 25 roku zycia, natomiast znaczgce obnizenie, si¢gajace
nawet 50%, obserwowane jest w przypadku stosowania preparatow antykoncepcyjnych u

pacjentek w wieku 30 lat i starszych [174].
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1.7.4.3. Tlo genetyczne

Waznym czynnikiem, predysponujacym do wystgpienia raka jajnika jest tto genetyczne.
Wisrdd najczesdciej wystepujacych w tym nowotworze mutacji wymieniane sg zaburzenia w
sekwencjach genow BRCAL/2 (ang. breast cancer 1/2, early onset), NOD2 (ang. nucleotide-
binding oligomerization domain containing 2), CHEK2 (ang. checkpoint kinase 2), DHCR7
(ang. 7-dehydrocholesterol reductase) [175]. Pod wzgl¢dem klinicznym, wyrdznia si¢ trzy
zespoty uwarunkowane genetycznie: zesp6t rodzinnego raka jajnika (ang. hereditary ovarian
syndrome; HOC), zespo6t rodzinnego raka piersi i raka jajnika (ang. hereditary breast-
ovarian cancer syndrome; HBOC) oraz zespot Lyncha (ang. hereditary nonpolyposis
colorectal cancer; HNPCC) [176;177]. Wymienione jednostki odpowiadaja za wystapienie
okoto 5-10% wszystkich nowotworéw jajnika [178]. W genetycznie uwarunkowanych
odmianach choroby, kluczowym czynnikiem jest stopien obcigzenia rodzinnego, w
odniesieniu do ktorego stwierdzono, ze obcigzenie rzedu 4-7% i 7-15% oznacza ryzyko
wystapienia nowotworu w przypadku posiadania, odpowiednio, jednego lub dwdch/wiecej
krewnych w pierwszym stopniu pokrewienstwa [178]. Analiza molekularna omawianych
zaburzen wykazata, ze kluczowe do ich wystgpienia s dwa typy mutacji, tj. mutacje w
genach BRCA1 i BRCA2, obecne w okoto 90% przypadkow HBOC i w 65-85% wszystkich
form dziedzicznych oraz mutacje w co najmniej czterech genach naprawy niedopasowania,
(MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2), obecne w 10-15% przypadkéw HNPCC [177].

1.7.4.4. Czynniki zwiazane z dieta

Czynnikiem mogacym determinowac czgsto$¢ wystgpowania raka jajnika jest takze
otyto$¢ [179]. Zwigzek miedzy tymi dwoma patologiami potwierdzajg analizy statystyczne,
wskazujagce na ponad dwukrotny wzrost czestoSci rozwoju raka jajnika w okresie
przedmenopauzalnym u kobiet ze wskaznikiem masy ciata (ang. Body Mass Index; BMI)
powyzej 25 [180]. Z drugiej strony, regularna aktywno$¢ fizyczna okazata sie¢ wptywac
ochronnie na ryzyko rozwoju nowotworu u kobiet w tej samej grupie wiekowej [181].

Wplyw odzywiania na rozwdj raka jajnika moze by¢ takze pochodng rodzaju
przyjmowanych skladnikow pokarmowych. Dane literaturowe mowig m.in. o negatywnym
wplywie naduzywania ttuszczy nasyconych oraz galaktozy (u pacjentek z polimorfizmem
enzymu urydylotransferazy galaktozo-1-fosforanowej) [182;183]. Promujacy wplyw na
rozw0j nowotworu moze mie¢ takze spozywanie nadmiernej ilo$ci jaj kurzych, mleka oraz

czerwonego migsa [184], a efekt ten jest utozsamiany z pobudzajagcym wpltywem tych
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produktéw na wydzielanie hormonéw gonadotropowych, majacych zdolnos¢ stymulowania
proliferacji oraz hamowania apoptozy w komoérkach nabtonkowych jajnika [184]. Ponadto,
istnieja doniesienia mowigce o niekorzystnym dziataniu selenu, przyjmowanego szczegélnie
w postaci seleninu sodu, ktory powodowal wzrost czgstosci wystepowania raka piersi i
jajnika u pacjentek z mutacja genu BRCA1 [185]. W kontekscie dziatania prewencyjnego, na
szczegOlng uwage zastuguje natomiast stosowanie thuszczy roslinnych, a w szczegdlnosci

oliwy z oliwek [186].

1.7.5. Przerzuty raka jajnika

Kluczowym mechanizmem, prowadzacym do tworzenia przerzutow raka jajnika jest
przemieszczanie si¢ komorek rakowych droga naczyn krwionosnych i limfatycznych do
weztow chionnych oraz zasiedlanie migzszu tkanek odleglych, w tym gtownie ptuc, watroby
oraz moézgu [187]. Szczegdlng cecha tego nowotworu jest jednoczesnie zdolnos¢ komorek
rakowych do zasiedlania jamy otrzewnej [187]. Wykazano, ze w zaawansowanych stadiach
choroby (faza Il i 1V), problem przerzutéw do jamy otrzewnej dotyczy ok. 70% chorych, w
tym w 46% przypadkow przerzuty lokalizujg si¢ w obrebie sieci wigkszej [188].

W trakcie inwazji jamy otrzewnej, komorki nowotworowe sg zrzucane z powierzchni
pierwotnego guza jajnika, a nast¢pnie niesione przez plyn otrzewnowy sedymentuja na
powierzchni komorek mezotelialnych. Po trwatym przyczepieniu si¢ do powierzchni
mezotelium (adhezja), komorki nowotworowe rozprzestrzeniaja si¢ na wigkszej powierzchni
(migracja), a nastepnie, dzigki zdolnosci do wydzielania proteaz infiltrujg i remodeluja zrgb
otrzewnej (inwazja), umozliwiajgc namnazanie si¢ komoérek (proliferacja) w nowej dla nich
lokalizacji [189;190]. W konteks$cie opisanej sekwencji zdarzen nie budzi watpliwosci fakt,
ze wewnatrzotrzewnowa ekspansja raka jajnika wynika z szeregu wzajemnych interakcji
pomiedzy komorkami nowotworowymi a prawidlowymi komorkami mezotelium
otrzewnowego. Jednoczesnie jednak, doktadna rola tych drugich w progresji raka jest
przedmiotem trwajacej dyskusji. W literaturze istnieja bowiem dwie przeciwstawne
koncepcje, definiujace role, jaka komorki mezotelialne pelnia w poczatkowych fazach
powstawania przerzutu nowotworu. Wedtug pierwszej z nich, komorki te stanowig pierwszg
lini¢ obrony, swoistg barier¢ dla komorek rakowych, ktorej penetracja umozliwia osiggnigcie
przez nowotwor podscieliska tkankowego (w tym fibroblastow i biatek ECM) 1 dalsza,
nieograniczong juz niczym ekspansje [191]. Teoria ta bazuje na obserwacji lwanickiego i

wsp., ktorzy wykorzystujac mikroskopowa technike obrazowania w czasie rzeczywistym
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wykazali brak komorek mezotelialnych pod masg wyksztalconego guza, upatrujac przyczyn
tego zjawiska w zaleznym od taliny 1 dziataniu miozyny pochodzenia nowotworowego
[190]. Innym sposobem retrakcji komorek mezotelialnych moze by¢ wywotywane przez
komorki nowotworowe zachwianie struktury potagczen miedzykomorkowych [192] lub
apoptoza mezotelium, zalezna od ligandu Fas (FasL) [193]. Elementem determinujagcym z
kolei skutecznos$¢ transmezotelialnej wedrowki komodrek nowotworowych moze by¢ stopien
ekspresji na ich powierzchni integryn oSp1 [194]. W nastgpstwie przekroczenia przez
komoérki nowotworowe warstwy mezotelium nastepuje odstonigcie zlokalizowanych glebiej
fibroblastow oraz zwigkszenie dostepnosci sktadnikow ECM, promujacych rozw¢j guza. Za
takim scenariuszem przemawiajg badania Niedbaly i wsp., ktorzy opisali, ze komorki
mezotelialne hamujg adhezje komorek raka jajnika, podczas gdy fibroblasty otrzewnowe
oraz biatka ECM pobudzaja ten proces [192].

Druga koncepcja, dotyczaca udziatu komoérek mezotelialnych w rozwoju przerzutow raka
jajnika stanowi, ze komorki te sg aktywnym elementem pobudzajacym szereg wykladnikow
inwazyjnosci komorek ztosliwych. Bodajze najlepiej scharakteryzowany w tym kontekscie
jest wptyw mezotelium na adhezje komorek raka jajnika, ktory zalezy od wzajemnych
oddziatywan migdzy czasteczkami kwasu hialuronowego (HA) na powierzchni mezotelium
a jego ligandem, CD44 na powierzchni komoérek nowotworowych [195;196]. Wage
interakcji HA-CD44 potwierdzity badania przeprowadzone na modelu mysim, w przebiegu
ktorych zastosowanie specyficznych przeciwciat neutralizujacych CD44 prowadzito do
znaczacej redukcji liczby przerzutow w obrebie otrzewnej [197]. Oddziatywania migdzy
tymi czasteczkami wptywaja rowniez na efektywnos$¢ migracji komorek nowotworowych, co
spowodowane jest aktywacja szlaku zaleznego od kinazy tyrozynowej CSK, prowadzacego
do ufosforylowania biatka cytoszkieletu komorki, kortaktyny [198].

Procz oddziatywah HA-CD44, adhezja komorek raka jajnika do mezotelium
otrzewnowego regulowana jest takze poprzez wigzanie si¢ integryn a5B1 pochodzenia
nowotworowego z elementami ECM (fibronektyna, kolagenem, witronektyng) na
powierzchni komorek prawidtowych [199-201]. Odrebny mechanizm obejmuje natomiast
oddziatywania nowotworowych ligandow powierzchniowych CA125/MUC16 i L1 z ich
mezotelialnymi receptorami, odpowiednio, mezoteling i neuropiling-1 (NRP-1) [202;203]
(Rycina b).

Duzg role¢ w modulowaniu oddziatywan migdzy komoérkami mezotelium otrzewnowego a

komorkami raka jajnika odgrywajg takze czynniki rozpuszczalne, wydzielane przez komorki
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mezotelium do srodowiska. Wsrod nich mozna wymieni¢ mediatory proliferacji (CXCLS8/IL-
8, IL-6 [204]), migracji (CXCL12/SDF-1 [205], HA [206]) i inwazyjnosci komorek
nowotworowych (LPA [207]), jak réwniez biatka zaangazowane w przebudowg struktur
ECM (PAI-1 [208], u-PA [209]) oraz zjawisko angiogenezy (VEGF [210]).
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Rycina 5. Mediatory wzajemnych oddzialywan miedzy komérkami raka jajnika a
komorkami mezotelium otrzewnowego.

Bezposrednich dowodéw na pronowotworowe dziatanie czynnikéw rozpuszczalnych
pochodzenia mezotelialnego dostarczyly badania Rieppi 1 wsp., ktorzy zademonstrowali, ze
ekspozycja komorek raka jajnika na czynniki zawarte w mediach kondycjonowanych z

hodowli komorek mezotelialnych prowadzi do wzrostu migracji i inwazyjnosci komorek

rakowych [211].

1.7.6. Leczenie raka jajnika

Podstawowa metoda leczenia kobiet z podejrzeniem raka jajnika jest zabieg chirurgiczny,
ukierunkowany na cytoredukcje guza i pobranie materiatu do oceny histopatologicznej
[212]. Za stosowaniem tej formy terapii przemawia m.in. fakt, ze zmniejszenie masy guza o
kazde 10% wydtluza przezywalnos¢ pacjentek o 5,5% [213]. Co wiecej, kobiety u ktorych
usunigto wszystkie widoczne ogniska choroby okazatly si¢ zdecydowanie lepiej reagowac na
wdrozone leczenie chemioterapeutyczne [214].

Podstawa wlasciwego postgpowania chemioterapeutycznego jest natomiast dostosowanie

wybranych lekéw do stopnia zaawansowania choroby. We wczesnych stadiach stosuje si¢
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zazwyczaj 6 rund paklitakselu i pochodnych platyny [187]. W stadiach p6zZniejszych zaleca
si¢ natomiast przeprowadzenie 6 kursow chemioterapii adjuwantowej. Popularnym
algorytmem jest stosowanie co trzy tygodnie terapii dwulekowej, w sktad ktorej wchodza
karboplatyna i paklitaksel. W przypadku wystapienia nadwrazliwosci na paklitaksel, stosuje
si¢ docetaksel, topotekan, gemcytabine lub pegylowang lizosomalng doksorubicyne [212].
Najczesciej, leki podawane sg dozylnie, przy czym coraz bardziej obiecujace wydaja si¢

wyniki testow terapii dootrzewnowej [215;216].

1.8. Ludzkie komorki mezotelium otrzewnowego
1.8.1. Budowa i funkcje biologiczne komérek mezotelialnych

Otrzewna stanowi cienkg i gtadkg bton¢ surowicza, wyscielajaca wewngtrzng strong jamy
brzusznej i miednicy (otrzewna $cienna), ktora w czgsci trzewnej przechodzi w warstwe
pokrywajaca narzady wewngetrzne (otrzewna trzewna). Sklada si¢ ona z tkanki lacznej
wioknistej, zbudowanej gtownie z fibroblastow, zawierajacej liczne zakonczenia nerwowe
oraz naczynia krwionos$ne i limfatyczne, a takze z pojedynczej warstwy komorek
mezotelialnych (LKMO), stanowigcych najliczniejsza grupe komorek w obrebie tej jamy
ciala [217-219]. Morfologia komorek mezotelialnych jest zroznicowana w zaleznosci od
miejsca ich wystepowania. Srednia wielko§¢ komoérek znajdujacych sie w otrzewnej
sciennej, o charakterystycznym wydtuzonym ksztalcie, wynosi 2,5-3 pum, natomiast w
przypadku komorek o ksztatcie szesciennym, wchodzacych w sktad otrzewnej pokrywajacej
narzady wewnetrzne, warto$¢ ta wynosi 12-15 um [217]. W obrgbie komoérki wyrdznié
mozna centralnie usytuowane jadro komoérkowe, liczne mitochondria oraz lizosomy, a takze
siateczke Srodplazmatyczng 1 aparaty Golgiego. Na terenie cytoplazmy, znajdujg si¢ ponadto
liczne wtokna aktynowe, zbudowane z wimentyny, desminy oraz cytokeratyny [220]. Cecha
charakterystyczng LKMO jest posiadanie mikrokosmkow, ktorych obecnos¢, w przypadku
otrzewnej trzewnej pozwala na zwigkszenie powierzchni btony nawet 40-krotnie [221].

Podstawowa funkcja komoérek mezotelialnych jest funkcja ochronna, ktéra wynika z ich
zdolnosci do wydzielania szeregu fosfolipidow, ktore w wyniku oddziatywania z ujemnie
naladowanymi mikrokosmkami tworza gtadka powierzchnie, warunkujaca bezurazowe
przesuwanie si¢ narzadow wewnetrznych wzgledem siebie [219]. Ponadto, komorki te
produkuja 1 wydzielaja do $rodowiska szereg czynnikow, regulujacych takie zjawiska
biologiczne, jak: reakcja zapalna (CCL2/MCP-1, ICAM-1, IL-1, IL-6, VCAM-1),
aniogeneza (VEGF), synteza i przebudowa ECM (elastyna, fibronektyna, kolagen, CTGF,

45



Patrycja Sosinska

HA, MMP-1, -3, -9, TGF-B1, TIMP-1, TIMP-2) oraz koagulacja i fibrynoliza (PAI-1, PAI-2,
t-PA, u-PA). Poza funkcjg wydzielnicza, komorki mezotelialne biorg rowniez czynny udziat
w wymianie wody oraz substancji rozpuszczalnych pomiedzy jama brzuszng i oplatajgcymi
ja naczyniami krwiono$nymi. W sposob szczegdtowy, wszystkie wyzej wymienione funkcje
komorek mezotelialnych, jak rowniez dzialanie poszczegdlnych mediatorow tych procesow

omoéwiono w pracach przeglagdowych [218;219;222;223].

1.8.2. Starzenie si¢ komorek mezotelium otrzewnowego

Charakterystyczng cechg LKMO sg ich niewielkie mozliwos$ci proliferacyjne in vitro oraz
niski (0,16-0,5%) indeks mitotyczny in vivo [223;224]. Faze replikacyjnego starzenia w
warunkach hodowlanych komoérki te osiggaja po przebyciu, przecigtnie, od 8 do 12
podwojen populacji [225;226]. Starzenie LKMO przebiega w sposob niezalezny od zmian
dhugosci telomerdéw [25], w mechanizmie mediowanym przede wszystkim dziataniem biatka
p16/m4A

proliferacyjnej LKMO uznaje si¢ ich duzg wrazliwo$¢ na dziatanie $srodowiskowego stresu

[225]. Jako prawdopodobng przyczyng wczesnego wyczerpywania si¢ aktywnosci

oksydacyjnego, ktorego efektem jest m.in. wystepowanie znaczacej frakcji komorek o
fenotypowych oznakach starzenia w obregbie hodowli z wczesnych pasazy [226].
Odzwierciedleniem przedwczesnego starzenia si¢ LKMO jest obecno$¢ w niemal potowie
komorek miodych rozlegltych uszkodzen DNA, glownie w formie peknie¢ dwuniciowych,
ktorych zdecydowana wigkszo$¢ jest zlokalizowana w nietelomerowych fragmentach
genomu [25]. Duze znaczenie dla starzenia sic¢ LKMO ma takze postepujaca dysfunkcja
mitochondriow, ktdrej przejawem jest obnizenie potencjalu btony wewngtrznej oraz wzrost
produkcji RFT [25]. Ochrona antyoksydacyjna komorek starych jest z kolei obnizona, czego
dowodem jest spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz stezenia glutationu
zredukowanego.

Gromadzace si¢ w warunkach hodowlanych komorki stare posiadaja zdolnos¢ indukcji
programu starzenia w sgsiadujacych z nimi komorkach proliferujacych, takze fibroblastach
otrzewnowych, a glownym mediatorem tego procesu jest TGF-B1, ulegajacy aktywacji
dzigki aktywnosci trombospondyny-1 (TSP-1) [227]. Wspomniany TGF-B1 jest takze
glownym mediatorem rozwoju szeregu fenotypowych oznak starzenia LKMO, w tym
hipertrofii komoérkowej oraz aktywnosci SA-B-Gal [228], a duzg role w tym zakresie
odgrywa $ciezka sygnalowa zwigzana z dzialaniem kinazy p38 MAPK [229]. TGF-f1,

ktorego produkcja znaczaco ros§nie w miare starzenia si¢ LKMO (podobnie jak aktywujace;j
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go TSP-1 [227]) pozostaje w odwrotnej zaleznosci z mozliwosciami proliferacyjnymi

komorek in vitro oraz w dodatniej korelacji z kalendarzowym wiekiem ich dawcy [109].

Rycina 6. Gromadzenie si¢ starych LKMO w sieci wiekszej in vivo. Komorki cechujace
si¢ aktywnoscia SA-B-Gal oznaczono strzatkami (zdjecie lewe). Wynik reakcji
immunohistochemicznej w kierunku obecno$ci antygenu HBME-1, bedacego markerem
komorek mezotelialnych (zdjgcie prawe) [230].

Powyzsza prawidtowos¢ sugeruje istnienie zwigzku miedzy replikacyjnym starzeniem si¢
LKMO a chronologicznym starzeniem si¢ organizmu jako cato$ci, czego dowodem jest
wzrost aktywnosci SA-B-Gal w preparatach tkankowych, pozyskanych z fragmentdéw sieci

wigkszej 0sob starszych (Rycina 6) [91].
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2. CEL PRACY

Cho¢ czestos¢ wystepowania raka jajnika oraz skala wewnatrzotrzewnowej inwazyjnosci
tego nowotworu rosng wraz z wiekiem, znaczenie starzenia komorek mezotelialnych w tym
zjawisku bylo jak dotad nieznane. Jednoczesnie, gromadzenie si¢ komdrek mezotelialnych o
cechach starzenia w jamie otrzewnej wraz z wiekiem in vivo, jak roéwniez pobudzajacy
wptyw komorek starych na adhezj¢ komorek raka jajnika in vitro moga sugerowac istnienie
zwigzku mig¢dzy starzeniem si¢ mezotelium otrzewnowego a wzrostem progresji raka jajnika
u 0sob starszych.

W zwiazku z powyzszym, celem niniejszej rozprawy byto zbadanie wptywu starzenia si¢
ludzkich komoérek mezotelium otrzewnowego (LKMO) na podstawowe wyktadniki progres;ji
raka jajnika (linii A2780, OVCAR-3, SKOV-3) w modelu komérkowym i zwierzgcym. W
ujeciu szczegdlowym, przeprowadzone badania obejmowaly:

a) porownanie wplywu czynnikdéw rozpuszczalnych, wydzielanych do $rodowiska przez

miode i stare LKMO na proliferacj¢ i migracje komorek nowotworowych,

b) porownanie wptywu mlodych i starych LKMO na proliferacj¢ 1 inwazyjno$¢ komorek

nowotworowych, pod katem roli bezposrednich oddzialywan typu komorka prawidtowa-

komorka nowotworowa,

c) analizg ekspresji gendw oraz wilasciwosci wydzielniczych komoérek nowotworowych,

poddawanych dziataniu czynnikéw obecnych w medium, generowanym przez mtode i

stare LKMO,

d) analize ekspresji gendw oraz wtasciwosci wydzielniczych miodych i starych LKMO, w

aspekcie zmian produkcji czynnikéw, mogacych by¢ mediatorami progresji komorek

nowotworowych,

e) badania interwencyjne z uzyciem egzogennych form potencjalnych mediatorow

progresji raka jajnika oraz specyficznych przeciwciat neutralizujgcych, ukierunkowane na

oceng roli tych czynnikow w zaleznym od starzenia si¢ LKMO wzros$cie proliferacji 1

migracji komérek nowotworowych,

f) ocen¢ wptywu starzenia si¢ LKMO na dynamike rozwoju, liczbe oraz $rednice guzéw

nowotworowych, rozwinietych w jamie otrzewnej myszy doswiadczalnych.
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3. METODYKA BADAN

3.1. Materialy

Odczynniki chemiczne uzyte w trakcie doswiadczen i analiz biochemicznych pochodzity
z firmy Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA). Materiaty zuzywalne, wykorzystywane
do prowadzenia hodowli komorkowych pochodzity z firm Becton Dickinson (Oxford,
Wielka Brytania) oraz Nunc (Roskilde, Dania).

3.2. Hodowle komorkowe
3.2.1. Ludzkie komorki mezotelium otrzewnowego

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem pierwotnych hodowli ludzkich komoérek
mezotelium otrzewnowego (LKMO), ktoére wyizolowano z pobranych $rodoperacyjnie
fragmentow sieci wickszej (Rycina 7), na co uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (Uchwata nr 465/09 z dnia 6 maja 2009 roku oraz
754/13 z dnia 5 wrzes$nia 2013 roku). Przedziat wiekowy pacjentow, od ktorych pobierano
tkanki wynosit od 23 do 40 lat. Wérod dawcow tkanek, 44% stanowili m¢zezyzni, a 56%
kobiety. Do najczgstszych wskazan operacyjnych, ktorym towarzyszylo usunigcie fragmentu
sieci wigkszej nalezaty: przepuklina pepkowa i pachwinowa, tetniaki aorty, kamica zoélciowa
oraz zrosty otrzewnej. Po pobraniu, fragmenty tkanek umieszczano w ptynie Hanksa (ang.
Hank’s Balanced Salt Solution; HBSS) i tak zabezpieczong probke transportowano

niezwlocznie do laboratorium.

Rycina 7. Przykladowy, pobrany Sréodoperacyjnie, fragment sieci wiekszej, z ktorego
izolowano komorki mezotelialne wykorzystane w trakcie doSwiadczen.
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Izolacja LKMO z tkanki zostata przeprowadzona zgodnie z metodologia opisang przez
Van Bronswijka 1 wsp., polegajaca na enzymatycznej degradacji wycinka tkanki za pomoca
roztworu trypsyny (0,05%) i EDTA (0,02%) w roztworze HBSS, przez 20 minut w
temperaturze 37°C, z wytrzasaniem [231]. Po izolacji komorki odwirowano z predkoscia
2000 obrotéw/minute, przez 10 minut, w temperaturze pokojowej, a nastepnie zawieszano w
dedykowanym medium wzrostowym M199, wzbogaconym w 10% surowice bydlgca (FBS,
Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein, RFN), L-glutaming (2mM), penicyling
(100 U/ml), streptomycyne (100 pg/ml) i hydrokortyzon (0,4 pg/ml).

Tak przygotowang zawiesing komodrkowg przenoszono do naczyn hodowlanych o
powierzchni 25 cm? i umieszczano w inkubatorze, w temperaturze 37 °C, w nawilzanym
srodowisku z dodatkiem 5% CO,. Wymiany medium hodowlanego na §wieze dokonywano
w odstepach trzydniowych. Po uzyskaniu przez hodowle pierwotng 80-90% zlewnosci,

komorki rozsiewano do nowych naczyn, celem przeprowadzenia dalszych eksperymentow.

Rycina 8. Morfologia reprezentatywnej hodowli mlodych LKMO w stadium pelnej

zlewnosci (powickszenie 200x).

Komoérki mezotelialne identyfikowano na podstawie cech morfologicznych (ksztatt
,.kostki brukowej” komorek w fazie konfluencji [232]) (Rycina 8), a takze za pomocg reakcji
immunocytochemicznej, potwierdzajgcej obecnos¢ antygenu HBME-1 (ang. Hector
Battifora Mesothelial Antigen-1), obecnego w mikrokosmkach blony komorek
mezotelialnych. Do oceny obecnosci antygenu HBME-1, komorki utrwalono w roztworze
formaldehydu (3%), a nastgpnie, po zablokowaniu aktywnosci endogennych peroksydaz za
pomoca roztworu nadtlenku wodoru (0,3%), inkubowano przez 1 godzing w temperaturze

pokojowej wraz z mysim przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko HBME-1
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(Dako, Glostrup, Dania). Przeciwciato rozcienczono 1:25 w roztworze Tris-HCI (0,05 M)
pH 7.6 z dodatkiem 3% FBS. Po doktadnym wyptukaniu preparatu roztworem PBS, komorki
inkubowano z przeciwcialami wyznakowanymi peroksydaza chrzanowa i skierowanymi
przeciwko mysiej 1gG (Dako EnVision™ system), przez 30 minut w temperaturze 37 °C. Po
wyptukaniu drugiego przeciwciala, komorki inkubowano przez 10 minut w temperaturze
pokojowej z roztworem 3,3’-diaminobenzydyny (DAB) (0,06 mM) i nadtlenku wodoru (2
mM), po czym zaklejono wodnym medium mocujacym (Dako). Komodrki wykazujace
obecno$¢ antygenu HBME-1 rozpoznawano na podstawie ich powierzchniowego
wybarwienia na kolor bragzowy. Jako kontrole ujemng wykorzystano komoérki $rodblonka
naczyniowego linii HMEC-1 (Klinika im. Virchowa Uniwersytetu Humboldta, Berlin,
RFN).

3.2.2. Komorki raka jajnika

Badania in vitro oraz in vivo przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
linii komorek raka jajnika A2780, OVCAR-3 i SKOV-3. Komoérki A2780 oraz SKOV-3
zakupiono w European Collection of Cell Cultures (ECACC, Porton Down, Wielka
Brytania), natomiast komoérki OVCAR-3 w American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD, USA).

A2780 OVCAR-3 SKOV-3
e T TR ST TR "

Rycina 9. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace morfologie komorek raka jajnika,
wykorzystanych w doswiadczeniach. Komorki wykazuja znaczace roznice w wielkosci,
tempie i sposobie wzrostu. Najmniejszymi rozmiarami, a zarazem najwyzszym tempem
wzrostu cechujg si¢ komorki linii A2780. Komorki OVCAR-3, w przeciwienstwie do dwdch
pozostatych typdéw, przez najdtuzszy okres pozostaja w formie groniastych kolonii, ktore
stopniowo t3cza si¢ ze sobg tworzac monowarstwe. Tempo wzrostu tej grupy komorek jest
najnizsze. Komorki SKOV-3, podobnie jak A2780 nie wzrastajag w sposob klonalny, a tempo
ich proliferacji jest nieco wyzsze niz komorek OVCAR-3 (powigkszenie 200x).
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Hodowle komorek A2780 i SKOV-3 prowadzono w obecnos$ci medium RPMI 1640,
wzbogaconego w 10% FBS (Gibco) oraz antybiotyki (100 U/ml penicyliny, 100 g/ml
streptomycyny). Komoérki OVCAR-3 hodowano natomiast w medium RPMI 1640 z
dodatkiem 20% FBS, antybiotykéw (100 U/ml penicyliny, 100 g/ml streptomycyny),
glukozy (4500 mg/L) i insuliny (0,01 mg/ml). Komorki nowotworowe utrzymywano w
naczyniach hodowlanych o powierzchni 75 cm? w temperaturze 37 °C, w nawilzanym
srodowisku o 5% zawarto$ci CO,. Wymiana medium przeprowadzana byla w trzydniowych
odstepach czasu. Procedury pasazu dokonywano po uzyskaniu przez komorki 80-90%

zlewnosci.

Tabela 3. Specyfikacja komérek raka jajnika wykorzystanych do badan. b.d. — brak
danych od depozytora komorek. Symbolem * oznaczono rozbiezne dane literaturowe

dotyczace opornosci i wrazliwosci komorek raka jajnika na dany lek.

Laboratories,
Christie Hospital,

National Cancer

SIEL LRV A2780 OVCAR-3 SKOV-3
linii komorkowej
zrodlo pozyskania . . .
Komérek ptyn puchlinowy ptyn puchlinowy ptyn puchlinowy
wiek pacjentki b.d. 60 64
typ nowotworu gruczolakorak gruczolakorak gruczolakorak
stosowanie nie tak b.d.
chemioterapii
cyklofosfamid,
stosowany lek - cisplatyna, b.d.
doksorubicyna
X . cisplatyna [234], cisplatyna [235],
lel;t::;gg::l(:sc doksEergg]lcyna doksorubicyna doksorubicyna
[234] [236]
cisplatyna . -
lekowrazliwos¢ [236;237], cisplatyna [.235] ’ doksorubicyna
, . doksorubicyna *
komérek doksorubicyna [239]* [240]
[238]*
) R. Ozols, TC
T.H. Ward, (;ell Hamilton; Medicine | G. Trempe, LJ Old;
Culture Unit, . .
Patterson Branch, Division of Memqual Sloan
depozytor Cancer Treatment, Kettering Cancer

Center, New York,

Institute, Bethesda, USA
Manchester, UK Maryland, USA
rok pozyskania 1984 1982 1973
pierwsze
doniesienia [241] [234] [242;243]
literaturowe
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3.3. Wywolywanie replikacyjnego starzenia si¢ LKMO

Po osiagnieciu przez pierwotng hodowle LKMO stadium 80-90% zlewnosci, komorki
zhuszczano przy pomocy roztworu trypsyny (0,05%) z dodatkiem EDTA (0,02%). Po
krotkim okresie inkubacji, prowadzonej pod kontrola wzroku, trypsyne neutralizowano
podwojna objetoscig pelnego medium hodowlanego oraz odwirowywano z predkoscig 2000
obrotow/minute, przez 10 minut, w temperaturze pokojowej. Komorki nastepnie zawieszano
w §wiezej porcji pozywki, liczono w komorze hematologicznej oraz posiewano w gestosci 3
x 10* komérek/cm?® na butelke o powierzchni 25 cm? Hodowle pasazowano nastgpnie w 7-
dniowych odstepach czasu, az do momentu, gdy komodrki wyczerpaty swe zdolnosci do
podziatéw. Podczas kazdego pasazu komorki liczono w komorze hematologicznej celem
okreslenia liczby przebytych przez nie podzialow [225]. Wejscie hodowli w stadium
replikacyjnego starzenia potwierdzano na podstawie braku zdolnosci komoérek do
zwigkszenia liczby w okresie 4 tygodni, hipertrofii komorek oraz dodatniego wybarwienia

co najmniej 80% hodowli na obecnos¢ SA-B-Gal (Rycina 10) [244].

MtODE STARE

Rycina 10. Reprezentatywne zdjecia hodowli mlodych i starych LKMO. Hodowle stare
cechuja si¢ zmniejszeniem gestosci komorek, zwiekszeniem ich rozmiaréw oraz deformacja
ksztattu. Wigkszo$¢ komorek starych cechuje si¢ takze dodatnim wynikiem barwienia w
kierunku aktywnosci SA-B-Gal (zielony precypitat w obrgbie cytoplazmy). Powigkszenie
400x.

3.4. Zbiorka medium kondycjonowanego

Celem pozyskania medium kondycjonowanego (MK) z hodowli komorek mezotelialnych,
na 72 godziny przed planowanym pasazem hodowli, komorki starannie ptukano HBSS, a
nastgpnie podawano im ustalong objetos¢ standardowego medium wzrostowego bez

surowicy. W trakcie pasazu pobierano probki medium, ktore przefiltrowywano za pomocg
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filtrow strzykawkowych o $rednicy porow 0,2 um. Do czasu wykorzystania, probki medium
przechowywano w temperaturze -20 °C. W trakcie pasazu, komorki liczono w komorze
hematologicznej, aby uzyska¢ informacje, jaka liczba komorek generowala rozpuszczalne

czynniki, obecne w pozyskanym medium.

3.5. Ocena proliferacji komoérek nowotworowych

Proliferacj¢ komoérek nowotworowych badano z wykorzystaniem trzech metod, w
zalezno$ci od testowanego kontekstu eksperymentalnego. W badaniach wptywu MK,
wykorzystano metode radioizotopowa, pozwalajaca na okreslenie efektywnos$ci replikacji
DNA w komorkach oraz metod¢ cytometrii przeptywowej, po wyznakowaniu komorek
jodkiem propidyny (PI), celem okreslenia dystrybucji komorek w poszczegdlnych fazach
cyklu podziatlowego. Z kolei w doswiadczeniach poswieconych analizie wplywu
bezposrednich oddziatywan typu komorka prawidlowa-komoérka nowotworowa, proliferacje
tych drugich oceniono metoda fluorescencyjng po ich uprzedniej transfekcji plazmidem dla

biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein; GFP).

3.5.1. Ocena syntezy DNA w komoérkach metoda radioizotopowa

Komorki raka jajnika posiewano w ptytkach 48-studzienkowych, w gestosci 1,5x10%
komoérek/cm?, a nastepnie inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37 °C, w
nawilzanym $rodowisku zawierajacym 5% CO,. Po tym czasie, komoérki eksponowano przez
72 godziny na dziatanie medium kondycjonowanego (MK) zebranego z hodowli mtodych i
starych LKMO, znakowanego [*H]-tymidyna (jako metyl-[>H]-tymidyna; 1 pCi/ml; Institute
of Radioisotopes, Praga, Republika Czeska). Efektywnos¢ syntezy DNA oceniano na
podstawie stopnia wbudowywania [*H]-tymidyny do DNA komoérek dzielacych sig. Po
okresie inkubacji, komoérki ztuszczano za pomocg roztworu trypsyny (0.05%) i EDTA
(0.02%). Nastgpnie, dokonywano wytracenia  biatka  komorkowego  kwasem
trojchlorooctowym (20%) (Fluka, Buchs, Szwajcaria). Uzyskany w ten sposob precypitat
rozpuszczano w NaOH (0.1 N), a uwolniong radioaktywno$¢ mierzono po dodaniu ptynu
scyntylacyjnego w liczniku scyntylacyjnym Wallac (Perkin-Elmer, Warszawa, Polska).
Wyniki wyrazono jako liczbe impulséw przypadajaca na 1 minut¢ pomiaru (ang. counts per
minute; CPM).
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3.5.2. Ocena dystrybucji w cyklu komérkowym metoda cytometrii przeplywowej

W trakcie pasazu, komorki nowotworowe ztuszczano przy pomocy roztworu trypsyny
(0,05%) i EDTA (0,02%), liczono w komorze hematologicznej, a nastepnie 1x10° komoérek
zawieszono w roztworze PBS i utrwalano w lodowatym etanolu (70%). Utrwalone komorki
odwirowywano, ptukano PBS, a nastepnie zawieszano w roztworze cytrynianu sodu (0,1 M)
pH 7,8 przez okres jednej minuty. Po tym czasie, komorki ponownie ptukano w roztworze
PBS i inkubowano przez 30 minut w roztworze jodku propidyny (PI) (5 mg/ml) (Molecular
Probes, Leiden, Holandia) i rybonukleaz (0,1 mg/ml) w PBS. Analizy dystrybucji komodrek
w cyklu komorkowym dokonano za pomocg cytometru przeplywowego FACS Calibur™
(Becton-Dickinson, Plymouth, UK) wyposazonego w program ModFit LT™ (Verity
Software House, Topsham, ME, USA).

3.5.3. Ocena fluorescencji GFP

Transfekcje komorek nowotworowych plazmidem dla GFP poprzedzono oceng
mikroskopowa morfologii komoérek oraz stopniem ich zageszczenia. Do procedury
kwalifikowano hodowle, ktore osiagnety 80-95% konfluencji. Do 1,5 ml probowek
dodawano 2,5 pug plazmidu pEGFP-N3 (Clonetech, CA, USA), 2,5 ul odczynnika PLUS™
Reagent (Invitrogen, Carlsband, CA, USA) oraz uzupekniano do objetosci 250 pl pozywka
Opti-MEM, zawierajaca Hepes, hipoksantyne, tymidyng, pirogronian sodu, L-glutaming
(Life-Technologies, Eggenstein, RFN). W oddzielnych probéwkach, do 250 ul Opti-MEM
dodawano 8 pl lipofektaminy 2000 LTX (Invitrogen). Wszystkie proby nastepnie
inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Bezposrednio przed przystapieniem
do transfekcji komorki przemywano HBSS, nastepnie dodawano 2 ml pozywki dedykowane;j
dla danej linii komorkowej bez surowicy. W dalszej kolejnosci, roztwor zawierajacy
plazmidowy DNA przenoszono do probowki z lipofektaming, a uzyskang mieszaning
podawano kroplami do hodowli komdrek i inkubowano przez 24 godziny w 37 °C. Po tym
czasie medium zawierajace mieszaning transfekcyjna wymieniano na S$wieze z pelng
suplementacjg, a efektywnos¢ transfekcji weryfikowano na podstawie ilosci komorek
wykazujgcych zielong fluorescencje, przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss
Axio Observer D1 (Carl Zeiss, Jena, RFN).

Badanie wlasciwe przeprowadzono w 96-studzienkowych ptytkach hodowlanych, w
ktorych posiano mtode (1)(105 komorek/studzienke) i stare (3x104 komorek/studzienke)

LKMO. Wskazane gestosci komorek zapewnialy osiggniecie spojnej monowarstwy po 24
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godzinach inkubacji. Po tym czasie, pozywke usuwano, komoérki plukano PBS, a do
studzienek podawano na dob¢ medium wzrostowe dla LKMO bez surowicy. Nast¢pnie, do
tak przygotowanych studzienek podawano stransfekowane komorki raka jajnika w liczbie
1x10* na 72 godziny, w temperaturze 37°C. Po uplywie tego czasu, dokonano odczytu
fluorescencji, generowanej przez komorki nowotworowe za pomocg spektrofluorymetru
Wallac Victor 2 (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA), przy dtugos$ci fali wzbudzenia 435 nm
1 emisji 535 nm. Jednocze$nie, wizualizacji zmian proliferacji komoérek nowotworowych

dokonano z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss Axio Observer D1.

3.6. Ocena migracji komorek nowotworowych

Migracja komoérek nowotworowych w kierunku czynnika chemotaktycznego, tj. medium
kondycjonowanego pochodzacego z mtodych i starych LKMO zostala zbadana za pomoca
systemu komoér Transwell (Costar Inc.,, NY, USA), wyposazonych w membrany
poliweglanowe o $rednicy porow 8,0 um. Tworzac system migracyjny, komorki raka jajnika
wyznakowane kalceina-AM (5 pM) posiewano w liczbie 2,5x10*, w medium bez surowicy
do gornej komory zestawu, natomiast probki medium kondycjonowanego dodawano do
cze$ci dolnej. Ocen¢ migracji prowadzono w czasie 72 godzin, w temperaturze 37 °C.
Komorki, ktére po uptywie tego czasu nie przemigrowaly usuwano z goérnej komory za
pomoca bibuty. Odczytu fluorescencji komorek, ktore przeszty do dolnej czesci zestawu
dokonywano za pomoca spektrofluorymetru Wallac Victor 2, przy dtugosci fali wzbudzenia

485 nm i emisji 535 nm.

3.7. Ocena inwazyjnoSci komorek nowotworowych

Do oceny inwazyjnosci komoérek raka jajnika wykorzystano zestawy BioCoat™ Tumor
Invasion System (Becton Dickinson) w systemie 96-studzienkowym (Rycina 11). W sktad
zestawu, procz plytki mikrotitracyjnej stanowigcej miejsce podania chemoatraktanta,
wchodzity inserty zbudowane z porowate] membrany o Srednicy porow 8,0 um pokryte
warstwg biatek macierzy pozakomodrkowej, Matrigel®. Na 24 godziny przed planowang
analiza, na uprzednio uwodniong membrang, wysiewano mtode (IXIO5 komorek/studzienke)
i stare (3x10* komorek/studzienke) LKMO, uzyskujac spdjna monowarstwe komorek po 24
godzinach inkubacji. Po tym czasie, pozywke usuwano znad membrany, aplikujac na nig
nastepnie 25 ul zawiesiny, zawierajacej 1,25x10" komoérek nowotworowych,

wyznakowanych kalceing-AM (5 puM). Pomiaru inwazyjnosci komoérek nowotworowych
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dokonywano na podstawie oceny efektywnosci ich przechodzenia przez monowarstwe
mtodych lub starych LKMO oraz Matrigel® w czasie 24 godzin. Wedrowke komorek
stymulowano dziataniem czynnika chemotaktycznego w postaci pelnego medium
wzrostowego dla danej linii komorek nowotworowych. Po zakonczeniu inkubacji, zawiesing
komorek, ktore nie pokonaty warstwy mezotelialnej 1 Matrigelu® usuwano, po czym
dokonywano odczytu fluorescencji komorek, ktore przeszly do dolnej czeSci zestawu za
pomoca spektrofluorymetru Wallac Victor 2, przy dlugosci fali wzbudzenia 485 nm i emisji
535 nm.

Rycina 11. Zestaw wykorzystany do badan inwazyjno$ci komorek raka jajnika przez
monowarstwe¢ utworzona przez mlode lub stare LKMO oraz Matrigel®. Czarna czg$¢
zestawu zawiera studzienki pokryte Matrigelem®, do ktorych wysiewane sa komorki
mezotelialne. Do znajdujacej si¢ pod nig ptytki mikrotitracyjnej dodawane sa media
wzrostowe z surowicg, wykorzystane do zastymulowania ruchu komoérek nowotworowych.

3.8. Ocena ekspresji genéow
3.8.1. Badania globalnej ekspresji gené6w metoda mikromacierzy

W trakcie pasazu pobrano 5x10° komorek, ktore nastepnie lizowano w 1 ml RNA
Isolator™ (Genosys Biotechnologies, Cambridge, Wielka Brytania). Uzyskany lizat
przechowywano do momentu oznaczenia w temperaturze -80°C. Ekstrakcji RNA dokonano
za pomocg chloroformu i1 wytragcano je izopropanolem. Po odrzuceniu frakcji zawierajacych
biatko i DNA, RNA plukano w roztworze etanolu (75%) 1 rozpuszczano w wodzie. Stezenie

uzyskanego RNA oceniono na podstawie pomiaru gestos$ci optycznej przy dtugosciach fali
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260 nm i 280 nm, przy uzyciu spektrofotometru Helios § (UNICAM, Cambridge, Wielka
Brytania). Integralno$¢ otrzymanego RNA potwierdzono elektroforeza 0,5 pg RNA w 2%
zelu agarozowym (Gibco BRL), w ktorej stwierdzono obecnos¢ dwoch frakeji rozdzielonego
RNA. Wyekstrahowany RNA denaturowano poprzez 3 minutowg inkubacj¢ w temperaturze
95 °C. Odwrotng transkrypcje wykonano w oparciu o metode ,,losowo dobranych starteréw”
w catkowitej objetosci 20 ul, na ktorg sktadaty sie: 1 pl mieszaniny nukleotydow w postaci
heksamerow (pd[NJs, 100 pM; Amersham Pharmacia Biotech), 5 upl mieszaniny
dezoksyrybonukleotydow (dANTP, 2,5 mM; Gibco BRL), 2 ul 10 x stezonego buforu PCR o
sktadzie: Tris-HCI (100 mM), KCI (500 mM), MgCl, (15 mM), zelatyna (0,01%) (Perkin
Elmer, Beaconsfield, Wielka Brytania), 2 ul ditiotreitolu (0,1 M; Gibco BRL), 1 ul inhibitora
rybonukleaz (20 U, rRNasin®; Promega, Madison, WI, USA), 1 ul odwrotnej transkryptazy
(200 U, M-MLV™ Superscript; Gibco BRL) oraz 1 pg RNA w H;0. Reakcje odwrotnej
transkrypcji prowadzono przez 10 minut w temperaturze 22°C, a nastepnie przez 40 minut w
temperaturze 42°C. Reakcje zakonczono poprzez S5-minutowg inkubacje w temperaturze
95°C. Otrzymany komplementarny DNA (cDNA) przekazywano do IFZ BioChip-Labor
(Universitatsklinikum, Essen, RFN), gdzie probki poddawano amplifikacji, hybrydyzacji i
skanowaniu w oparciu o platform¢ mikromacierzy Affymetrix HG-U133A (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA), zgodnie z wytycznymi producenta. Obrobki uzyskanych danych

dokonano za pomoca oprogramowania Microarray Suite v.5.0 (Affymetrix).

3.8.2. Badania ekspresji genow ilosciowa metodg PCR

Ilosciowg reakcje PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real-time PCR; qRT-
PCR) przeprowadzono z wykorzystaniem probek cDNA, uzyskanych zgodnie z metodologia
opisang powyzej. Wlasciwg analiz¢ wykonano w oparciu o system kart mikrocieczowych,
umozliwiajacych zwielokrotnienie prowadzonych jednoczasowo reakcji polimerazowych. W
sktad kart wchodzity pogrupowane w sektory liofilizowane startery (Assays-on-Demand,
Applied Biosystems, Hong Kong) i sondy. Do kazdego sektora wprowadzono mieszaning
reakcyjna, w sktad ktorej wchodzity: cDNA oraz odczynnik TagMan Universal PCR Master
Mix® (Applied Biosystems). Po aplikacji probek, karty mikrocieczowe byty dwukrotnie
wirowane w temperaturze pokojowej, przy 2000 obrotow/minute, przez 2 minuty, po czym
studzienki reakcyjne zamykano w dedykowanym dla tej czynnosci aparacie firmy Applied
Biosystems. Analiza obejmowata etap aktywacji AmpEraseUNG (skladnika TagqMan
Universal PCR Master Mix®) przez 2 minuty w 50°C, aktywacje polimerazy AmpliTaq Gold

58



Wplyw procesu starzenia sie ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wyktadniki progresji raka
Jjajnika w modelu komorkowym i zwierzecym

przez 10 minut w 94,5°C oraz 40 cykli reakcji PCR, w sktad ktorych wchodzity
kazdorazowo: etap denaturacji dwuniciowego cDNA trwajacy 30 sekund w 97°C oraz
przytaczanie 1 wydtuzanie starterow, trwajace 1 minute w 59,7°C. Reakcje polimerazowa
wykonano z wykorzystaniem cyklera 7900HT (Applied Biosystems). Uzyskane wyniki

standaryzowano w odniesieniu do genu referencyjnego, GAPDH.

Tabela 4. Geny, ktorych ekspresje¢ oceniono za pomocg ilosciowej reakcji PCR.

Nazwa genu Numer akcesyjny genu zesNt:lefrs t?:teerf()nv%jgn d
angiopoetyna-1 NM_001146.3 Hs00375822m1
CCL2/MCP-1 NM_002982.3 Hs00234140m1
CXCL1/GRO-1 NM_001511.3 Hs00236937m1
CXCL5 NM_002994.4 Hs010996609g1
CXCLS8/IL-8 NM_000584.3 Hs00174103m1
CTGF NM_001901.2 Hs01026927g1
FGF2 NM_002006.4 Hs00266645m1
fibronektyna NM_212474.1 Hs00365052m1
HGF NM_001010931.1 Hs00300159m1
ICAM-1 NM_000201.2 Hs00164932m1
IL-6 NM_000600.3 Hs00985641m1
kolagen | NM_000089.3 Hs01028971m1
kolagen XII NM_004370.5 Hs01054134m1
MMP-3 NM_002422.3 Hs00968305m1
MMP-12 NM_002426.4 Hs00899669m1
PAI-1 NM_000602.4 Hs01126606m1
TIMP-1 NM_003254.2 Hs00171558m1
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TGF-a NM_001099691.2 Hs00608187m1
TGF-p NM_000660.4 Hs00998133m1
TSP-1 NM_003246.2 Hs00962908m1
u-PA NM_001145031.1 Hs01547054m1
witronektyna NM_000638.3 Hs00940758¢g1
VEGF NM_001025366.2 Hs00900055m1

3.9. Ocena wiasciwos$ci wydzielniczych komérek nowotworowych

W celu dokonania oceny wpltywu medium kondycjonowanego z hodowli miodych i
starych LKMO na profil wydzielniczy komorek raka jajnika, komodrki nowotworowe
posiewano w 24-studzienkowych ptytkach hodowlanych i inkubowano, az do osiagnigcia
fazy 80-90% zlewnos$ci. Po osiggni¢ciu wilasciwego zageszczenia hodowli, pozywke
usuwano, komoérki przemywano HBSS, a nast¢gpnie inkubowano przez 24 godziny w
obecnosci medium wzrostowego pozbawionego surowicy. Po tym czasie, komorki ponownie
przemywano, a nastepnie poddawano 24-godzinnej ekspozycji na medium kondycjonowane
pochodzenia mezotelialnego. Po inkubacji, uzyskane supernatanty zbierano do jalowych
probowek, a nastgpnie zamrazano w temperaturze -20 °C do momentu wykorzystania. W
nastepnej kolejnosci, komorki zluszczano za pomocg roztworu trypsyny-EDTA, a nastgpnie
liczcono w komorze hematologicznej, celem uzyskania informacji, jaka liczba komorek

generowala rozpuszczalne czynniki, obecne w pozyskanym medium.

3.10. Badania immunoenzymatyczne

Oceny stezenia czynnikow, wydzielonych do medium kondycjonowanego przez miode i
stare LKMO, jak rowniez st¢zenia czynnikow wydzielonych przez komodrki nowotworowe
dokonano za pomoca metody immunoenzymatycznej ELISA, z uzyciem zestawow DuoSet
ELISA Development Kit (R&D Systems Inc, Minnesota, USA). Analiz¢ prowadzono w 96-
studzienkowych ptytkach typu MaxiSorp (Nunc), ktoére optaszczano specyficznym
przeciwcialem ,,wychwytujacym”, zawieszonym w PBS, na 24 godziny w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji, ptytke ptukano czterokrotnie buforem ptuczacym, ktory stanowit

roztwor Tween 20 (0,05%) w PBS. Pozostale na plytce miejsca wigzace blokowano
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roztworem Roti®-Block (10%) (Carl Roth, Karlsruhe, RFN) przez 2 godziny w temperaturze

pokojowej. Nastepnie, po czterokrotnym wyplukaniu ptytki, do studzienek podawano

ustalong objetos¢ probek oraz szereg wzorcow o znanych stezeniach. Tak przygotowang

ptytke inkubowano przez noc w temperaturze 4 °C. Po tym czasie, studzienki ptukano, a

nastepnie dodawano do nich specyficzne przeciwciata detekcyjne, wyznakowane biotyng i

zawieszone W roztworze zawierajgcym albuming bydlgca (0,1 %), Tween 20 (0,05 %), NaCl
(150 mM), Tris (20 mM), pH 7,3 (bufor rozcienczajacy).

Tabela 5. Charakterystyka przeciwcial wykorzystanych w metodzie ELISA.

| przeciwcialo I1 przeciwcialo K

czynnik . i rzywa
rodzaj stezenie rodzaj stezenie | wzorcowa
i mysie kozie anty- 50 15,6 - 1000

CCL2IMCP-1 | hiy-ceLamep-1 | 1RME ceromcep-1 | ngmi | pgiml
i mysie kozie anty- 40 31,25-2000

CXCLUGRO-1 | ov-exCL1/GRO-1 | 4 HIMl | excL1/GRO-1| ng/ml | pg/ml
i mysie kozie anty- 20 31,25-2000

CXCL8/IL-8 | ny-cxcrsni-s |4H9M | excisni-s | ngml | pg/mi
mysie kozie 200 125-8000

HGF anty-HGF 1 pg/mi anty-HGF ng/ml pg/ml
mysie kozie 25 15.6-1000

IL-6 anty-I1L-6 1 pg/mi anty-I1L-6 ng/ml pg/ml
MMP-3 kozie 0,8 kozie 150 | 31,25-2000

anty-MMP-3 ug/mi anty-MMP-3 ng/ml pg/ml
i mysie kozie 400 0,312 - 20

PAI-1 anty-PAI-1 4 pg/ml anty-PAI-1 ng/ml ng/ml
mysie owcze 100 | 31,25-2000

SICAM-1 anty-ICAM-1 4 pg/ml anty-ICAM-1 | ng/ml pg/ml
mysie kurze 300 |31,25-2000

TGF-p1 anty-TGF-B1 2 pg/mi anty-TGF-B1 | ng/ml pg/mi
mysie kozie 200 1,56 - 100

TSP-1 anty-TSP-1 1 pg/mi anty-TSP-1 ng/ml ng/mL
) mysie kozie 400 |62,5-4000

U-PA anty-u-PA 1 pg/ml anty-u-PA ng/ml pg/ml
mysie kozie 100 | 31,25-2000

VEGF anty-VEGF 1 pg/ml anty-VEGF ng/ml pg/ml

Po 2 godzinach inkubacji w temperaturze pokojowej i czterokrotnym wyptukaniu

studzienek, dodawano do nich na 30 minut konjugat streptawidyny i peroksydazy
chrzanowej (HRP) (ICN Biochemicals, Cleveland, OH, USA), rozcienczony 1:10000 w

roztworze rozcienczajagcym. Po kolejnym, starannym wyptukaniu studzienek, reakcje barwna
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inicjowano przez podanie stabilizowanego roztworu 3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyny (TMB)
i nadtlenku wodoru (H,0;). Po okoto 20 minutach przechowywania ptytki w ciemnosci,
rozwijajacg si¢ reakcj¢ barwng zatrzymywano za pomocg roztworu H,SO4 (2 N). Pomiaru
gestosci optycznej dokonywano w mikroczytniku ELx808™ (BioTek, Winooski, VT, USA)
przy dtugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjng fale o dlugosci 540 nm. Stezenia

badanych substancji zostaty automatycznie wyliczone z krzywej wzorcowej.

3.10.1. Oznaczanie stezenia fibronektyny

Stezenie fibronektyny oznaczono za pomocg zestawu Fibronectin Human ELISA Kit,
zakupionego w firmie Abcam (Cambridge, Wielka Brytania). W toku analizy, do studzienek
optaszczonych przez producenta przeciwcialem wychwytujacym fibronektyne, podano
wzorce biatka w ustalonych stgzeniach (w zakresie od 4 ng/ml do 1000 ng/ml) oraz badane
probki. Po 120 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej, studzienki ptukano
pieciokrotnie dostarczonym w zestawie buforem ptuczacym, po czym dodano biotynylowane
przeciwcialo detekcyjne na 60 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, studzienki
ponownie pigciokrotnie ptukano, a nastepnie aplikowano do nich konjugat streptawidyna-
HRP na 30 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, ptytki ptukano pie¢ razy buforem
pluczacym, a nastgpnie podawano do studzienek roztwor substratu barwnego na okoto 10-15
minut. Rozwijajaca si¢ reakcje barwng zatrzymywano przez dodanie do studzienek roztworu
stopujacego. Pomiaru gestosci optycznej dokonywano w mikroczytniku ELx808™ przy
dhugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjng falg o dtugosci 540 nm. Stezenia badanych

substancji zostaty automatycznie wyliczone z krzywej wzorcowe;.

3.11. Badania interwencyjne

W toku doswiadczen przeprowadzono badania interwencyjne, ktorych celem byla
identyfikacja mediatorow proliferacji 1 migracji komodrek raka jajnika pochodzenia
mezotelialnego. W pierwszej grupie tych badan, komorki nowotworowe eksponowano na
egzogenne, rekombinowane formy ludzkich: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8,
IL-6, MMP-3, PAI-1, TGF-B1, TSP-1, sSICAM-1, u-PA, VEGEF i fibronektyny, zakupione w
firmie R&D Systems. W drugiej grupie dos§wiadczen, zachowanie komérek nowotworowych
oceniono w obecno$ci medidéw kondycjonowanych z hodowli starych LKMO, ktore poddano
2-godzinnej preinkubacji ze specyficznymi przeciwcialami neutralizujagcymi potencjalne

mediatory proliferacji lub migracji. Przeciwciata te oraz odpowiednie dla nich przeciwciata
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kontrolne zostaly zakupione w firmach: R&D Systems (przeciwko CCL2/MCP-1,
CXCL1/GRO-1, CXCLS/IL-8, IL-6, PAI-1, SICAM-1, TGF-B1, VEGF), Sigma (przeciwko
fibronektynie) oraz antibodies online.com (Aachen, RFN, przeciwko u-PA). Stezenia
przeciwcial, wybrane na podstawie danych literaturowych, zalecen producenta i
przeprowadzonych badan pilotazowych, byly nastepujace: anty-CCL2/MCP-1 (100 ug/ml),
anty-CXCL1/GRO-1 (10 pg/ml), anty-CXCL8/IL-8 (20 ug/ml), anty-1L-6 (200 ng/ml), anty-
PAI-1 (20 pg/ml), anty-TGF-f1 (400 ng/ml [228]), anty-SICAM-1 (25 pg/ml), anty-u-PA
(100 pg/ml), anty-VEGF (5 pg/ml) i anty-fibronektyna (70 pg/ml [245]).

3.12. Ocena ekspresji antygenu proliferacyjnego PCNA
Badania przeprowadzono na komorkach, posianych w gestosci 1x10* komorek/cm?

w komorach typu Lab-Tek™

Chamber Slides (Nunc), a nastepnie inkubowanych przez 24
godziny. Po tym czasie komorki utrwalano z uzyciem etanolu (70%). Po utrwaleniu,
komorki plukano trzykrotnie PBS i inkubowano przez 30 minut z roztworem H,0, (0,3%)
celem zablokowania aktywnosci endogennych peroksydaz. Po kolejnym, trzykrotnym
ptukaniu z pomoca PBS, preparat inkubowano z mysim monoklonalnym przeciwciatem
anty-PCNA (Dako), rozcienczonym 1:500 w roztworze Tris-HCI (0,05 M) o pH 7,6 z
dodatkiem 2% albuminy surowicy bydlecej (BSA) przez 20 minut w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji i wyptukaniu przeciwcial za pomocg PBS, preparaty inkubowano z
kompleksem EnVision FLEX (Dako) przez 20 minut, po czym ponownie ptukano przez 10
minut. Nastepnie, preparat inkubowano z roztworem DAB przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, a po uptywie tego czasu wyplukano go i pozostawiono w wodzie destylowane;.
Jadra komoérkowe podbarwiono przy pomocy roztworu hematoksyliny Mayer’a przez 5
minut. Na koniec, preparaty zatopiono w Pertex Mouting Medium (HistoLab, Goteborg,
Szwecja). Komorki cechujace si¢ ekspresjg antygenu PCNA identyfikowano na podstawie
brazowego zabarwienia jadra komorkowego. Liczbe komorek dodatnich wyrazono jako
odsetek 200 policzonych. Jako kontrole¢ ujemng traktowano preparaty, w ktorych
przeciwcialo anty-PCNA zastgpiono mysig immunoglobuling klasy IgG w analogicznym

stezeniu.
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3.13. Ocena ekspresji SA-B-Gal

W celu okreslenia ekspresji SA-B-Gal, komorki posiewano w komorach Lab-Tek™
Chamber Slides w gestosci 3x10* komorek/cm?. Po 72 godzinach inkubacji, komorki
ptukano PBS, a nastepnie utrwalano w roztworze paraformaldehydu (4%). Oznaczenia
ekspresji SA-B-Gal dokonano zgodnie z metodologig opisang przez Dimri i wsp. [89]. W jej
przebiegu, po wyptukaniu utrwalacza, komorki inkubowano przez 8 godzin w temperaturze
37 °C, w inkubatorze bez CO, z roztworem zawierajacym substrat dla f-galaktozydazy, t.
5-bromo-4-chloro-3-indolo-p-D-galaktopiranozyd (X-Gal) (1 mg/ml), kwas cytrynowy (40
mM), KsFe(CN)g (5 mM), K4Fe(CN)g x 3H,0 (5 mM), NaCl (150 mM) oraz MgCl; (2 mM),
przy pH 6,0. Po inkubacji i wyptukaniu preparatu woda destylowana, komorki
zabezpieczano szkietkiem nakrywkowym za pomoca wodnego medium mocujacego (Dako),
a nastgpnie oceniano w mikroskopie Zeiss Axio Obserwer D1. Komorki dodatnie cechowaty
si¢ obecno$cig niebieskiego precypitatu w obrgbie cytoplazmy. Liczbe komorek

wykazujacych ekspresj¢ SA-B-Gal wyrazono jako odsetek 200 policzonych komorek.

3.14. Ocena obecnosci ognisk histonu y-H2A. X
W celu okreslenia obecno$ci ognisk histonu y-H2A.X komorki posiewano w komorach

k™ Chamber Slides, w gestosci 3x10* komoérek/cm?. Po 48 godzinach inkubacji

typu Lab-Te
komorki dwukrotnie ptukano w PBS, a nastepnie utrwalano w roztworze paraformaldehydu
(4%). Po dwukrotnym wyplukaniu preparatu za pomocg PBS, komorki permeabilizowano
roztworem Tritonu X-100 (0,1%) w PBS, przez 10 minut, a nastgpnic blokowano
niespecyficzne miejsca wigzania przeciwcial za pomocg roztworu BSA (2%), surowiCy
koziej (1,5%) i Tritonu X-100 (0,1%) w PBS przez 10 minut. Nastgpnie, do studzienek
aplikowano poliklonalne krdlicze przeciwcialo anty-y-H2A.X (Ser-139, Abcam),
rozcienczone 1:1000. Po 60 minutach inkubacji komorki trzykrotnie ptukano za pomoca
PBS, a nastgpnie inkubowano z poliklonalnym kozim, anty-kroliczym przeciwciatem
DyLight 488 (Abcam), rozcienczonym 1:500, przez 60 minut w temperaturze pokojowej. Po
trzykrotnym plukaniu preparatu z uzyciem PBS podano roztwor 4',6-diamidyno-2-
fenyloindolu (DAPI) (1pg/Iml) w PBS w celu wybarwienia DNA i inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej. Po wyptukaniu DAPI za pomoca wody destylowanej
preparat zabezpieczono szkietkiem nakrywkowym, ktére umocowano za pomoca wodnego
medium (Dako), a nastepnie poddano analizie w mikroskopie fluorescencyjnym. Komorki

cechujace si¢ obecnoscig histonu y-H2A.X rozpoznano na podstawie obecnos$ci zielonych
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ognisk na tle jadra komorkowego, wybarwionego DAPI na kolor niebieski. Liczbe komodrek
wykazujacych obecnos¢ ognisk histonu y-H2A.X wyrazono jako odsetek 200 policzonych

komorek.

3.15. Doswiadczenia na modelu zwierzecym in vivo

Badania przeprowadzano na 5-tygodniowych myszach immunoniekompetentnych SCID
(CB17/Icr-Prkdc/IcrlcoCrl), zakupionych w firmie Charles River (Wilmington, MA, USA).
Na wykonanie badan uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach w Poznaniu (Uchwata 44/2011 z dnia 13 maja 2011 r. oraz nr 63/2013 z dnia 6

wrzesnia 2013 r.).

3.15.1. Transfekcja komorek nowotworowych genem dla lucyferazy

Aby okresli¢ minimalne stezenie neomycyny, niezbednej do selekcji transfekowanych
komorek, komorki nowotworowe wysiewano na plytke 6-studzienkowa i hodowano do
osiggniecia stadium 80% zlewnosci. Nastepnie medium usuwano i dodawano nowe,
zawierajace neomycyng¢ (Geneticin, Life-Technologies) w zakresie stgzen: 0, 200, 400, 600,
800, 1000 pg/ml. Po 72 godzinnej inkubacji dokonywano oceny morfologicznej komorek.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze stezenie neomycyny powyzej 400 pg/ml powodowato
odklejanie komorek od podtoza, w zwigzku z czym do selekcji komorek wybrano st¢zenie
neomycyny wynoszace 300 pug/ml.

W dniu wykonania transfekcji przeprowadzano ocen¢ mikroskopowa morfologii komoérek
oraz zaggszczenia hodowli. Do procedury wykorzystano hodowle, ktore osiagnety 70-90%
konfluencji. Do probdéwek o objetosci 1,5 ml dodawano 2,5 pg konstrukcji genowej pGL4.51
(Promega, Madison, WI, USA) oraz 2,5 ul odczynnika PLUS™ Reagent (Invitrogen), a
nastepnie uzupelniano pozywka Opti-MEM do objetosci 250 pl. W oddzielnych probowkach
przygotowywano mieszaning zawierajacg 250 pl Opti-MEM oraz 10 pl lipofektaminy LTX
(Invitrogen). Do probowki zawierajacej lipofektamine dodawano roztwor plazmidowego
DNA i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Przed dodaniem mieszaniny
transfekcyjnej, z ptytek hodowlanych usuwano stara pozywke, komorki przemywano
starannie HBSS oraz dodawano 2 ml dedykowanej pozywki RPMI bez suplementacji. Do
tak przygotowanej hodowli dodawano nastgpnie kroplami mieszaning DNA-lipofektamina.
Po 24 godzinach inkubacji z czynnikiem transfekcyjnym, medium wymieniano na nowe,

zawierajace 300 pg/ml neomycyny. Po osiggnieciu przez hodowle stadium pelnej zlewnosci,
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komorki poddawano pasazowaniu. Efektywnos$¢ transfekcji oceniano na podstawie
intensywnosci bioluminescencji z wykorzystaniem systemu obrazowania IVIS Spectrum

(Caliper Life Sciences, Hopkington, MA, USA) (Rycina 12).

3.15.2. Przygotowywanie mysich ksenograftow

Bezposrednio przed procedura wszczepiania, hodowle miodych 1 starych LKMO oraz
komoérek rakowych zawierajacych transgen dla lucyferazy przemywano porcja jatowego
PBS i poddawano ztuszczaniu przy pomocy roztworu trypsyny (0,05%) z dodatkiem EDTA
(0,02%). Po krotkim okresie inkubacji pod kontrola wzroku, trypsyne neutralizowano
podwojng objetoscia medium hodowlanego oraz odwirowywano z predkoscig 1200
obrotéw/minutg, przez 10 minut, w temperaturze pokojowej. Komorki nastgpnie zawieszano
w 10 ml $wiezej pozywki i zliczano w komorze Blirkera. Nastgpnie, odpowiednia objgtos¢
mieszaniny, zawierajacej 2x10° komorek mezotelialnych (mtodych lub starych LKMO) i
2x10° komorek nowotworowych przenoszono do §wiezej proboéwki typu Falcon i ponownie
odwirowywano z predkoscia 1200 obrotow/minutg¢. Po przemyciu, osad komodrkowy
zawieszano w 100 pul roztworu PBS. Tak przygotowane mieszaniny komorkowe
wszczepiano myszom dootrzewnowo (lacznie 4x10° komorek na jednego osobnika) za

pomocg strzykawek Tuberculin Syringe 27G 1/2 (0.40x13mm) (Becton Dickinson).

Kontrola

OVCAR-3:

Rycina 12. Ocena efektywnosci transfekcji komorek raka jajnika plazmidem dla
lucyferazy za pomoca systemu obrazowania IVIS Spectrum (czas ekspozycji: S
sekund).
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3.15.3. Monitoring rozwoju guzéw w otrzewnej metoda bioluminescencyjng

W celu wizualizacji rozwoju zmian nowotworowych w otrzewnej mysiej za pomoca
metody bioluminescencyjnej, w odpowiednich interwalach czasowych zwierzetom
podawano dootrzewnowo substrat dla lucyferazy, lucyferyng¢ (15 mg/ml, Gold
Biotechnology, St. Louis, USA), a nast¢pnie usypiano je za pomocg izofluranu (Forane,
Abbott, llinois, USA), podawanego wziewnic (0,25 1/minut¢). Nastepnie, myszy
umieszczano w komorze aparatu IVIS Spectrum, a bioluminescencj¢ emitowang przez

komoérki nowotworowe oceniano w czasie 30-sekundowego naswietlania.

3.15.4. Eutanazja zwierzat i usuwanie zmian nowotworowych z jamy otrzewnej

Po 21 dniach od wszczepienia mieszanin komorkowych, zwierzeta usypiano za pomoca
przedawkowania ketaminy (30-35 mg/kg masy ciata) z ksylazyng (40-90 mg/kg masy ciala),
podanych domig$niowo. Nastegpnie, jam¢ brzuszng zwierzat otwierano za pomocg jalowych
narzedzi, a wytworzone w obrgbie otrzewnowej guzy nowotworowe usuwano w cato$ci,
wraz z minimalnym marginesem zdrowej tkanki. Usunigte zmiany mierzono suwmiarkg
laboratoryjng, fotografowano, a nastgpnie umieszczano w 10% roztworze formaliny

buforowanej fosforanami, celem poddania ich dalszej ocenie histopatologiczne;.

3.15.5. Identyfikacja histopatologiczna usunietych guzow nowotworowych
3.15.5.1. Utrwalanie preparatow i zatapianie w kostkach parafinowych

Po utrwaleniu w formalinie (przez 24-48 godzin) material ptukano oraz odwadniano,
przeprowadzajac przez szereg wodnych roztwordéw alkoholu etylowego o stopniowo
wzrastajacych stezeniach: 50%, 70%, 80%, 90%. W ostatnim etapie przeprowadzono
dwukrotne ptukanie bezwodnym alkoholem absolutnym 1 umieszczano badany materiat w
ptynie posrednim (ksylenie). W dalszej kolejnosci, celem wstepnego wprowadzenia parafiny
do tkanki, materiat zanurzano w roztworze ptynu posredniego 1 parafiny (1:1) 1 inkubowano
w temperaturze 37°C. Nastepie materiat dwukrotnie przeprowadzano przez roztwor czystej
parafiny celem usuni¢cia pozostatosci ptynu posredniego. Po przepojeniu materiatu parafing,
tkanke zatapiano w formie kostek 1 ozigbiano w zimnej wodzie. Po zespoleniu parafiny,
uzyskane bloczki skrawano na mikrotomie saneczkowym (Reicher, Nussloch, RFN) do
fragmentéw o grubosci 3 pum, ktore nastgpnie rozprostowywano na powierzchni wody o
temperaturze 40°C i naklejano na szkietka podstawowe SuperFrost (Menzel-Gliser, Ramont,

Szwajcaria). Nastepnie preparaty poddawano barwieniu roztworem hematoksyliny i eozyny.
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3.15.5.2. Barwienie preparatow hematoksyling i eozyna

W celu wykonania barwienia roztworem hematoksyliny i eozyny (h+e), wysuszone
preparaty ponownie przeplukiwano w ksylenie w celu usuniecia resztek parafiny. Nastepnie
nawadniano tkanki stosujac szereg roztworéw alkoholu etylowego o malejacym stezeniu:
90%, 80%, 70%, 50%. W dalszej kolejnosci skrawki przeptukiwano w czystej wodzie, a
nastepnie prze 10 minut inkubowano w roztworze hematoksyliny alunowej (Avantor
Performance Materials, Gliwice, Polska) w temperaturze pokojowej. Nastepnie, preparat
ptukano pod strumieniem biezacej wody przez 15 minut i inkubowano w kuwecie z woda
destylowang, po czym poddawano go barwieniu w 1% roztworze eozyny (Scharlau Chemie,
Sentmanat, Hiszpania) z dodatkiem jednej kropli kwasu octowego. Po 10 minutach inkubacji
w temperaturze pokojowej, preparat plukano w wodzie destylowanej celem usunigcia
niezwigzanego barwnika, a nastgpnie odwadniano w szeregu alkoholi o wzrastajagcym
stezeniu. W ostatnim etapie preparat zabezpieczano balsamem kanadyjskim 1 szkietkiem

nakrywkowym superfrost (Menzel-Gléser).

3.16. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng wynikdéw wykonano przy uzyciu programu statystycznego
GraphPad Prism™ 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) postugujac si¢ testem
Wilcoxona dla nieparametrycznych zmiennych powigzanych oraz testem Manna-Whitneya
dla nieparametrycznych zmiennych niepowigzanych. Poréwnania przebiegu krzywych w
funkcji czasu dokonano za pomocg wieloczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA).
Przy porownaniach obejmujacych trzy i wigcej grup, postuzono si¢ testem analizy wariancji
dla powtorzonych pomiarow (repeated measures ANOVA) oraz testem Newman-Keuls jako
post-hoc. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Za

istotne statystycznie przyjeto roznice z wartoscig wspotczynnika P<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Wplyw starzenia si¢ LKMO na proliferacje komérek raka jajnika in vitro — ocena
dzialania czynnikéw rozpuszczonych w medium

Celem okreslenia wptywu czynnikow rozpuszczalnych, wydzielonych do $rodowiska
hodowlanego przez mtode i stare LKMO na proliferacj¢ komoérek raka jajnika, komorki
nowotworowe posiewano w naczyniach hodowlanych w niskiej gestosci, a nastgpnie
eksponowano przez 72 godziny na media kondycjonowane (MK), wygenerowane przez
komorki mezotelialne. Majac na uwadze fakt, ze badane media zawieraly czynniki
wyprodukowane przez roézne liczby komoérek mtodych i starych, celem zobiektywizowania
uzyskanych wynikow badania te przeprowadzono w dwoch uktadach doswiadczalnych,
r6éznigcych si¢ sposobem przygotowania probek MK oraz formg normalizacji wynikéw. W
pierwszym przypadku, kierujac si¢ znang liczbg mtodych i starych komoérek mezotelium
otrzewnowego, ktére wygenerowaty MK, media z hodowli komoérek mtodych w odpowiedni
ilosciowo sposob rozcienczono $wieza pozywka, natomiast media z hodowli starych
aplikowano w formie nierozcienczonej. W drugim ukladzie, komodrki nowotworowe
traktowano probkami MK bez ich uprzedniego rozcienczania, jednak uzyskane wyniki
odnoszono do liczby komorek, generujacej medium.

Badania z wykorzystaniem metody radioizotopowej wykazaly, ze w przypadku
wszystkich trzech badanych linii komoérek raka jajnika (A2780, OVCAR-3 i SKOV-3),
proliferacja komorek nowotworowych pod wptywem dziatania MK ze starych LKMO byta
istotnie statystycznie wyzsza w poréwnaniu z komérkami poddawanymi dziataniu MK z
hodowli komorek mtodych. W pierwszym z uktadow eksperymentalnych, proliferacja
komorek A2780 eksponowanych na MK z hodowli komorek starych wzrosta o 155 + 30%
(P<0,001) w poroéwnaniu z dziataniem MK z hodowli mtodych, w przypadku komorek
OVCAR-3 wzrost ten wynosit 49 + 37% (P<0,001), natomiast w przypadku komorek
SKOV-3 - 87 + 38% (P<0,001) (Rycina 13A). Analizujagc dane uzyskane dla drugiego
uktadu doswiadczalnego stwierdzono, ze efektywno$¢ proliferacji komoérek A2780 pod
wplywem MK ze starych LKMO wzrosta o 102 + 53% (P<0,01), komoérek OVCAR-3 o0 31 +
15% (P<0,001), a komorek SKOV-3 o 73 +25% (P<0,001) (Rycina 13B).

69



Patrycja Sosinska

A 25000, [ ] MK - komérki miode
! MK - komorki stare
— 20000+
= %*
o
Q
= 15000
)
E *
£ 10000-
[
o T *
5000+
T i
0
A2780 OVCAR-3 SKOV-3
B
%‘ 5000'[] MK - komérki mtode
5 MK - komorki stare
g 4000- *
-
[Te]
o
= 3000
= *
o
< 2000
©
) L .
© —
£ 1000 —
o
(=8
0
A2780 OVCAR-3 SKOV-3

Rycina 13. Wplyw MK z hodowli mlodych (0) i starych (m) LKMO na proliferacje
komorek raka jajnika. Wykres (A) przedstawia wyniki uzyskane po rozcienczeniu MK z
hodowli mtodych LKMO, natomiast wykres (B) obrazuje wyniki znormalizowane na stalg
liczbg komorek. Dane przedstawiajg wartosci Srednie + SD. Symbolem * oznaczono rdznice
istotne statystycznie w poréwnaniu z komoérkami eksponowanymi na MK z hodowli
mtodych. Dane pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych z wykorzystaniem mediow,
wygenerowanych przez komorki pochodzace od 12 réznych dawcow.
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4.2. Wplyw medium kondycjonowanego z hodowli komodrek mezotelialnych na
dystrybucje komorek raka jajnika w cyklu mitotycznym

Badania proliferacji komoérek nowotworowych pod wplywem MK z hodowli LKMO
uzupelniono analiza jego wplywu na dystrybucje komoérek w cyklu mitotycznym. Badania
przeprowadzone metodg cytometrii przeptywowej wykazaty, ze komodrki A2780 poddawane
dziataniu MK z hodowli starych LKMO cechujg si¢ wzrostem odsetka komorek w fazie S
cyklu o 30 £+ 12% (P<0,04) w poréwnaniu z komérkami eksponowanymi na MK z mtodych
LKMO. Ponadto w przypadku tej grupy komodrek odnotowano istotne statystycznie
obnizenie odsetka komorek w fazie G1 o 48 + 16% (P<0,04) (Rycina 14A i 15A). Z kolei w
odniesieniu do komorek linii OVCAR-3, ich ekspozycja na MK ze starych LKMO
spowodowata wzrost frakcji komorek w fazie S o 19 + 8% (P<0,04), pozostajac bez wptywu
na dystrybucj¢ komoérek w pozostatych fazach cyklu (Rycina 14B i 15B). Na koniec, w
komorkach SKOV-3 eksponowanych na MK ze starych LKMO stwierdzono wzrost odsetka
komorek w fazie S o 34 + 9% (P<0,04) oraz obnizenie frakcji komorek w fazie G1 cyklu, o

58 + 11% (P<0,04) (Rycina 14C i 15C).

4.3. Wplyw starzenia si¢ LKMO na migracj¢ komérek raka jajnika in vitro

Oceny migracji komérek nowotworowych przez btony poliweglanowe o $rednicy porow
8 uM dokonano metoda fluorescencyjna, wykorzystujac jako chemoatraktant probki MK,
zebrane z hodowli mtodych i starych LKMO. Badanie, analogicznie do oceny proliferacji,
przeprowadzono w dwoch uktadach eksperymentalnych; w pierwszym z nich MK z hodowli
komorek mlodych odpowiednio rozcienczono, natomiast w drugim, podano je
nierozcienczone, a ostateczny wynik znormalizowano na stala liczb¢ komorek. Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem pierwszego uktadu do§wiadczalnego wykazaty, ze MK z
hodowli starych LKMO wykazujg silne dziatanie chemotaktyczne w stosunku do komorek
raka jajnika, pobudzajac migracje komoérek A2780 o 46 + 20% (P<0,001), komorek
OVCAR-3 0 20 + 6% (P<0,001) oraz komoérek SKOV-3 0 61 + 11% (P<0,001) w
porownaniu z dzialaniem MK z hodowli komoérek mitodych (Rycina 16A). W drugim
ukladzie doswiadczalnym zaobserwowano analogiczne pobudzenie migracji komorek
rakowych, ktore w przypadku komorek liniit A2780 wynosito 44 + 28% (P<0,001), komodrek
OVCAR-3 13 + 7% (P<0,001), a komérek SKOV-3 41 + 28% (P<0,001) (Rycina 16B).
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Rycina 14. Wplyw MK z hodowli mlodych (O) i starych (m) LKMO na dystrybucje
komorek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C) w cyklu podzialowym.
Dane przedstawiajag wartosci $rednie + SD. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w porownaniu z komérkami eksponowanymi na MK z hodowli mtodych. Dane
pochodzag z  eksperymentow  przeprowadzonych z  wykorzystaniem mediow,
wygenerowanych przez komoérki pochodzace od 6 réznych dawcow.
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Rycina 15. Reprezentatywne histogramy uzyskane w trakcie analizy cytometrycznej,
ilustrujace wplyw MK z hodowli mlodych (MK-mlode) i starych (MK-stare) LKMO na
dystrybucje komérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C) w cyklu
podzialowym. Kolorem czerwonym wyr6zniono komorki w fazie S, natomiast kolorem
czarnym komorki w fazie G1. W kazdym z przedstawionych przypadkow, badaniu poddano
populacje 1x10° komorek.
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Rycina 16. Wplyw MK z hodowli mledych (O) i starych (m) LKMO na migracje
komorek raka jajnika. Wykres (A) przedstawia wyniki uzyskane po rozcienczeniu MK z
hodowli mtodych LKMO, natomiast wykres (B) obrazuje wyniki znormalizowane na stata
liczbg komorek. Dane przedstawiajg wartosci Srednie + SD. Symbolem * oznaczono réznice
istotne statystycznie w poréwnaniu z komoérkami eksponowanymi na MK z hodowli

mtodych. Dane pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem mediow,
wygenerowanych przez komorki pozyskane od 12 r6znych dawcow.
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4.4. Wplyw starzenia si¢ LKMO na proliferacje komérek raka jajnika in vitro — ocena
bezposrednich oddzialywan komérka-komodrka

Celem okreslenia wptywu starzenia si¢ LKMO na proliferacje komorek raka jajnika za
posrednictwem oddziatywan typu komorka-komorka, stworzono hodowle mieszane, w
ktorych komorki rakowe, poddane wczesniejszej transfekcji plazmidem dla GFP posiewane
byly na monowarstwy komorkowe, utworzone z, odpowiednio, mtodych i starych LKMO.
Po 72 godzinach ko-inkubacji, dokonywano odczytu generowanej przez GFP fluorescencji,
ujednolicajac uzyskany wynik wzgledem stalej liczby komorek mezotelialnych.

Tak przeprowadzone badania wykazaty, ze stare LKMO, w znacznie wyzszym stopniu
niz komoérki miode, pobudzaja intensywnos$¢ podziatéw bedacych z nimi w kontakcie
komoérek nowotworowych. Uwage zwraca fakt, ze skala pobudzenia proliferacji trzech
badanych typéw komorek raka jajnika byta zdecydowanie wyzsza w porOwnaniu z opisanym
wczesniej wptywem czynnikdéw rozpuszczalnych, zawartych w medium kondycjonowanym.
Co ciekawe, efekty uzyskane dla trzech linii komoérek nowotworowych okazaty si¢ byc¢
bardzo podobne: proliferacja komoérek A2780 wzrosta pod wptywem starych LKMO o 361 +
21% (P<0,04), komoérek OVCAR-3 o 373 + 15% (P<0,04), natomiast komorek SKOV-3 0
358 £ 5% (P<0,04) (Rycina 17 i Rycina 18).
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Rycina 17. Porownanie bezposredniego wplywu mlodych (0O) i starych (m) LKMO na
proliferacje komoérek raka jajnika. Dane przedstawiaja wartosci srednie £ SD. Symbolem
* oznaczono roznice istotne statystycznie w poroéwnaniu z dzialaniem komorek mtodych.

Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem LKMO
wyizolowanych od 6 r6znych dawcow.

75



Patrycja Sosinska

miode LKMO stare LKMO

OVCAR-3

Rycina 18. Reprezentatywne zdjecia hodowli komoérek raka jajnika A2780, OVCAR-3 i
SKOV-3 rosnacych przez 72 godziny na monowarstwie utworzonej przez mlode i stare

LKMO. Zdjecia wykonano W trakcie doswiadczen, ktérych wyniki ilo§ciowe przedstawiono
na Rycinie 17.
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4.5. Wplyw starzenia si¢ LKMO na inwazyjno$¢ komérek raka jajnika in vitro

Przeprowadzono takze badania wplywu starzenia si¢ LKMO na inwazyjno$¢ komorek
raka jajnika, w aspekcie poznania roli w tym procesie wzajemnych oddziatywan typu
komoérka prawidtowa-komorka nowotworowa. Jako miare inwazyjnosci wykorzystano
zdolnos¢  komodrek  nowotworowych,  wyznakowanych  uprzednio  znacznikiem
fluorescencyjnym (kalceing-AM), do przechodzenia poprzez monowarstw¢ miodych lub
starych LKMO oraz warstwg bialek macierzy pozakomorkowej (tzw. Matrigel®), w czasie
24-godzinnej ko-inkubacji. Jako czynnik chemotaktyczny, indukujacy wedrowke komorek
nowotworowych wykorzystano w tym badaniu $wieze medium hodowlane, wlasciwe dla
komoérek nowotworowych.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze inwazyjno$¢ komorek raka jajnika w
sposob znaczacy wzrasta w obecnosci starych LKMO, w poréwnaniu z ich zachowaniem w
obecnosci komorek mtodych. W przypadku komorek linii A2780 odnotowano wzrost ich
inwazyjnos$ci o 43 + 7% (P<0,04), w przypadku komérek OVCAR-3 o 199 + 7% (P<0,04),
natomiast w przypadku komoérek SKOV-3 o 54 + 5% (P<0,04) (Rycina 19).
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Rycina 19. Poréwnanie bezposredniego wplywu mlodych (O) i starych (m) LKMO na
inwazyjno$¢ komorek raka jajnika. Dane przedstawiaja wartosci $rednie + SD. Symbolem
* oznaczono roznice istotne statystycznie w poroéwnaniu z dzialaniem komorek mtodych.
Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem LKMO
wyizolowanych od 6 r6znych dawcow.
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4.6. Wplyw starzenia si¢ LKMO na ekspresje gendw zwigzanych z postepem procesu
nowotworowego w komoérkach raka jajnika — analiza metoda mikromacierzy

Celem okreslenia wptywu procesu starzenia si¢ LKMO na zmiang ekspresji genow w
komorkach nowotworowych, komorki raka jajnika eksponowano przez 72 godziny na probki
mediéow kondycjonowanych, zebrane z hodowli mtodych i starych LKMO, a nast¢pnie
uzyskane z nich mRNA poddano analizie za pomocg mikromacierzy Affymetrix. W
przedstawionej analizie skupiono si¢ tylko na tych genach, ktore sa w jednoznaczny sposéb
(zgodnie z danymi literaturowymi) zaangazowane w postep choroby nowotworowe;.
Ponadto, w tabelach ilustrujgcych wyniki tych badan uwzgledniono tylko te geny, ktorych
ekspresja wzrastata w sposob jednolity we wszystkich eksperymentach, tj. pod wptywem
MK z czterech r6znych hodowli LKMO.

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze komorki nowotworowe
poddawane dziataniu MK ze starych LKMO cechuja si¢ wzrostem ekspresji szeregu genow,
ktorych aktywnos$¢ obejmuje zjawiska biologiczne sprzyjajace rozwojowi nowotworow. Sa
wsérdod nich geny zwigzane z regulacja przebiegu cyklu komorkowego (w tym pobudzajace
proliferacj¢), geny zwiazane z nasileniem zjawiska angiogenezy, geny uczestniczace w
syntezie i przebudowie struktur ECM, geny biorace udziat w reakcji zapalnej (prozapalne)
oraz geny zaangazowane w zjawiska adhezji, migracji 1 inwazyjnosci komorek
nowotworowych. Profil gendéw, ktore ulegly nadekspresji w komorkach rakowych pod
wplywem starych LKMO, jak rowniez sam stopien wzrostu ekspresji tych genow rdznity sig¢
natomiast w zaleznosci od testowanej linii komorek nowotworowych. W komorkach A2780,
najwyzszy wzrost ekspresji pod wptywem dzialania komoérek starych odnotowano dla genow
kodujacych: cykling B1, biatko potaczen miedzykomorkowych - koneksyne 43, biatko
adhezyjne - kadheryne 5, metaloproteazg¢ ADAM oraz angiogenng i chemotaktyczng
chemoking CXCLS&/IL-8 (Tabela 6). Z kolei w komoérkach OVCAR-3, najsilniej wyrazony
okazal si¢ by¢ wzrost ekspresji genow dla: receptora dla interleukiny 6 (IL-6R), czynnika
wzrostu tkanki lacznej (CTGF), mediatora adhezji - integryny 1 oraz angiogennej i
prozapalnej chemokiny CXCL1/GRO-1 (Tabela 7). Komoérki SKOV-3 cechowaly sig
natomiast silnie wyrazong nadekspresja genow dla: antygenu proliferacyjnego Ki67,
ptytkopochodnego czynnika wzrostu C (PDGF-C), czynnika wzrostu $srodbtonka naczyn
(VEGF), chemotaktycznej i angiogennej chemokiny CCL2/MCP-1 oraz uczestniczacego w
przebudowie ECM tkankowego inhibitora metaloproteaz 1 (TIMP-1) (Tabela 8).
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Tabela 6. Geny, ktorych ekspresja ulegla podwyzszeniu w komoérkach raka jajnika
A2780 pod wplywem MK z hodowli starych LKMO. Dane wyrazone sg jako $rednia
krotno$¢ wzrostu wzgledem komorek eksponowanych na MK z komoérek mtodych (= SD).
Wyniki pochodza z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem mediow,
wygenerowanych przez komoérki pozyskane od 4 réznych dawcow.

ZMIANA
FUNKCJA GEN (Srednia £ SD)

cyklina A2 1,8+0,3

cyklina B1 42+0,2

) . . . cyklina D1 1,2+0,1

cykl komorkowy i proliferacja cyklina E2 22+01
Ki67 34+05

PDGF-C 2,3+£0,3

CXCL6 2,8+0,3

integryna 33 3,8+£0,2

adhezja/chemotaksja/migracja integryna 36 4,1+05
koneksyna 43 35+04

RHAMM 36+0,3

CXCL1/GRO-1 33+0,1

angiogeneza CXCLS8/IL-8 4,3+0,3
kadheryna 5 48+0,4

CCL2/MCP-1 3,1+0,3

] receptor dla IL-1 19+0,2

reakcja zapalna

cztonek 2 nadrodz. TNFa 43+0,1

cztonek 10 nadrodz. TNFa 23+04

ADAM 4,2+0,2

fibronektyna 3,1+04

synteza i przebudowa ECM TIMP-2 2,8+0,1
t-PA 2,1+0,3

u-PA 29+0,2
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Tabela 7. Geny, ktorych ekspresja ulegla podwyzszeniu w komoérkach raka jajnika
OVCAR-3 pod wplywem MK z hodowli starych LKMO. Dane wyrazone sg jako $rednia
krotno$¢ wzrostu wzgledem komorek eksponowanych na MK z komorek mtodych (+ SD).
Wyniki pochodza z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem mediow,
wygenerowanych przez komorki pozyskane od 4 r6znych dawcow.

ZMIANA

FUNKCJA Sl (Srednia £ SD)
cell division cycle 2 2,1+05
cyklina A2 1,8+04
cykl komérkowy i cyklina B1 2101
proliferacja cyklina E2 2,0+0,2
cyklina G2 15+04
PDGF-C 21+0,1
. . . integryna 1 34+05
adhezja/chemotaksja/migracja RHAMM 18401
CXCL1/GRO-1 2,2+0,3
angiogeneza CXCLS8/IL-8 2,1+0,1
HIF-3a 2,1+0,2
CCL2/MCP-1 29+04
) IL-6 2,3+04
reakcja zapalna receptor dla IL-1 24+0,3
receptor dla IL-6 3,3+0,3
ADAM 3,3+0,1
) fibronektyna 25+0,1
synteza i przebudowa ECM CTGE 31402
t-PA 16+04
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Tabela 8. Geny, ktorych ekspresja ulegla podwyzszeniu w komorkach raka jajnika
SKOV-3 pod wplywem MK z hodowli starych LKMO. Dane wyrazone s3 jako $rednia
krotno$¢ wzrostu wzgledem komorek eksponowanych na MK z komorek mtodych (+ SD).
Wyniki pochodza z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem mediow,
wygenerowanych przez komoérki pozyskane od 4 réznych dawcow.

ZMIANA
RUINIRCHA SEN (Srednia £ SD)
cyklina Al 2,2%0,3
cyklina B1 33+04
cyklina E2 2,1+0,1
cykl komérkowy i proliferacja cyklina G2 1,1+0,1
HGF 33+04
Ki67 4,2+0,2
PDGF-C 58+0,3
) o . CXCL6 22+0,1
adhezja/chemotaksja/migracja integryna p6 38405
CXCL1/GRO-1 2,5+0,6
CXCLS8/IL-8 3605
angiogeneza FGFBP1 1,8+0,2
HIF-1 2,1+0,2
VEGF 36+05
CCL2/MCP-1 45+0,7
reakcja zapalna IL-6 39+0,2
receptor dla IL-6 2,4+0,1
fibronektyna 3,4+05
TGF-B1 21+0,3
synteza i przebudowa ECM TIMP-1 6,2+0,3
TIMP-2 15+0,3
t-PA 42+0,1
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4.7. Wplyw starzenia si¢ LKMO na ekspresje genéw zwigzanych z postepem procesu
nowotworowego w komoérkach raka jajnika — analiza iloSciowa metoda PCR

Wiyniki ekspresji genéw uzyskane metoda mikromacierzy zweryfikowano za pomoca
techniki ilo§ciowego PCR. Badaniu temu poddano sze$¢ transkryptéw genow wybranych
sposrdd tych, ktorych ekspresja znaczaco wzrastala w badanych liniach komorek
nowotworowych. Kazdy z produktow tych gendéw pelni ponadto znaczacg funkcje dla
progresji komoérek nowotworowych. W tym kontek$cie, analizie poddano geny kodujace:
chemokiny CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8, CCL2/MCP-1, interleuking 6 (IL-6), czynnik
wzrostu hepatocytéw (HGF) oraz VEGF.

Badania wykazaty, ze w komorkach A2780 eksponowanych na MK z hodowli starych
LKMO nastgpit wzrost ekspresji dwdch sposrod badanych genow, tj. genu dla chemokiny
CXCL1/GRO-1 (o 332 + 202%, P<0,04) oraz chemokiny CXCLS8/IL-8 (o 269 + 283%,
P<0,04) (Rycina 20A). W odniesieniu do komorek linii OVCAR-3 metoda ilosciowego PCR
potwierdzita wzrost ekspresji czterech sposrdd sze$ciu ocenianych genow, tj. gendéw dla
CXCL1/GRO-1 (o 366 + 258%, P<0,04), CXCLS8/IL-8 (o 138 =+ 173%, P<0,04),
CCL2/MCP-1 (o 125 £ 96%, P<0,04) i IL-6 (o 376 + 235%, P<0,04) (Rycina 20B).
Analizujac ostatnig z badanych linii raka jajnika, SKOV-3, stwierdzono jednolity wzrost
ekspresji  wszystkich  sposréd badanych gendéw, korespondujacy ze zmianami
zaobserwowanymi w analizie mikromacierzowej: ekspresja genu dla CXCL1/GRO-1
wzrosta 0 247 + 188% (P<0,04), dla CXCL8/IL-8 o 123 + 70% (P<0,04), dla CCL2/MCP-1
0 105 + 136% (P<0,04), dla IL-6 o0 409 + 320% (P<0,04), dla HGF o 563 + 421% (P<0,04) i
dla VEGF o 262 + 214% (P<0,04) (Rycina 20C).
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Rycina 20. Wplyw medium kondycjonowanego (MK) z hodowli mlodych (O) i starych
(m) LKMO na zmiane ekspresji genow w komérkach raka jajnika A2780 (A), OVCAR-
3 (B) i SKOV-3 (C). Dane przedstawiajg wartosci Srednie £ SD. Symbolem * oznaczono
rdznice istotne statystycznie w porownaniu z dziataniem MK z hodowli komoérek mtodych.
Wyniki pochodza z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem mediow,
wygenerowanych przez komorki pozyskane od 6 réznych dawcow.
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4.8. Wplyw replikacyjnego starzenia si¢ LKMO na wlasciwos$ci wydzielnicze komoérek
raka jajnika

W kolejnej serii doswiadczen, komorki raka jajnika poddano 24-godzinnej ekspozycji na
MK z hodowli mlodych i starych LKMO. Nastepnie, po usunigciu MK pochodzenia
mezotelialnego, komorki nowotworowe utrzymywano przez 24 godziny w medium
pozbawionym surowicy celem wygenerowania przez nie autologicznych mediow
kondycjonowanych. Nastepnie, w zebranych probkach medium zmierzono stezenia
CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8, CCL2/MCP-1, IL-6, HGF i VEGF. Badania, ktorych wyniki
zilustrowano na Rycinie 21 wykazaty, ze stare LKMO wplywajg na wzrost wydzielania
przez komorki raka jajnika czynnikow, mogacych w autokrynny sposob promowac ich
progresj¢. W odniesieniu do komodrek A2780 stwierdzono wzrost sekrecji HGF (o 674 +
210%, P<0,05) i VEGF (o 206 + 89%, P<0,02), w komoérkach OVCAR-3 - wzrost
wydzielania CXCL1/GRO-1 (o 137 £+ 79%, P<0,04) i CXCLS8/IL-8 (0 315 + 283%, P<0,05),
natomiast w komorkach SKOV-3 - wzrost wydzielania CXCL1/GRO-1 (0 993 + 462%,
P<0,03), CXCLS8/IL-8 (0 51 + 81%, P<0,05) i VEGF (0 87 + 70%, P<0,05).
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Rycina 21. Wplyw medium kondycjonowanego (MK) z hodowli mlodych (O0) i starych

(m) LKMO na profil sekrecyjny komorek raka jajnika. Dane przedstawiajg wartosci
srednie + SD. Symbolem * oznaczono rdznice istotne statystycznie w pordwnaniu z
dzialaniem MK z hodowli komoérek mtodych. Wyniki pochodza z eksperymentéw
przeprowadzonych z wykorzystaniem mediow, wygenerowanych przez komorki pozyskane
od 6 r6znych dawcow.
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4.9. Wplyw replikacyjnego starzenia na zmiany ekspresji genow w LKMO - analiza
metoda mikromacierzy

Badania globalnej ekspresji genow metoda mikromacierzy wykazaty, iz starzenie si¢
LKMO prowadzi do istotnej statystycznie zmiany ekspresji 27 + 9% gendw, z czego
ekspresja 17 + 5% z nich ulegta podwyzszeniu, a 10 = 4% obnizeniu. W niniejszej rozprawie
skoncentrowano si¢ na tych genach, ktorych ekspresja ulegta znaczgcemu podwyzszeniu (co
najmniej dwukrotnie), a ich biatlkowe produkty moga by¢ zaangazowane w rézne elementy
progresji procesu nowotworowego. Wsrod tych gendw wyr6zni¢ mozna geny dla czynnikow
promujacych zjawisko adhezji, angiogeneze, przebieg reakcji zapalnej oraz synteze i

przebudowe struktur ECM (Tabela 9).

Tabela 9. Geny, ktorych ekspresja ulegla podwyzszeniu w trakcie replikacyjnego
starzenia si¢ LKMO in vitro. Dane wyrazone sa jako $rednia krotno$¢ wzrostu wzgledem
komorek mtodych (£ SD). Wyniki pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych na
pierwotnych hodowlach LKMO wyizolowanych od 6 r6znych dawcow. W tabeli ujete sa
tylko te geny, ktorych ekspresja rosta w sposob zgodny we wszystkich badanych hodowlach.

ZMIANA

AU == (Srednia + SD)
E-kadheryna 2,6+0,1
integryna a7 34+0,3
integryna o8 6,4+04
adhezja integryna all 3,3+0,2
integryna 1 3,2+0,2
integryna 3 2,1+0,3
integryna p4 2,1+£0,2
angiopoetyna-1 3,1+04
CXCL1/GRO-1 3,3+0,3
_ CXCLS8/IL-8 35+0,2
angiogeneza FGE2 44404
HIF3 3,2+0,3
VEGF 2,1+0,3
IL-6 33+0,1
. ICAM-1 56+04
reakcja zapalna CXCLE 21403
CCL12 41+04
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CCL26 33+£0,1
ADAM 3,3+0,2
biglikan 3,4+0,2
CTGF 2,7+£0,1
fibulina 1 35+04
fibronektyna 35+04
kolagen I 2,2+0,3
kolagen IV 3,2+0,2
kolagen VI 3,1+0,3
kolagen XIllI 32+04
kolagen XV 6,1+0,5
synteza i przebudowa ECM kolagen XVI 32+0,3
MMP-3 8,4+0,2
MMP-12 28105
PAI-1 48+0,3
TGF-p1 3,4+0,1
TGF-p2 2,1+0,1
receptor Il dla TGF- 2,7+0,2
TIMP-1 29+0,3
u-PA 27+04
TSP-1 74+04
witronektyna 51+0,3

4.10. Wplyw replikacyjnego starzenia na zmiany ekspresji genéw w LKMO - analiza
metoda PCR

Po przeprowadzeniu analizy mikromacierzowej, uzyskane wyniki, dotyczace zmian
ekspresji genow w trakcie replikacyjnego starzenia si¢ LKMO zweryfikowano dla arbitralnie
wybranej grupy celow za pomoca ilosciowej metody PCR. Badania wykazaly istotny
statystycznie wzrost wigkszosci genow poddanych badaniu. Tylko w przypadku genow dla:
FGF2, CXCL5, CTGF, MMP-12 i TGFa wynik badania przeprowadzonego metoda PCR nie

potwierdzit wzrostu ekspresji, wykazanego uprzednio metoda mikromacierzy (Tabela 10).
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Tabela 10. Wyniki porownania ekspresji wybranych genéw w mlodych i starych
LKMO za pomoc3 ilosciowej metody PCR. Dane wyrazone sg jako $rednia wzgledna
ekspresja genu (£ SD). Wyniki pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych na
pierwotnych hodowlach LKMO wyizolowanych od 6 réznych dawcow. b.is. - brak
istotnosci statystyczne;.

Komorki mlode | Komorki stare | Istotno$¢
FENINELS SIS srednia = SD srednia + SD | statystyczna

angiopoetyna-1 09+0,3 1,9+0,3 P<0,04

CXCL1/GRO-1 1,1+0,2 2,7+0,3 P<0,04

angiogeneza CXCLS8/IL-8 0,4+0,05 1,4+0,2 P<0,01
FGF2 1,2+0,3 1,4+0,2 b.i.s.

VEGF 0,8+0,1 3,1+£04 P<0,03

CCL2/MCP-1 0,5+0,05 1,3+ 0,06 P<0,04
reakcja zapalna CXCL5 0,3+0,08 0,3+0,05 b.i.s.

IL-6 0,6 £0,08 19+04 P<0,04

ICAM-1 0,3+0,04 0,6 £0,05 P<0,05

kolagen | 0,4+0,08 09+0,1 P<0,05

kolagen XI1I 0,6 + 0,07 1,3+0,2 P<0,05
CTGF 05+0,1 0,4 +£0,07 b.i.s.

fibronektyna 0,7+0,1 2,7+0,7 P<0,03

MMP-3 0,4+0,08 1,0+ 0,09 P<0,04
_ MMP-12 0,8+0,03 0,7+0,09 b.i.s.

przeéh’gxg . PAI-1 0,7 £0,08 1,7+0,05 P<0,05
TGFa 0,3+0,05 0,3+0,02 b.i.s.

TGFB 0,3+0,06 0,7+0,09 P<0,04

TIMP-1 05+0,1 1,8+0,1 P<0,04

TSP-1 0,2+0,04 1,9+0,3 P<0,03

u-PA 0,6 £0,05 2,8+0,08 P<0,03

witronektyna 0,7+0,1 3,1+04 P<0,01
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4.11. Wplyw replikacyjnego starzenia na wlasciwosci wydzielnicze LKMO

W celu okreslenia towarzyszacych starzeniu zmian wtasciwosci sekrecyjnych LKMO,
probki medium kondycjonowanego (MK) z hodowli komoérek mtodych i starych zbadano
pod katem stezenia rozpuszczalnych form wybranych czynnikéw, ktorych geny cechowaty
si¢ wzrostem ekspresji, wykazanym za pomoca ilosciowej metody PCR. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze replikacyjne starzenie si¢ LKMO jest zwigzane ze
wzrostem wydzielania CCL2/MCP-1 (o 200 £ 21%, P<0,03), CXCL1/GRO-1 (0 219 £ 47%,
P<0,01), CXCLS8/IL-8 (o 131 + 15%, P<0,04), IL-6 (0 42 + 11%, P<0,04), MMP-3 (0 448 +
78%, P<0,04), PAI-1 (0 357 + 43%, P<0,03), TGF-B1 (0 466 + 33%, P<0,04), TSP-1 (0 153
+ 41%, P<0,03), ICAM-1 (0 440 £ 134%, P<0,05), u-PA (o 144 + 44%, P<0,03), VEGF (o
228 + 98%, P<0,05) i fibronektyny (o 158 + 64%, P<0,04) (Rycina 22).
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Rycina 22. Poréwnanie profilu wydzielniczego mlodych (O) i starych (m) LKMO. Ze
wzgledu na zmiane rzedu wielkosci, wartosci stgzen fibronektyny odniesiono do prawej osi
X. Dane przedstawiaja wartosci Srednie + SD. Symbolem * oznaczono roznice istotne
statystycznie w poroOwnaniu z komoérkami mtodymi. Dane pochodzg z eksperymentow
przeprowadzonych z wykorzystaniem LKMO wyizolowanych od 14 r6znych dawcow.
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4.12. Wplyw egzogennych form czynnikow wydzielanych w zwi¢kszonych stezeniach
przez stare LKMO na proliferacje i migracje komoérek raka jajnika

Aby zidentyfikowa¢ mediatory wzmozonej proliferacji i migracji komorek raka jajnika
pod wptywem MK z hodowli starych LKMO, komoérki nowotworowe eksponowano na
rekombinowane formy czynnikdéw, wydzielanych w zwigkszonych stg¢zeniach przez komorki
stare. W pierwszej grupie doswiadczen, majacej na celu okreslenie odpowiedzi komorek
zaleznej od dawki, komorki eksponowano przez 6 godzin na dany czynnik, zastosowany w
stezeniach 0,1-10 ng/ml (100-1000 ng/ml dla fibronektyny). Wybrane stgzenia
korespondowaty z warto$ciami, stwierdzanymi w prébkach MK z komorek starych. Ponadto,
wykorzystujac najnizsze z badanych stezen, ktéore wywotalo dziatanie pobudzajace
proliferacje lub migracje, przeprowadzono badanie reakcji komoérek w funkcji czasu, w
przedziale 6-72 godziny. W przypadku czynnikéw, ktore w pierwszej grupie doswiadczen
(efekt dawki) nie wywotywaty zmian istotnych statystycznie, w sposob arbitralny wybierano
stezenie o wzglednie najsilniejszym dziataniu i1 oceniano, czy jego wplyw moze wzrastaé

wraz z wydluzeniem czasu ekspozycji.

4.12.1. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy CCL2/MCP-1

Badania z wykorzystaniem CCL2/MCP-1 wykazaty, ze w przypadku komorek A2780,
chemokina ta nie wptywa na zmiang ich proliferacji lub migracji. Brak efektu dostrzezono w
doswiadczeniach z rosngcymi dawkami CCL2/MCP-1, jak réwniez w badaniach odpowiedzi
komorek w funkcji czasu (Rycina 23A).

W odniesieniu do linii OVCAR-3, badania reakcji na rosnace stezenia CCL2/MCP-1 nie
wykazaty zmian proliferacji 1 migracji. Takze wydluzenie czasu ekspozycji nie wplyneto na
pierwszy z procesow. Z kolei wydtuzenie ekspozycji komorek na CCL2/MCP-1 (1 ng/ml) do
72 godzin, spowodowato wzrost migracji o 17 £ 5% (P<0,04) (Rycina 23B).

W komodrkach SKOV-3, proliferacja komodrek eksponowanych na CCL2/MCP-1 w
stezeniu 10 ng/ml wzrosta o 13 + 4% (P<0,04), a przedtuzenie inkubacji efekt ten jeszcze
nasilito. Przykladowo, po 48 godzinach, proliferacja komoérek wzrosta o 29 + 11% (P<0,05).
Jednoczesnie, badany czynnik, poczawszy od stezenia 0,5 ng/ml, stymulowal migracje
komorek (dla tej dawki o 17 £ 8%, P<0,05). Najwyzsze pobudzenie (o 26 + 5%, P<0,04)
odnotowano dla stezenia 1 ng/ml. W wyniku przedtuzenia ekspozycji na CCL2/MCP-1 (0,5
ng/ml), dzialanie tego czynnika wzrosto, czego przyktadem bylo nasilenie migracji komorek

0 40 + 13% (P<0,04) po 48 godzinach ekspozycji (Rycina 23C).
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Rycina 23. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy CCL2/MCP-1 na proliferacje
(0) i migracje (m) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C).
Wykresy po lewej stronie ilustruja efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej
stronie — efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg warto$ci $rednie + SD.
Symbolem * oznaczono roznice istotne statystycznie w poroOwnaniu z komodrkami grupy
kontrolnej, traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych
w szesciu powtdrzeniach.
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4.12.2. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy CXCL1/GRO-1

Badania z wykorzystaniem egzogennej, rekombinowanej formy CXCL1/GRO-1
wykazaty, ze chemokina ta, poczawszy od st¢zenia 1 ng/ml, powoduje pobudzenie
proliferacji komorek A2780. Przy wspomnianej dawce, proliferacja komorek wzrosta o 23 +
4% (P<0,04), natomiast najsilniejszy efekt odnotowano przy stezeniu 10 ng/ml, kiedy to
pobudzenie proliferacji wyniosto 31 £ 11% (P<0,05). Zaobserwowano takze, ze wydtuzenie
czasu inkubacji komorek z badang chemoking w stezeniu 1 ng/ml wigzato si¢ z dalszym
nasileniem proliferacji, a najwigkszy efekt odnotowano po 24 godzinach ekspozycji (wzrost
0 36 = 5% (P<0,03). Oceniajac migracj¢ komodrek A2780 stwierdzono, ze CXCL1/GRO-1
zwicksza efektywnos¢ tego procesu poczawszy od stezenia 0,5 ng/ml (wzrost o 11 + 3%,
P<0,05). Najsilniejszy efekt odnotowano natomiast przy stezeniu 5 ng/ml, kiedy to migracja
komorek wzrosta o 30 + 5% (P<0,03). Przedluzenie ekspozycji komoérek na CXCL1/GRO-1
w stezeniu 0,5 ng/ml doprowadzito do dalszego wzrostu migracji, ktéora po 72 godzinach
byta wyzsza 0 29 £+ 11% (P<0,04) w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi (Rycina 24A).

W odniesieniu do linii OVCAR-3, chemokina CXCL1/GRO-1 pobudzata proliferacj¢ juz
od najnizszego z zastosowanych stezen (wzrost o 10 £ 6%, P<0,05), najsilniejsze dziatanie
wykazujac przy stezeniu 10 ng/ml (wzrost o 44 = 10%, P<0,03). W wyniku przedluzenia
ekspozycji komorek na CXCL1/GRO-1 (0,1 ng/ml) nastapil wzrost sity dziatania tej
chemokiny, przejawiajacy si¢ pobudzeniem proliferacji komoérek o 36 + 4% (P<0,04) po 12
godzinach inkubacji oraz o 47 = 13% (P<0,04) po 72 godzinach inkubacji. W odniesieniu do
migracji komorek, nie odnotowano zmian efektywnosci tego procesu wskutek ich ekspozycji
na rosngce stezenia badanej chemokiny (w czasie 6 godzin), natomiast ekspozycja na
stezenie 0,5 ng/ml przedtuzona do 72 godzin zaowocowala wzrostem migracji o 24 + 12%
(P<0,05) (Rycina 24B).

W przypadku komorek linii SKOV-3, ekspozycja komoérek na CXCL1/GRO-1
spowodowata wzrost proliferacji o 39 + 9% (P<0,04) przy stezeniu 5 ng/ml oraz 0 29 + 11%
(P<0,04) przy stezeniu 10 ng/ml. Przedtuzenie ekspozycji na pierwsze ze stezen nie wigzato
si¢ z dalszym wzrostem efektywnos$ci proliferacji komoérek (po 48 godzinach, pobudzenie
wynosito nadal 39 + 6%, P<0,03). Jednoczesnie, nie odnotowano wptywu chemokiny
CXCL1/GRO-1 na zmiang efektywnosci migracji komorek SKOV-3, zaréwno przy
rosngcych stezeniach egzogennej chemokiny, jak réwniez w wyniku wydluzenia czasu

ekspozycji (Rycina 24C).
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Rycina 24. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy CXCL1/GRO-1 na proliferacje
(O) i migracje (@) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C).
Wykresy po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawe;j
stronie — efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie + SD.
Symbolem * oznaczono rdznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami grupy
kontrolnej, traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych
w sze$ciu powtorzeniach.

92



Wplyw procesu starzenia sie ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wyktadniki progresji raka
Jjajnika w modelu komorkowym i zwierzecym

4.12.3. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy CXCLS/IL-8

Badania na komorkach A2780 wykazatly, ze chemokina CXCLS8/IL-8 pobudza zjawisko
proliferacji juz od stezenia 0,5 ng/ml (wzrost o 19 + 3%, P<0,05). Najsilniejszy efekt
zaobserwowano natomiast przy stezeniu 10 ng/ml, kiedy to proliferacja wzrosta o 43 = 12%
(P<0,04). Przedluzenie czasu ekspozycji na badang chemoking w stezeniu 0,5 ng/ml
spowodowato niewielki wzrost reakcji komorek, czego odzwierciedleniem byl wzrost
proliferacji o 30 + 13% (P<0,05) po 72 godzinach ekspozycji. Oceniajac zdolnosci
migracyjne komorek stwierdzono, ze badana chemokina, uzyta w testowanym zakresie
stezen nie wplywa na zmiang¢ efektywnosci tego procesu po 6 godzinach ekspozyciji.
Jednoczes$nie jednak, przedtuzenie czasu ekspozycji komorek na CXCLS/IL-8 w stgzeniu 10
ng/ml do 72 godzin spowodowato wzrost migracji o 21 + 6% (P<0,04) (Rycina 25A).

W przypadku komérek OVCAR-3 odnotowano wzrost ich proliferacji w odpowiedzi na
dziatanie CXCLS/IL-8. Efekt ten byt widoczny poczawszy od stezenia 1 ng/ml (wzrost o 35
+ 11%, P<0,04), a najsilniejsze dzialanie zaobserwowano przy st¢zeniu 10 ng/ml (wzrost o
48 + 8%, P<0,01). Przedtuzenie ekspozycji komorek na badang chemoking w stezeniu 1
ng/ml spowodowalo dalszy wzrost ich proliferacji, czego dowodem byto pobudzenie tego
procesu o 57 £ 12% (P<0,03) po 48 godzinach inkubacji. W przypadku komérek OVCAR-3
stwierdzono takze, ze chemokina CXCLS/IL-8 uzyta w stezeniu 0,5 ng/ml pobudza ich
migracje o 14 £ 5% (P<0,05), najsilniejsze dziatanie osiagajac przy st¢zeniu 5 ng/ml (wzrost
0 32 + 10%, P<0,04). W wyniku przedtuzenia ekspozycji na CXCLS8/IL-8 w stezeniu 0,5
ng/ml zaobserwowano dalsze wzmocnienie efektu dziatania tej chemokiny, czego dowodem
byt wzrost migracji komorek o 59 + 9% (P<0,03) po 72 godzinach inkubacji (Rycina 25B).

W odniesieniu do komoérek SKOV-3, chemokina CXCL8/IL-8 pobudzata proliferacje
komorek juz od stezenia 0,1 ng/ml (wzrost o 19 + 8%, P<0,05), natomiast najsilniejszy efekt
odnotowano przy stezeniu 5 ng/ml (wzrost o 31 + 10%, P<0,05). Efektem wydluzenia czasu
ekspozycji na badang chemoking w stezeniu 0,1 ng/ml byt wzrost jej sity dziatania,
przejawiajacy si¢ pobudzeniem proliferacji o 34 + 7% (P<0,04) po 12 godzinach ekspozycji.
Badania migracji wykazaty natomiast, ze pobudzenie tego zjawiska nast¢puje pod wptywem
CXCLS8/IL-8 juz od stezenia 1 ng/ml (wzrost o 27 + 4%, P<0,05), a najwickszy efekt
stwierdzono przy stgzeniu 5 ng/ml (wzrost o 32 + 14%, P<0,04). Przedluzenie inkubacji z
egzogenng formag CXCLS8/IL-8 w stezeniu 1 ng/ml spowodowato dalsze nasilenie migracji,
czego odzwierciedleniem byt wzrost efektywnosci tego zjawiska o 42 + 18% (P<0,04) po 48
godzinach ekspozycji (Rycina 25C).
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Rycina 25. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy CXCLS8/IL-8 na proliferacje (O)
i migracje (m) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiaja wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komoérkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentoéw przeprowadzonych w sze$ciu

powtdrzeniach.
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Wplyw procesu starzenia sie ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wyktadniki progresji raka
Jjajnika w modelu komorkowym i zwierzecym

4.12.4. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy IL-6

Komorki raka jajnika A2780 poddawane dziataniu egzogennej, rekombinowanej formy
IL-6 odpowiedzialy wzrostem proliferacji dopiero przy zastosowaniu st¢zenia 10 ng/ml
(wzrost o 31 £ 11%, P<0,04). Przedluzenie ekspozycji komoérek spowodowalo dalszy,
nieznaczny wzrost proliferacji, ktora po 24 godzinach inkubacji byta podwyzszona o 42 +
13% (P<0,03). W odniesieniu do komorek linii A2780 nie stwierdzono wplywu IL-6 na
migracj¢ komorek, zaré6wno w doswiadczeniach uwzgledniajacych rosnace stezenia
badanego czynnika, jak rowniez wydluzony czas ekspozycji (Rycina 26A).

Badania przeprowadzone na komoérkach linii OVCAR-3 wykazaly natomiast, ze w
przypadku tej grupy komorek IL-6 pobudza proliferacje juz przy stezeniu 1 ng/ml (wzrost o
15 £+ 5%, P<0,05), a najsilniejszy wptyw wywiera przy stezeniu 10 ng/ml (wzrost o 25 £ 6%,
P<0,04). Wydtuzenie czasu ekspozycji komorek na IL-6 w stezeniu 1 ng/ml spowodowato
dalszy wzrost jej dzialania, ktory objawil si¢ nasileniem proliferacji komorek o 31 + 10%,
P<0,04) po 24 godzinach inkubacji. Oceniajac z kolei wptyw IL-6 na migracj¢ komorek
OVCAR-3 stwierdzono, ze podobnie jak w przypadku komorek linii A2780, efektywnos¢
migracji badanych komoérek pod wplywem dziatania tej cytokiny nie ulega zmianie (Rycina
26B).

Badania na trzeciej linii komorek raka jajnika, SKOV-3, wykazaly, ze w przeciwienstwie
do komorek A2780 i OVCAR-3, egzogenna rekombinowana forma IL-6 nie wptywa na
zmiany proliferacji tej grupy komorek. Brak efektu byl zauwazalny zaré6wno w
doswiadczeniach przeprowadzonych z rosnagcymi dawkami IL-6, jak rowniez w badaniach
uwzgledniajacych wydhuzenie czasu ekspozycji do 72 godzin. Z kolei oceniajac migracje
komorek stwierdzono, ze IL-6 posiada zdolno$¢ pobudzania tego procesu juz od stezenia 0,5
ng/ml (wzrost o 16 + 4%, P<0,05). Najsilniejszy efekt odnotowano natomiast dla stezenia 10
ng/ml, kiedy to wzrost migracji komorek wyniost 54 + 16% (P<0,03). W badaniach
uwzgledniajacych wydluzenie czasu ekspozycji komoérek na IL-6 w stezeniu 0,5 ng/ml
stwierdzono, ze efekty dziatania tej cytokiny rosna wraz z czasem inkubacji. Przyktadowo,
po 48 godzinach ekspozycji, migracja komorek SKOV-3 wzrosta o 35 = 11% (P<0,04) w
poréwnaniu z grupa kontrolng (Rycina 26C).
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Rycina 26. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy IL-6 na proliferacje (O) i
migracje (m) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiaja wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komoérkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentoéw przeprowadzonych w szesciu
powtdrzeniach.
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4.12.5. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy MMP-3

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem egzogennej, rekombinowanej formy MMP-3
wykazaly, ze czynnik ten nie wpltywa na zmiang proliferacji oraz migracji w zadnej z
testowanych linii komorek nowotworowych. Efektu nie stwierdzono zaré6wno w
do$wiadczeniach z rosngcymi stezeniami MMP-3, jak i w badaniach reakcji komorek w

funkcji czasu (Rycina 27).

4.12.6. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy PAI-1

Badania z uzyciem egzogennej, rekombinowanej formy PAI-1 wykazaty, ze w przypadku
komorek raka jajnika linii A2780 1 OVCAR-3, czynnik ten nie wplywa na zmiany
efektywnosci ich proliferacji oraz migracji (Rycina 28A i 28B).

W przypadku badan komorek linii SKOV-3, odnotowano wzrost ich proliferacji pod
wptywem rekombinowanej formy PAI-1, zastosowanej w stezeniu 10 ng/ml (wzrost o 22 +
6%, P<0,04). W wyniku wydluZzenia czasu ekspozycji komorek nie zaobserwowano
dalszego, istotnego wzrostu migracji. Najsilniejszy efekt w tych badaniach odnotowano, gdy
komoérki SKOV-3 poddawano dziataniu PAI-1 w stezeniu 10 ng/ml przez 24 godziny, kiedy
to wzrost proliferacji komoérek wynidst 20 + 16%, P<0,05). W odniesieniu do zjawiska
migracji, podobnie jak w przypadku komoérek A2780 i OVCAR-3, egzogenna forma PAI-1
nie wplywata na zmiang efektywnosci tego procesu w komoérkach SKOV-3 (Rycina 28C).
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Rycina 27. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy MMP-3 na proliferacje (O) i
migracje (@) komorek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w szesciu
powtdrzeniach.
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Rycina 28. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy PAI-1 na proliferacje (O) i
migracje (@) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustruja efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiaja wartoSci $rednie + SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w szesciu
powtorzeniach.
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4.12.7. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy TGF-p1

Badania przeprowadzone na komorkach A2780 wykazaty, ze TGF-f1 nie wptywa na
zmiang ich proliferacji. Czynnik ten zwigksza natomiast migracj¢ komorek, poczynajac od
stezenia 5 ng/ml, kiedy to migracja wzrosta o 18 + 4% (P<0,05). Najsilniejszy efekt
odnotowano natomiast przy stezeniu 10 ng/ml, kiedy wzrost migracji wynidst 28 + 9%
(P<0,04). W efekcie wydtuzenia ekspozycji komoérek na TGF-B1 w st¢zeniu 5 ng/ml nie
odnotowano dalszego wzmocnienia dziatania tego czynnika. Przyktadowo, po 24 godzinach
ekspozycji, migracja komorek byta podwyzszona o 19 + 8% (P<0,05) (Rycina 29A).

W wyniku ekspozycji komorek OVCAR-3 na TGF-B1 nastapito zahamowanie proliferacji
komorek, a efekt ten zaobserwowano przy stezeniu 1 ng/ml (zmiana o 18 £+ 4%, P<0,04).
Zahamowanie proliferacji komorek odnotowano takze dla st¢zen 5 ng/ml i 10 ng/ml, jednak
odnotowane zmiany byly porownywalne z dziataniem TGF-B1 w dawce 1 ng/ml. Istotnej
zmiany sity oddziatywania rekombinowanej formy TGF-B1 nie stwierdzono takze w wyniku
ekspozycji komoérek na badany czynnik w dawce 0,1 ng/ml, przedtuzonej do 72 godzin. W
tym przypadku bowiem zaobserwowano, iz st¢zenie to takze wywiera dzialanie anty-
proliferacyjne, czego przejawem bylo zmniejszenie efektywnosci tego procesu o 16 + 5%
(P<0,04) po 48 godzinach ekspozycji. W odniesieniu do zjawiska migracji, egzogenny TGF-
B1 okazal si¢ nie wptywaé na ten proces w komodrkach OVCAR-3, niezaleznie od
zastosowanego stezenia lub czasu ekspozycji (Rycina 29B).

Doswiadczenia przeprowadzone na komodrkach nowotworowych SKOV-3 wykazaty, ze
TGF-B1 pobudza ich proliferacj¢ przy stezeniu 0,1 ng/ml (o 17 + 7%, P<0,05), stezeniu 0,5
ng/ml (o 18 £ 2%, P<0,04) oraz stezeniu 1 ng/ml (o 35 + 8%, P<0,03), natomiast przy
wyzszych stezeniach efekt te =zanika. Przedluzenie inkubacji komoérek z badanym
czynnikiem wzrostu, zastosowanym w stezeniu 0,1 ng/ml, spowodowato dalsze pobudzenie
proliferacji komorek (o 29 + 9%, P<0,05), po 24 godzinach ekspozycji. Badania migracji
komorek wykazaly natomiast, ze TGF-B1 zwigksza wydajnos¢ tego procesu przy st¢zeniach
I ng/ml i 5 ng/ml (wzrost o, odpowiednio, 19 + 12% 1 19 + 8%, P<0,05). Wydtuzenie
ekspozycji komorek na egzogenng form¢ TGF-B1 w stezeniu 1 ng/ml nie spowodowato
istotnego wzmocnienia efektu dziatania badanego czynnika. Przykladowo, po 24 godzinach

ekspozycji, migracja komorek byta podwyzszona o 21 + 7% (P<0,04) (Rycina 29C).
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Rycina 29. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy TGF-B1 na proliferacje (O) |
migracje (®) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w szesciu
powtdrzeniach.

101



Patrycja Sosinska

4.12.8. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy TSP-1

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem egzogennej, rekombinowanej formy TSP-1
wykazaly, ze czynnik ten nie wplywa na zmian¢ proliferacji oraz migracji zadnej z
testowanych linii komorek raka jajnika. Efektu nie stwierdzono zaré6wno w do§wiadczeniach
wykorzystujacych rosnace stezenia badanego czynnika, jak i w badaniach reakcji komoérek w

funkcji czasu (Rycina 30).

4.12.9. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy sICAM-1

Stwierdzono, ze egzogenna, rekombinowana czastka adhezyjna sSICAM-1 nie wptywa na
zmiane efektywnos$ci proliferacji lub migracji komoérek A2780, niezaleznie od uzytego
stezenia lub czasu ekspozycji (Rycina 31A).

W odniesieniu do komorek linii OVCAR-3, badany czynnik wptywat na wzrost ich
proliferacji, jednak efekt ten byt dostrzegalny wylacznie przy najwyzszym z uzytych stezen,
tj. przy 10 ng/ml (wzrost o 25 + 9%, P<0,04). Wydluzenie czasu inkubacji komoérek z
SICAM-1 wplyngto na znaczace nasilenie efektow dziatania tego czynnika, czego
odzwierciedleniem byt wzrost proliferacji komorek o 51 + 15% (P<0,03) po 72 godzinach
ekspozycji. Migracja komérek OVCAR-3 pod wplywem sICAM-1 nie ulegla natomiast
zmianie, niezaleznie od zastosowanych warunkoéw eksperymentalnych (Rycina 31B).

W przypadku komorek raka jajnika SKOV-3, nie odnotowano wptywu egzogennej formy
SICAM-1 na proliferacj¢ lub migracje komorek (Rycina 31C).

102



Wplyw procesu starzenia sie ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wyktadniki progresji raka
Jjajnika w modelu komorkowym i zwierzecym

A 180, 180
)l )
< 160- < 160
3 S,
Q Q
o i
5 140 2 140
E E
8, S,
& 120/ & 120
S S
- iﬂi ﬂlﬂi Emoﬂ] Hi ﬂi ﬂi
80- 80-
0,1 1,0 5,0 10,0 6 12 24 48 712
B TSP-1 (ng/ml) czas (godziny)
180 180
= )
< 160/ < 160/
) =,
Q Q
& i
2 140- 2 140
E E
8 s
& 120 8 120-
g 2
S S
Ewom ﬁ' ﬁ' ﬁi aonﬁ ﬂi HI ﬁiﬂl
80- 80-
0,1 1,0 5,0 100 6 12 24 48 712
C TSP-1 (ng/ml) czas (godziny)
180; 180;
)l )
< 160- < 160-
8, 2,
Q Q
o il
5 140 2 140
E E
8, 8,
& 120 & 120
£ £
S S
awo_m I i Iﬁi Emoﬂl ﬂ' I i’l‘i
80- 80-
0,1 1,0 5,0 10,0 6 12 24 48 712
TSP-1 (ng/ml) czas (godziny)

Rycina 30. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy TSP-1 na proliferacje (O) i
migracje (@) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komodrkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w szesciu
powtdrzeniach.
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Rycina 31. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy sICAM-1 na proliferacje (0) |
migracje (@) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w porownaniu z komorkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w szesciu
powtdrzeniach.
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4.12.10. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy u-PA

Badania przeprowadzone na komorkach linii A2780 wykazaly, ze egzogenna,
rekombinowana forma u-PA ma zdolno$¢ pobudzania ich proliferacji, a znaczacy
statystycznie efekt odnotowano juz przy zastosowaniu najnizszego ze st¢zen, tj. 0,1 ng/ml
(wzrost o 10 = 5%, P<0,05). Najsilniejszy wptyw badanego czynnika stwierdzono przy
stezeniu 0,5 ng/ml, kiedy to proliferacja komodrek wzrosta o 22 + 9% (P<0,04) w poréwnaniu
z komoérkami grupy kontrolnej. Do§wiadczenia, w ktérych komorki eksponowano na u-PA w
stezeniu 0,1 ng/ml przez dluzszy okres czasu wykazaly natomiast, ze pobudzajace
proliferacje¢ dziatanie u-PA moze byc¢ jeszcze bardziej nasilone, czego dowodem byl wzrost
proliferacji komorek o 31 + 9% (P<0,04) po 72 godzinach ekspozycji. Oceniajac wptyw
egzogennej formy u-PA na migracje komoérek A2780 nie odnotowano zmian istotnych
statystycznie w zadnym z zastosowanych uktadow doswiadczalnych (Rycina 32A).

Z kolei, w odniesieniu do komorek raka jajnika OVCAR-3, badania wykazaty, ze u-PA
nie wptywa na zmiang ich proliferacji lub migracji. Brak efektu odnotowano zar6wno w
badaniach z wuzyciem rosngcych stezen u-PA, jak rowniez w do$wiadczeniach
wykorzystujacych wydtuzone czasy ekspozycji (Rycina 32B).

Badania trzeciej linii komorek nowotworowych, SKOV-3, wykazaty, Ze egzogenna forma
u-PA pobudza proliferacje komorek, jednak efekt ten byt widoczny tylko przy zastosowaniu
najwyzszego st¢zenia badanego czynnika, tj. 10 ng/ml (wzrost o 18 = 5%, P<0,04).
Wydluzenie czasu ekspozycji komorek na u-PA w tym stezeniu nie wplyneto na poglebienie
jego dziatania. Z kolei analiza wplywu egzogennej formy u-PA na migracj¢ komorek
SKOV-3 wykazata, Ze czynnik ten pobudza migracje¢ poczawszy od st¢zenia 1 ng/ml (wzrost
o 16 £ 5%, p<0,04). Najsilniejszy efekt stwierdzono dla stezenia 5 ng/ml, kiedy to migracja
komorek wzrosta o 28 + 8% (p<0,04) w porownaniu z komoérkami grupy kontrolne;.
Wydluzenie czasu trwania ekspozycji komorek SKOV-3 na u-PA w stezeniu 1 ng/ml
spowodowalo wzmocnienie dziatania tego czynnika, czego przejawem bylo nasilenie
efektywnosci migracji komoérek o 38 + 12% (p<0,05) po 72 godzinach ekspozycji (Rycina
32C).
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Rycina 32. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy u-PA na proliferacje (O) i
migracje (@) komorek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustruja efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych w szesciu
powtdrzeniach.
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4.12.11. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy VEGF

Badania wykorzystujace egzogenny VEGF wykazaty, ze w przypadku komorek raka
jajnika linii A2780 czynnik ten nie wptywa na zmian¢ ich proliferacji lub migracji,
niezaleznie od uzytego stg¢zenia oraz dtugosci czasu ekspozycji (Rycina 33A).

W odniesieniu do komorek OVCAR-3, VEGF okazat si¢ pobudza¢ ich proliferacje,
poczawszy od stezenia 1 ng/ml (wzrost o 13 + 4%, P<0,05). Najsilniejszy efekt
zaobserwowano z kolei przy stezeniu 10 ng/ml, kiedy to proliferacja komoérek wzrosta o 24
+ 8%, P<0,04). Wydhluzenie czasu ekspozycji komérek na VEGF w stezeniu 1 ng/ml nie
spowodowato dalszego pobudzenia proliferacji komoérek. Przeprowadzone badania migracji
komorek pod wpltywem egzogennego VEGF nie wykazaty znaczacego wplywu tego
czynnika na badany proces (Rycina 33B).

W badaniach przeprowadzonych na komérkach SKOV-3 nie stwierdzono wptywu VEGF
na proliferacie 1 migracj¢ komodrek, niezaleznie od zastosowanego ukladu

eksperymentalnego (Rycina 33C).

4.12.12. Dzialanie egzogennej, rekombinowanej formy fibronektyny

Badania przeprowadzone na komorkach linii A2780 wykazaly, zZe egzogenna
fibronektyna posiada zdolno$¢ pobudzania ich proliferacji, a efekt ten byt juz dostrzegalny
przy stezeniu 750 ng/ml (wzrost o 16 = 5%, P<0,05). Najwyzszg stymulacj¢ zaobserwowano
natomiast przy stezeniu 1000 ng/ml, kiedy to proliferacja komorek wzrosta o 19 £ 6%
(P<0,05). Wydtuzenie czasu ekspozycji komorek na fibronektyng w stezeniu 750 ng/ml nie
spowodowato dalszego wzrostu proliferacji komoérek. Doswiadczenia po$wigcone ocenie
migracji wykazaty natomiast, ze fibronektyna nasila ten proces juz przy stezeniu 250 ng/ml
(wzrost o 14 + 4%, P<0,05), wywierajac swoj najsilniejszy efekt przy stezeniu 1000 ng/ml
(wzrost o 40 = 13%, P<0,03). Wydluzenie czasu ekspozycji komorek na fibronektyne w
dawce 250 ng/ml spowodowalo dalsze nasilenie migracji, czego dowodem byl wzrost
efektywnosci tego procesu o 49 = 11%, P<0,03) po 48 godzinach ekspozycji (Rycina 34A).

Przedtuzenie ekspozycji komoérek na fibronektyne w stezeniu 100 ng/ml spowodowato
dalsze pobudzenie ich proliferacji, czego odzwierciedleniem byt jej wzrost o 40 + 13%,
P<0,04) po 12 godzinach inkubacji. Badajac proces migracji stwierdzono pobudzajace
dziatanie fibronektyny poczawszy od stezenia 500 ng/ml (wzrost o 24 + 4%, P<0,04).
Najsilniejszy efekt odnotowano przy stezeniu 1000 ng/ml, kiedy to migracja komorek

wzrosta o 35 + 14% (P<0,05).

107



Patrycja Sosinska

A 180, 180,
ol )l
< 160- < 160-
8, S,
(5] o
S o
2 140 2 140
E E
s, S,
& 120 & 120
2 2
S S
awoﬂﬁ ﬂi o m mi ﬁiﬂ
80- 80-
0,1 1,0 5,0 10,0 6 12 24 48 72
B VEGF (ng/ml) czas (godziny)
180, 180,
ol )l
< 160- < 160-
8, S,
(5] o
S o
2 140 . 2 140
E E x
8 . 3 * *
& 120- ¥ & 120/ x  a
2 2
S S
£ 1001 m I [ £ 100 i
80- 80-
01 05 1,0 50 10,0 6 12 24 48 72
C VEGF (ng/ml) czas (godziny)
180, 180,
ol )l
< 160- < 160-
8, S,
(5] o
S o
2 140 2 140
E E
s, S,
& 120 & 120
2 2
S S
- i“ﬁ ﬂi Emoﬁ] iﬂ ﬁ ’l‘
80- 80-
0,1 1,0 5,0 10,0 6 12 24 48 72
VEGF (ng/ml) czas (godziny)

Rycina 33. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy VEGF na proliferacje (0) i
migracje (@) komorek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C). Wykresy
po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawej stronie —
efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie = SD. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami grupy kontrolnej,
traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentow przeprowadzonych w szesciu
powtdrzeniach.
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Wydhizenie czasu ekspozycji komorek na fibronektyne w stezeniu 500 ng/ml
spowodowato dalsze pobudzenie migracji, czego dowodem byl wzrost efektywnosci tego
procesu o 46 £ 19% (P<0,04) po 72 godzinach inkubacji (Rycina 34B).

Badania przeprowadzone na komorkach linii SKOV-3 wykazaty, ze i w tym przypadku
fibronektyna pobudza proliferacje komorek, poczawszy od stezenia 100 ng/ml (wzrost o 10
+ 3%, P<0,05). Najsilniejszy efekt stwierdzono przy stezeniu 750 ng/ml, kiedy to
proliferacja komorek wzrosta o 63 + 10% (P<0,03). Wydtuzenie czasu ekspozycji komorek
na fibronektyne w stezeniu 100 ng/ml wzmocnito efekt dzialania tego czynnika, czego
potwierdzeniem byl wzrost proliferacji o 36 + 6% (P<0,04), zaobserwowany po 24
godzinach inkubacji. Do$wiadczenia zwigzane z oceng migracji komorek wykazaty
natomiast, ze fibronektyna nie wptywa na efektywnos¢ tego procesu w komorkach SKOV-3,

niezaleznie od zastosowanego stezenia lub czasu ekspozycji (Rycina 34C).

4.13. Identyfikacja rozpuszczalnych mediatorow pobudzajacego proliferacje i migracje
wplywu starych LKMO za pomocg badan interwencyjnych

Celem ostatecznej identyfikacji czynnikdéw, wydzielanych w zwigkszonych stezeniach
przez stare LKMO, ktorych dziatanie moze by¢ przyczyng wzrostu proliferacji i/lub migracji
komorek raka jajnika, przeprowadzono badania, w ktorych proliferacje 1 migracje komoérek
nowotworowych oceniono po neutralizacji ich potencjalnych mediatorow w MK z komoérek
starych. W badaniu dokonano neutralizacji tylko tych czynnikow, ktorych pobudzajacy
proliferacje¢ i/lub migracje wplyw wykazano we wczesniejszych badaniach z uzyciem ich
egzogennych, rekombinowanych odpowiednikdw. Stezenia przeciwciatl neutralizujacych
podane w czes$ci metodologicznej rozprawy wybrano na podstawie danych literaturowych,
zalecen producenta oraz przeprowadzonych badan wstepnych. Na etapie badan pilotazowych
(wynikow nie pokazano), efekty neutralizacji danego czynnika w MK skonfrontowano
kazdorazowo z dziataniem odpowiedniego dla niego przeciwciata kontrolnego, w
analogicznym st¢zeniu.

W pierwszym etapie badan dokonano indywidualnej neutralizacji czynnikow mogacych
promowac¢ proliferacj¢ i/lub migracje danego typu komorek raka jajnika. Nastepnie, po
zidentyfikowaniu czynnikéw, ktérych zablokowanie realnie wptyngto na obnizenie
promujacego proliferacje i/lub migracje dziatania MK z komorek starych, dokonano
polaczonej neutralizacji wszystkich z nich w jednej probce medium, celem ostatecznego

stwierdzenia, czy pobudzajacy wptyw starych LKMO zostat zniesiony catkowicie.
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Rycina 34. Wplyw egzogennej, rekombinowanej formy fibronektyny na proliferacje
(O) i migracje (@) komoérek raka jajnika A2780 (A), OVCAR-3 (B) i SKOV-3 (C).
Wykresy po lewej stronie ilustrujg efekt zalezny od dawki, natomiast wykresy po prawe;j
stronie — efekt zalezny od czasu ekspozycji. Dane przedstawiajg wartosci $rednie + SD.
Symbolem * oznaczono rdznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komorkami grupy
kontrolnej, traktowanymi jako 100%. Dane pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych
w sze$ciu powtorzeniach.
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4.13.1. Identyfikacja mediatoréw nasilonej proliferacji

W przypadku komoérek A2780, zaobserwowano znaczace obnizenie ich proliferacji
wskutek unieczynnienia w MK ze starych LKMO takich czynnikow, jak IL-6 (o 35 + 12%,
P<0,05), CXCL1/GRO-1 (o 19 + 8%, P<0,05), CXCLS8/IL-8 (o 27 + 8%, P<0,04) oraz
fibronektyna (o 39 + 13%, P<0,04). Efektu nie odnotowano z kolei po neutralizacji u-PA
(Rycina 35A). W wyniku potgczonej neutralizacji 1L-6, CXCL1/GRO-1, CXCL-8/IL-8 i
fibronektyny w jednej probce MK z hodowli starych LKMO, pobudzajacy proliferacje
wplyw tego medium zostat zniesiony catkowicie (Rycina 35B).

W odniesieniu do komorek linit OVCAR-3, badania wykazaty czeSciowa inhibicj¢ ich
proliferacji po zablokowaniu IL-6 (0 21 + 13%, P<0,04), CXCLS&/IL-8 (0 22 + 11%, P<0,04)
i fibronektyny (o 18 + 10%, P<0,05) w MK ze starych LKMO. Efektywnym nie okazato si¢
natomiast zablokowanie w medium VEGF, sICAM-1 i CXCL1/GRO-1 (Rycina 36A).
Caltkowite zniesienie pobudzajacego dziatania MK osiagni¢to wskutek jednoczesnej
neutralizacji 1L-6, CXCL8/IL-8 i fibronektyny (Rycina 36B).

Analogiczne badania przeprowadzone na komoérkach SKOV-3 wykazaty, ze proliferacje
tej grupy komorek, poczatkowo pobudzong dziataniem MK ze starych LKMO, mozna
efektywnie zmniejszy¢ poprzez blokade CXCL1/GRO-1 (o0 37 £ 12%, P<0,03), CXCLS8/IL-8
(0 19 + 8%, P<0,04) 1 fibronektyny (o 44 = 9%, P<0,01). Celu tego nie osiggni¢to natomiast
po unieczynnieniu PAI-1, TGF-1, CCL2/MCP-1 i u-PA (Rycina 37A). Zastosowanie
potaczonej neutralizacji CXCL1/GRO-1, CXCL8/IL-8 i fibronektyny w jednej probce
medium zaowocowato catkowitym zniesieniem pobudzajacego proliferacj¢ dziatania MK z

hodowli komorek starych (Rycina 37B).
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Rycina 35. Zmiany proliferacji komorek raka jajnika A2780 wywolane neutralizacja w
MK ze starych LKMO potencjalnych mediatoréw tego zjawiska. Wykres (A) ilustruje
efekty indywidualnej neutralizacji poszczegolnych czynnikow w odrgbnych probkach MK,
natomiast wykres (B) — efekt tacznej neutralizacji czynnikow wywierajacych dzialanie
istotne statystycznie, w jednej probce medium. Dane przedstawiajg wartosci Srednie £ SD.
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w pordéwnaniu z komorkami
eksponowanymi na MK z komoérek miodych. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w porownaniu z komoérkami eksponowanymi na MK z komorek starych. Dane

pochodza z eksperymentdéw przeprowadzonych z wykorzystaniem probek MK uzyskanych z
hodowli LKMO od szesciu roznych dawcow.

112



Wplyw procesu starzenia sie ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wyktadniki progresji raka
Jjajnika w modelu komorkowym i zwierzecym

[] MK - komarki mtode
A B MK - komorki stare
[] MK komorki stare + neutralizacja IL-6
[ MK koméorki stare + neutralizacja VEGF
MK komorki stare + neutralizacja sICAM-1
3500, M MK komdrki stare + neutralizacja CXCL1
M MK komorki stare + neutralizacja CXCL8
__2800/B® MK komorki stare + neutralizacja fibronektyny
o
Q
- 2100+
s # ’
£ 1400- * 7
o
Q.
7001 ﬂ I ﬂ
0
B [] MK - komérki miode

B MK - komorki stare
3500-[ ] MK - komorki stare + neutralizacja IL-6/CXCL8/

ffibronektyny

—~ 2800
=
o
e
e 2100
& #
§ 1400
o *
s — -

700

0

Rycina 36. Zmiany proliferacji komorek raka jajnika OVCAR-3 wywolane
neutralizacja w MK ze starych LKMO potencjalnych mediatorow tego zjawiska.
Wykres (A) ilustruje efekty indywidualnej neutralizacji poszczegdélnych czynnikow w
odrebnych probkach MK, natomiast wykres (B) — efekt tacznej neutralizacji czynnikéw
wywierajacych dziatanie istotne statystycznie, w jednej probce medium. Dane przedstawiaja
wartosci $rednie + SD. Symbolem # oznaczono réznice istotne statystycznie w poroéwnaniu z
komoérkami eksponowanymi na MK z komoérek mtodych. Symbolem * oznaczono rdznice
istotne statystycznie w pordéwnaniu z komorkami eksponowanymi na MK z komorek
starych. Dane pochodzg z eksperymentéw przeprowadzonych z wykorzystaniem probek MK
uzyskanych z hodowli LKMO od sze$ciu réznych dawcow.
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Rycina 37. Zmiany proliferacji komorek raka jajnika SKOV-3 wywolane neutralizacja
w MK ze starych LKMO potencjalnych mediatorow tego zjawiska. Wykres (A) ilustruje
efekty indywidualnej neutralizacji poszczegolnych czynnikow w odrgbnych probkach MK,
natomiast wykres (B) — efekt tacznej neutralizacji czynnikow wywierajacych dziatanie
istotne statystycznie, w jednej probce medium. Dane przedstawiaja wartosci $rednie + SD.
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w pordéwnaniu z komorkami
eksponowanymi na MK z komorek mtodych. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w porownaniu z komoérkami eksponowanymi na MK z komorek starych. Dane
pochodza z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem probek MK uzyskanych z
hodowli LKMO od szeséciu roznych dawcow.
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4.13.2. Identyfikacja mediatoréw nasilonej migracji

W przypadku komorek A2780, stwierdzono znaczace zmniejszenie ich migracji na skutek
unieczynnienia TGF-B1 (o 26 = 5%, P<0,04) i CXCL1/GRO-1 (o 18 + 15%, P<0,05) w MK
ze starych LKMO. Efektu nie uzyskano natomiast poprzez neutralizacje fibronektyny
(Rycina 38A). Potaczona neutralizacja TGF-p1 i CXCL1/GRO-1 zaowocowata catkowitym
zniesieniem pobudzajgcego migracje dziatania MK ze starych LKMO (Rycina 38B).

Badania na komoérkach OVCAR-3 wykazaly czgsciowe zahamowanie ich migracji po
zablokowaniu CXCL1/GRO-1 (o 11 + 4%, P<0,05), CXCLS8/IL-8 (o 11 + 3%, P<0,05) i
fibronektyny (o 8 + 3%, P<0,05). Efektu nie stwierdzono po neutralizacji CCL2/MCP-1
(Rycina 39A). Catkowite zniesienie pobudzajacego dziatania MK osiagnieto w wyniku
jednoczesnej neutralizacji CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8 i fibronektyny (Rycina 39B).

Badania wykonane na komorkach SKOV-3 dowiodly, Ze migracje tych komorek,
nasilong pod wptywem MK ze starych LKMO, mozna zmniejszy¢ poprzez unieczynnienie
IL-6 (0o 28 = 3%, P<0,04) 1 CXCL8/IL-8 (o 16 + 3%, P<0,05). Efektu nie stwierdzono
wskutek neutralizacji TGF-p1, CCL2/MCP-1 i u-PA (Rycina 40A). Zastosowanie
potaczonej neutralizacji IL-6 1 CXCLS8/IL-8 zaowocowalo calkowitym zniesieniem

pobudzajacego migracj¢ dziatania MK z hodowli komorek starych (Rycina 40B).

4.14. Wplyw czynnikow, wydzielanych przez stare LKMO na wykladniki proliferacji i
starzenia si¢ komorek prawidlowych

Istota badan byto poréwnanie wptywu MK, generowanego przez mtode i stare LKMO na
mozliwo$ci proliferacyjne (liczbe osigganych podziatow oraz ekspresj¢ antygenu PCNA)
oraz wyktadniki starzenia si¢ (obecno$¢ SA-B-Gal i ognisk y-H2A.X) w hodowlach mtodych
LKMO 1 fibroblastow otrzewnowych (LFO). Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze
7-dniowa ekspozycja komoérek na MK ze starych LKMO powoduje obnizenie liczby
osigganych przez nie podziatéw o, odpowiednio, 33 + 18% (P<0,04) i 23 = 12% (P<0,05)
dla LKMO i LFO (Rycina 41A). Efekt ten zwigzany byt z obnizeniem odsetka komorek,
cechujgcych sie ekspresjg antygenu PCNA. W LKMO frakcja komoérek PCNA-dodatnich
zmniejszyla si¢ o 28 £ 9% (P<0,04), natomiast w LFO o 28 + 12% (P<0,05) (Rycina 41B).
Ponadto stwierdzono, ze MK ze starych LKMO zwigksza odsetek komorek wykazujacych
ekspresje SA-B-Gal (o 30 = 41%, P<0,04 dla LKMO i o 142 + 116%, P<0,05 dla LFO)
(Rycina 41C) oraz obecno$¢ ognisk y-H2A.X (o 34 + 27%, P<0,05 dla LKMO i o0 55 +
37%, P<0,05 dla LFO) (Rycina 41D).
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Rycina 38. Zmiany migracji komorek raka jajnika A2780 wywolane neutralizacja w
MK ze starych LKMO potencjalnych mediatoréw tego zjawiska. Wykres (A) ilustruje
efekty indywidualnej neutralizacji poszczegolnych czynnikow w odrgbnych probkach MK,
natomiast wykres (B) — efekt tacznej neutralizacji czynnikow wywierajacych dziatanie
istotne statystycznie, w jednej probce medium. Dane przedstawiajg wartosci $rednie + SD.
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w poroéwnaniu z komoérkami
eksponowanymi na MK z komorek mtodych. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w porownaniu z komoérkami eksponowanymi na MK z komorek starych. Dane

pochodzg z eksperymentéw przeprowadzonych z wykorzystaniem probek MK uzyskanych z
hodowli LKMO od sze$ciu r6znych dawcow.
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Rycina 39. Zmiany migracji komodrek raka jajnika OVCAR-3 wywolane neutralizacja
w MK ze starych LKMO potencjalnych mediatorow tego zjawiska. Wykres (A) ilustruje
efekty indywidualnej neutralizacji poszczegolnych czynnikow w odrgbnych probkach MK,
natomiast wykres (B) — efekt tacznej neutralizacji czynnikow wywierajacych dziatanie
istotne statystycznie, w jednej probce medium. Dane przedstawiaja wartosci $rednie + SD.
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komodrkami
eksponowanymi na MK z komorek mtodych. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w porownaniu z komoérkami eksponowanymi na MK z komorek starych. Dane
pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem probek MK uzyskanych z
hodowli LKMO od sze$ciu r6znych dawcow.
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Rycina 40. Zmiany migracji komoérek raka jajnika SKOV-3 wywolane neutralizacjg w
MK ze starych LKMO potencjalnych mediatoréw tego zjawiska. Wykres (A) ilustruje
efekty indywidualnej neutralizacji poszczegolnych czynnikow w odrgbnych probkach MK,
natomiast wykres (B) — efekt tacznej neutralizacji czynnikow wywierajacych dziatanie
istotne statystycznie, w jednej probce medium. Dane przedstawiajg wartosci srednie = SD.
Symbolem # oznaczono rdéznice istotne statystycznie w poréwnaniu z komodrkami
eksponowanymi na MK z komorek mtodych. Symbolem * oznaczono rdznice istotne
statystycznie w porownaniu z komoérkami eksponowanymi na MK z komorek starych. Dane
pochodzg z eksperymentow przeprowadzonych z wykorzystaniem probek MK uzyskanych z
hodowli LKMO od sze$ciu r6znych dawcow.
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Rycina 41. Wplyw medium kondycjonowanego z mlodych (0) i starych (m) LKMO na
liczb¢ osiaganych podzialow (A), ekspresj¢ antygenu proliferacyjnego PCNA (B),
ekspresje SA-B-Gal (C) oraz obecnosé¢ histonu y-H2A.X (D) w hodowlach mlodych
LKMO i LFO. Dane przedstawiaja wartosci $rednie £ SD. Symbolem * oznaczono réznice
istotne statystycznie w pordéwnaniu z komodrkami eksponowanymi na MK z hodowli
komorek mtodych. Dane pochodza z eksperymentéw przeprowadzonych z wykorzystaniem
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probek MK, pochodzacego z hodowli pozyskanych od o$miu réznych dawcow.
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4.15. Wplyw starzenia si¢ LKMO na wewnatrzotrzewnowy rozwoj raka jajnika w
modelu zwierzecym

Celem zweryfikowania wynikéw, wskazujacych na podbudzajacy wpltyw starzenia si¢
LKMO na proliferacjc 1 migracjc komoérek raka jajnika w warunkach in vitro,
przeprowadzono do$wiadczenia na modelu zwierzgcym in vivo. Istota tych badan bylo
dootrzewnowe wszczepienie immunoniekompetentnym myszom SCID mieszanin komorek
raka jajnika z mtodymi lub starymi LKMO (w stosunku 1:1), a nast¢pnie monitorowanie
rozwoju guzow w otrzewnej w ciggu 21 dni eksperymentu. Dtugo$¢ trwania eksperymentu
zostala wybrana arbitralnie na podstawie analizy zrdznicowanego tempa wzrostu guzéw w
otrzewnej po podaniu trzech réznych typéw komorek raka jajnika. Limitujace okazaty sie
komorki A2780, ktore po 21 dniach od wszczepienia wytwarzaly guzy o najwigkszych
rozmiarach, powodujace dostrzegalne cierpienie zwierzat. W zwigzku z powyzszym, okres
21 dni obserwacji zastosowano dla kazdego typu badanych komorek nowotworowych. Po
uplywie tego czasu, eksperyment konczono eutanazja zwierzat.

Aby umozliwi¢ matoinwazyjny monitoring rozwoju zmian nowotworowych, komorki
nowotworowe poddano przed procedura wszczepiania transfekcji plazmidem dla lucyferazy,
dzigki czemu mozliwa byla ocena bioluminescencji emitowanej przez te komorki (wskutek
utleniania katalizowanego dzialaniem podawanej dootrzewnowo lucyferyny) za pomoca
systemu obrazowania IVIS Spectrum. Aby zapewni¢ badanym zwierzgtom odpowiedni
dobrostan, pierwszy pomiar bioluminescencji wykonywano kazdorazowo po 5 dniach od
wszczepienia komorek. Kolejne punkty czasowe nie byly state 1 réznily si¢ w
poszczegolnych grupach doswiadczen. Ich dobor byl podyktowany zaréwno wymogami
eksperymentalnymi, jak rowniez dostosowaniem si¢ badacza do zachowania zwierzat w
danym dniu; zauwazalny dystres byt czynnikiem, ktory powodowat odstapienie od proby
monitoringu.

Dla kazdego typu komorek rakowych porownano wplyw mlodych i starych LKMO na
rozw0j guzoéw w otrzewnej w funkcji czasu, jak rowniez oceniono dynamike rozwoju tych
zmian, przyjmujac jako kryterium réznice (okre$lang dalej w tekscie i na rycinach jako
»przyrost”) miedzy bioluminescencjg emitowang przez komorki nowotworowe w ostatnim
punkcie czasowym a warto$cig wyjsciowa, w pierwszym punkcie czasowym.

Po uptywie 21 dni, zwierz¢ta uSmiercano, a ich jame otrzewnej poddawano inspekcji,
celem usunigcia powstaltych guzéw i1 poddania ich analizie histopatologicznej (na podstawie

barwienia h+e).
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4.15.1. Bioluminescencyjna ocena rozwoju zmian nowotworowych w otrzewnej po
wszczepieniu komorek A2780 z mlodymi lub starymi LKMO

Dos$wiadczenia, ktorych wynik zilustrowano na Rycinie 42 wykazaly, ze S$rednia
bioluminescencja emitowana przez tkanke nowotworowa, wytworzong w wyniku
dootrzewnowego wszczepienia myszom mieszaniny komoérek rakowych A2780 ze starymi
LKMO jest wyzsza w porownaniu z guzami, wytworzonymi w obecnosci komorek mtodych.
Nalezy jednak podkresli¢, ze pordwnanie przebiegu obu krzywych w funkcji czasu za
pomoca wieloczynnikowej analizy wariancji (two-way ANOVA) nie wykazala réznic
istotnych statystycznie, ze wzgledu na duze rdznice migdzy poszczegdlnymi osobnikami w
danej grupie, przekladajace si¢ na wysokie warto$ci odchylenia standardowego (SD).
Wskazana tendencja jest jednak zauwazalna w kazdym z badanych punktow czasowych. Co
wiecej, kiedy porownano ze sobg wyniki bioluminescencji w jednym punkcie czasowym, tj.
po 10 dniach od wszczepienia (wtedy réznica miedzy punktami na krzywej jest najwicksza),
zastosowany test Manna-Whitneya dla zmiennych niepowiazanych wykazat istnienie réznicy

istotnej statystycznie mig¢dzy analizowanymi grupami (P<0,003).
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Rycina 42. Poréwnanie krzywych wzrostu guza jajnika w jamie otrzewnej po
wszczepieniu komorek A2780 z mlodymi (O) i starymi (@) LKMO. Dane przedstawiaja
warto$ci srednie £ SD. Wyniki pochodza z badan przeprowadzonych na 6 osobnikach w
kazdej grupie. RLU - wzgledne jednostki $wietlne. Symbolem * oznaczono réznice istotne
statystycznie w poréwnaniu z guzami, wytworzonymi w obecnosci komoérek mtodych. Dla
zachowania przejrzystosci prezentacji, wykres przygotowano w skali logarytmiczne;.
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W tej grupie do$wiadczen, ostatni monitoring rozwoju guza przeprowadzono po 12
dniach od wszczepienia, gdyz stan myszy po tym czasie byt istotnym przeciwwskazaniem do
poddawania ich tej procedurze. Eksperyment zakonczono natomiast planowo, tj. po 21
dniach.

Przeprowadzone poréwnanie dynamiki rozwoju guzéw wykazato natomiast, ze Sredni
przyrost bioluminescencji odnotowany dla zmian rozwini¢tych w obecnosci starych LKMO
byl ponad dwukrotnie wyzszy (P<0,04) w poréwnaniu z guzami, wytworzonymi w

obecnosci komorek mtodych (Rycina 43).
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Rycina 43. Porownanie dynamiki wzrostu guza jajnika w jamie otrzewnej po
wszczepieniu komoérek A2780 z mlodymi (M, 0O) i starymi (S, m) LKMO. Dane
przedstawiaja warto$ci $rednie = SD. Wyniki pochodzg z badan przeprowadzonych na 6
osobnikach w kazdej grupie. Symbolem * oznaczono rdznice istotne statystycznie w
poroOwnaniu z guzami, wytworzonymi w obecnosci komoérek mtodych. Dla zachowania
przejrzystosci prezentacji, wykres przygotowano w skali liniowej.
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Rycina 44. Porownanie sygnalu bioluminescencyjnego, emitowanego przez komorki
raka jajnika A2780 wszczepione dootrzewnowo myszom doSwiadczalnym w obecnosci
mlodych i starych LKMO. Na rycinie przedstawiono obrazy uzyskane podczas
monitoringu rozwoju zmian nowotworowych u 3 reprezentatywnych osobnikow w kazdej z

grup.
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4.15.2. Histopatologiczna ocena zmian nowotworowych, wytworzonych w otrzewnej po
wszczepieniu komorek A2780 z mlodymi lub starymi LKMO

Inspekcja jamy otrzewnej, dokonana po eutanazji zwierzat wykazala obecnos¢
rozlegtych zmian w formie guzow. Badanie mikroskopowe, przeprowadzone po
wybarwieniu metodg h+e preparatdéw histologicznych, przygotowanych z tych zmian
potwierdzito, ze usunigte guzy majg charakter nowotworowy. Ze wzgledu na swag wielkos¢,
guzy wypelniaty znaczaca cze¢$¢ jamy otrzewnej badanych zwierzat, uciskajac przylegajace
narzady wewnetrzne.

Srednia liczba guzéw, stwierdzonych u zwierzat, ktorym wszczepiono komorki
nowotworowe w obecnosci mtodych LKMO wynosita 2,6 £ 0,9, natomiast u osobnikow,
ktorym komorki A2780 wszczepiano wraz ze starymi LKMO, wynosita 3,3 + 2,5 (P>0,05).
Badania $rednicy usunigtych guzéw wykazaty natomiast, ze w pierwszej z grup warto$¢ ta
wynosita 1,3 £ 0,5, natomiast w drugiej 1,6 + 0,5 (P>0,05) (Rycina 45).

Reprezentatywne zdjecia makroskopowe 1 mikroskopowe (barwienie h+e) guzdw,
usunietych z otrzewnej myszy po wszczepieniu im komorek A2780 z mtodymi lub starymi

LKMO przedstawione zostaty na Rycinach 46, 47, 48.
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Rycina 45. Poréwnanie liczby (A) i Srednicy (B) guzéw rozwinietych w otrzewnej myszy
po wszczepieniu komoérek A2780 z mlodymi (M, O) i starymi (S, m) LKMO. W
przypadku zmian nie majacych formy kulistej, jako $rednicg traktowano usredniony wynik
pomiaru dwoch najdtuzszych osi guza. Dane przedstawiajg warto$ci Srednie = SD. Wyniki
pochodza z badah przeprowadzonych na 6 osobnikach w kazdej grupie.
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Rycina 46. Morfologia guzow usuni¢tych z jamy otrzewnej reprezentatywnego
osobnika, ktéremu wszczepiono mieszaning komorek raka jajnika A2780 z mlodymi
LKMO. Strzatkami zaznaczono guzy przed ich izolacja z otrzewne;.
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Rycina 47. Morfologia guzéow usuni¢tych z jamy otrzewnej reprezentatywnego
osobnika, ktoremu wszczepiono mieszanine komorek raka jajnika A2780 ze starymi
LKMO. Strzatkami zaznaczono guzy przed ich izolacja z otrzewne;.
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Rycina 48. Reprezentatywne zdjecia ilustrujace wynik barwienia h+e preparatow,
przygotowanych z guzow usuni¢tych z otrzewnej myszy, ktorym wszczepiono
mieszaniny komorek A2780 z mlodymi (zdjecie gorne) lub starymi (zdjecie dolne)
LKMO. Opis preparatu: komorki nowotworowe (a), tkanka tluszczowa (b), pojedyncze
adipocyty w obrebie utkania raka (c), witoknienie w centrum nowotworu (d), ztogi
hemosyderyny (e).
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4.15.3. Bioluminescencyjna ocena rozwoju zmian nowotworowych w otrzewnej po
wszczepieniu komorek OVCAR-3 z mlodymi lub starymi LKMO

Odmiennie niz w przypadku komoérek A2780, §rednia bioluminescencja emitowana przez
tkanke nowotworowa, rozwinigta w obecnosci starych LKMO byla nizsza od tej,
stwierdzonej dla guzow rozwijajacych si¢ w obecnosci komorek miodych. Takg tendencje
odnotowano w pierwszych czterech punktach czasowych, tj. do 11 dnia od wszczepienia
mieszanin komoérkowych. W ostatnim z punktéw czasowych, w ktérym monitorowano
rozwdj guzdéw (po 20 dniach) tendencja ta ulegla odwrdceniu i usredniony sygnat
pochodzacy z guzow rozwinigetych w obecnosci starych LKMO byt silniejszy. Bardzo duze
réznice miedzyosobnicze, przekladajace si¢ na wysokie warto$ci SD spowodowaly, ze
wieloczynnikowa analiza wariancji nie wykazala roznic istotnych statystycznie migdzy

dwoma krzywymi rozwoju guzoéw w funkcji czasu (Rycina 49).
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Rycina 49. Porownanie krzywych wzrostu guza jajnika w jamie otrzewnej po
wszczepieniu komorek OVCAR-3 z mlodymi (O) i starymi (@) LKMO. Dane
przedstawiajg warto$ci srednie = SD. Wyniki pochodzg z badan przeprowadzonych na 3

osobnikach w kazdej grupie. RLU - wzgledne jednostki $§wietlne. Dla zachowania
przejrzystosci prezentacji, wykres przygotowano w skali logarytmiczne;.
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Ostatni pomiar bioluminescencji, emitowanej przez rozwinigte guzy zostat wykonany po
20 dniach od wszczepienia komorek, dzien przed planowang eutanazjg zwierzat.
Przeprowadzone poréwnanie dynamiki rozwoju guzéw wykazato, ze $redni przyrost
bioluminescencji odnotowany (mig¢dzy 5 a 20 dniem) dla zmian rozwini¢tych w obecnos$ci
starych LKMO byl wyzszy w pordwnaniu z guzami, wytworzonymi w obecnosci komoérek
mtodych (Rycina 50). Przeprowadzenie analizy statystycznej tych wynikow nie byto jednak
mozliwe, gdyz przebieg choroby spowodowal, iz z poczatkowych 7 osobnikéw, ktérym
wszczepiono mieszaniny komérkowe, sukcesywnie kolejne z nich umieraty, w efekcie czego

do konca eksperymentu przetrwaty tylko 3 myszy.
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Rycina 50. Poréwnanie dynamiki wzrostu guza jajnika w jamie otrzewnej po
wszczepieniu komorek OVCAR-3 z mlodymi (M, O) i starymi (S, m) LKMO. Dane
przedstawiaja wartosci $rednie £ SD. Wyniki pochodza z badah przeprowadzonych na 3
osobnikach w kazdej grupie. Dla zachowania przejrzystosci prezentacji, wykres
przygotowano w skali liniowej.
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Rycina 51. Porownanie sygnalu bioluminescencyjnego, emitowanego przez komorki
raka jajnika OVCAR-3 wszczepione dootrzewnowo myszom doswiadczalnym w
obecnosci mlodych i starych LKMO. Na rycinie przedstawiono obrazy uzyskane podczas
monitoringu rozwoju zmian nowotworowych u 3 reprezentatywnych osobnikow w kazdej z

grup.
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4.15.4. Histopatologiczna ocena zmian nowotworowych, wytworzonych w otrzewnej po
wszczepieniu komorek OVCAR-3 z mlodymi lub starymi LKMO

Badanie otrzewnej, przeprowadzone po eutanazji zwierzat wykazalo obecnos¢ guzéw,
ktére, po wybarwieniu przygotowanych z nich preparatow histologicznych metoda h+te,
zostaly zidentyfikowane jako zmiany nowotworowe. Wyksztalcone guzy najczescie]
lokalizowaly si¢ w obrebie sieci wigkszej, sporadycznie naciekaly takze na mig$nie
szkieletowe. Nie zaobserwowano natomiast réznic w lokalizacji guzéw pomiedzy
osobnikami obu grup badanych.

Liczba guzdéw, stwierdzonych w otrzewnej zwierzat, ktorym wszczepiono komorki
OVCAR-3 z mtodymi LKMO wynosita 1,0 £ 1,0, natomiast w przypadku zwierzat, ktorym
komorki rakowe wszczepiono wraz ze starymi LKMO, wynosita 2,3 + 0,6 (P>0,05). Badania
srednicy guzoéw pokazaly jeszcze wigksza rdznice migdzy grupami. Mianowicie, $rednica
zmian wyksztatconych po wszczepieniu komoérek nowotworowych wraz z mtodymi LKMO
wynosita 0,15 + 0,05 cm, natomiast po ich wszczepieniu w obecno$ci komorek starych,
wartos¢ ta wynosita 0,56 + 0,14 cm (P>0,05) (Rycina 52).

Reprezentatywne zdjecia makroskopowe i1 mikroskopowe (barwienie h+e) guzéw,
usunietych z otrzewnej myszy po implantacji komoérek OVCAR-3 z mlodymi lub starymi
LKMO przedstawione zostaty na Rycinach 53 i 54.
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Rycina 52. Poréwnanie liczby (A) i $Srednicy (B) guzéw rozwinietych w otrzewnej myszy
po wszczepieniu komérek OVCAR-3 z mlodymi (M, O) i starymi (S, m) LKMO. W
przypadku zmian nie majacych formy kulistej, jako $rednice traktowano usredniony wynik
pomiaru dwoch najdtuzszych osi guza. Dane przedstawiaja wartosci srednie + SD. Wyniki
pochodzg z badan przeprowadzonych na 3 osobnikach w kazdej grupie.
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Rycina 53. Morfologia guzéw usunietych z jamy otrzewnej reprezentatywnego
osobnika, ktéremu wszczepiono mieszanine komorek raka jajnika OVCAR-3 z
mlodymi (zdjecie gorne) i starymi (zdjecie dolne) LKMO.
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Rycina 54. Reprezentatywne zdjecia ilustrujace wynik barwienia h+e preparatow,
przygotowanych z guzow usuni¢tych z otrzewnej myszy, ktorym wszczepiono
mieszaniny komorek OVCAR-3 z mlodymi (zdje¢cie gorne) lub starymi (zdjecie dolne)
LKMO. Opis preparatu: komoérki nowotworowe (a), miesien szkieletowy (b), proces
zapalny na obwodzie guza (c), komorki mezotelium otrzewnowego (d), tkanka thuszczowa
(e), komorki trzustki (f), naciek zapalny w obrebie tkanki thuszczowej (g).
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4.15.5. Bioluminescencyjna ocena rozwoju zmian nowotworowych w otrzewnej po
wszczepieniu komorek SKOV-3 z mlodymi lub starymi LKMO

Krzywa, przedstawiajgca usredniony sygnal bioluminescencyjny, emitowany przez
komorki nowotworowe SKOV-3 wszczepione wraz ze starymi LKMO bieglta w wyrazny
sposob nad krzywa, odpowiadajaca bioluminescencji komoérek nowotworowych,
wszczepionych w obecnosci mtodych komoérek mezotelialnych. Tak jak 1 w przypadku
dwoch wezesniej badanych linii komorek rakowych, i w tym przypadku duze wartosci SD,
bedace wynikiem znaczacych réznic miedzyosobniczych w tempie rozwoju guzow,
spowodowaty brak mozliwosci wykazania roznic istotnych statystycznie za pomocg
wieloczynnikowej analizy wariancji. Trzeba jednak nadmieni¢, ze $rednia bioluminescencja
emitowana przez tkanke nowotworowa, rozwini¢ta w obecnosci starych LKMO byla wyzsza

w kazdym z badanych punktéw czasowych (Rycina 55).

1074 O SKOV-3 + miode LKMO
@ SKOV-3 + stare LKMO
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Rycina 55. Poréwnanie krzywych wzrostu guza jajnika w jamie otrzewnej po
wszczepieniu komoérek SKOV-3 z mlodymi (O) i starymi (@) LKMO. Dane
przedstawiaja wartosci $rednie £ SD. Wyniki pochodza z badan przeprowadzonych na 6
osobnikach w kazdej grupie. RLU - wzgledne jednostki $wietlne. Dla zachowania
przejrzystosci prezentacji, wykres przygotowano w skali logarytmiczne;.
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Podobnie jak w przypadku komérek OVCAR-3, w tej grupie do§wiadczen ostatni pomiar
bioluminescencji emitowanej przez tkanke nowotworowa nastgpit w 20 dniu eksperymentu.
Badania skoncentrowane na poréwnaniu dynamiki rozwoju guzéw wykazaty, ze $redni
przyrost bioluminescencji (mi¢dzy 5 a 20 dniem), odnotowany dla zmian nowotworowych
rozwinigtych w obecnosci starych LKMO byt ponad dwukrotnie wyzszy (P<0,05) w

poréwnaniu z guzami, wytworzonymi w obecnosci komorek mtodych (Rycina 56).
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Rycina 56. Poréwnanie dynamiki rozwoju guza jajnika w jamie otrzewnej po
wszczepieniu komorek SKOV-3 z mlodymi (M, 0O) i starymi (S, m) LKMO. Dane
przedstawiajg wartosci srednie = SD. Wyniki pochodzg z badan przeprowadzonych na 6
osobnikach w kazdej grupie. Symbolem * oznaczono rdznice istotne statystycznie w
poroOwnaniu z guzami, wytworzonymi w obecno$ci komoérek mtodych. Dla zachowania
przejrzystosci prezentacji, wykres przygotowano w skali liniowej.
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SKOV-3+mtode LKMO SKQOV-3+stare LKMO
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Rycina 57. Porownanie sygnalu bioluminescencyjnego, emitowanego przez komorki
raka jajnika SKOV-3 wszczepione dootrzewnowo myszom doswiadczalnym w
obecnosci mlodych i starych LKMO. Na rycinie przedstawiono obrazy uzyskane podczas
monitoringu rozwoju zmian nowotworowych u 3 reprezentatywnych osobnikow w kazdej z

grup.
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4.15.6. Histopatologiczna ocena zmian nowotworowych, wytworzonych w otrzewnej po
wszczepieniu komérek SKOV-3 z mtodymi lub starymi LKMO

Inspekcja otrzewnej po eutanazji zwierzat wykazala obecno$¢ guzéw, ktore zostaly
nastepnie zidentyfikowane mikroskopowo, po wybarwieniu przygotowanych z nich
preparatow metoda hte, jako zmiany nowotworowe. Najczestszym miejscem lokalizacji
guzow w obu grupach byla sie¢ wicksza. Czg$¢ guzdw przylegata takze do jelit i watroby. W
wigkszosci przypadkow, guzy cechowaty si¢ silnym otorebkowaniem.

Poréwnanie liczby guzoéw rozwinigtych w otrzewnej myszy po wszczepieniu komorek
nowotworowych wraz z mtodymi lub starymi LKMO wykazalo, ze w drugiej grupie
eksperymentalnej jest ich ponad dwukrotnie wigcej (2,1 £ 1,3 vs. 5,6 + 3,9; P<0,04).
Badania $rednicy guzow dowiodly z kolei, ze zmiany wytworzone w obecnosci mtodych
LKMO byty pod tym wzgledem identyczne ze zmianami, powstatymi w obecno$ci komorek
starych (0,4 + 0,2 cm) (Rycina 58).

Reprezentatywne zdjecia makroskopowe i mikroskopowe (barwienie h+e) guzdw,
usunietych z otrzewnej myszy po wszczepieniu im komoérek SKOV-3 z mlodymi lub starymi

LKMO przedstawione zostaty na Rycinach 59 i 60.
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Rycina 58. Porownanie liczby (A) i Srednicy (B) guzow rozwini¢tych w otrzewnej myszy
po wszczepieniu komorek SKOV-3 z mlodymi (M, O) i starymi (S, m) LKMO. W
przypadku zmian nie majacych formy kulistej, jako srednice traktowano usredniony wynik
pomiaru dwoch najdtuzszych osi guza. Dane przedstawiajg warto$ci srednie = SD. Wyniki
pochodzg z badan przeprowadzonych na 6 osobnikach w kazdej grupie. Symbolem *
oznaczono roznice istotne statystycznie w porOwnaniu z guzami, wytworzonymi w
obecnosci komoérek mtodych.
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Rycina 59. Morfologia guzow usunietych z jamy otrzewnej reprezentatywnego
osobnika, ktoremu wszczepiono mieszaning komorek raka jajnika SKOV-3 z mlodymi
(zdjecie gérne) i starymi (zdjecie dolne) LKMO.
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Rycina 60. Reprezentatywne zdje¢cia ilustrujace wynik barwienia h+e preparatow,
przygotowanych z guzow usunietych z otrzewnej myszy, ktérym wszczepiono
mieszaniny komérek SKOV-3 z mlodymi (zdjecie gorne) lub starymi (zdjecie dolne)
LKMO. Opis preparatu: komoérki nowotworowe (a), migsien szkieletowy (b), odczyn
zapalny (limfocytarny) wokoét guza (c), ogniska zapalne w obrgbie guza (d).
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5. DYSKUSJA

Czestos¢ zachorowania na raka jajnika, jak rowniez stopien agresywnos$ci, w tym
wewnatrzotrzewnowej, komorek zlosliwych rosng wyktadniczo wraz z wiekiem, czego
odzwierciedleniem jest m.in. fakt, ze ponad 50% przypadkow tego nowotworu wystepuje u
kobiet w wieku 65 lat lub starszych [246;247]. Co ciekawe jednak, poza samg konstatacja
tego faktu, dane literaturowe nie dostarczaja satysfakcjonujacej odpowiedzi na pytanie o
powod towarzyszacej starzeniu eskalacji choroby nowotworowej jajnika. Mozna odnies¢
wrazenie, ze kwestia ta jest nawet nieco bagatelizowana, czego przyktadem jest m.in. praca
Lukanovej i Kaaksa, w ktorej autorzy przytaczaja dane demograficzne i prezentuja szkic
obrazujacy wzrost czestosci zachorowan na rézne histologicznie typy rakéw jajnika wraz z
wiekiem, nie odnoszac si¢ w tresci swej publikacji do przyczyny takiego stanu rzeczy [4].
Inni badacze powotujg si¢ z kolei na ,,niewyjasniony zwigzek” migdzy starzeniem a biologia
komoérek nowotworowych lub wrgcz na pewne zaniechania terapeutyczne, ktérych moga
doswiadcza¢ osoby starsze [248]. Z punktu widzenia wiedzy, jaka dysponujemy odno$nie
roli uktadu hormonalnego w etiologii raka jajnika, za wysoce prawdopodobng mozna takze
uznaé towarzyszacg procesowi starzenia dysfunkcje tego ukladu, w tym wystgpujacy w
okresie okoto- i postmenopauzalnym wzrost poziomu gonadotropin [162;249]. Duze
znaczenie ma z pewnoscig rowniez czas, niezbedny do nagromadzenia si¢ odpowiedniej
liczby onkogennych mutacji [153].

W kontek$cie powyzszych rozwazan, daje si¢ zauwazy¢ niedostatek wiedzy na temat
znaczenia mikrosrodowiska tkankowego, jako czynnika moggcego determinowaé tempo
progresji raka jajnika. Przemawia za tym m.in. szereg doniesien (zebranych w pracy
przegladowej Karagiannis i wsp. [250]), stanowigcych o niebagatelnej roli, jaka fibroblasty
zwigzane z rakiem (ang. cancer-associated fibroblasts, CAFs) odgrywaja w rozwoju
nowotworow zlos§liwych, szczego6lnie raka piersi. W ostatnich latach, upatruje si¢ coraz
wigkszego znaczenia mikrosrodowiska 1 heterogennych oddziatywan migdzykomorkowych
takze w patogenezie raka jajnika [251]. Koncepcja mowiaca o istotnej roli mikrosrodowiska
tkankowego nabrata dodatkowego znaczenia, gdy zespol kierowany przez Judith Campisi
wykazatl, ze stare fibroblasty, ktore jak wiadomo gromadzg si¢ w tkankach wraz z wiekiem
[89], mogg pobudzaé¢ proliferacjc komorek raka piersi in vitro oraz rozwdj guzow
nowotworowych u zwierzat do§wiadczalnych in vivo znaczaco silniej niz komoérki miode

[136]. Odkrycie to, potwierdzone nastepnie przez inne zespoty [137;252], sktonito nas do
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postawienia hipotezy, ze stare komorki mezotelium otrzewnowego (LKMO), ktore takze
gromadza si¢ w obrebie sieci wigkszej wraz z wiekiem [91], moga przyczyniaé¢ si¢ do
nasilenia tempa wewnatrzotrzewnowej progresji raka jajnika. Przyjecie tego zatozenia bylo o
tyle zasadne, ze sie¢ wigksza jest miejscem szczeg6lnie czgsto zasiedlanym przez komorki
rakowe, co utozsamiane jest z obecno$cig tam tzw. milky spots, tj. struktur bogatych w
komorki uktadu odpornosciowego 1 podscieliska, o bogatym unaczynieniu, wysytajacych w
kierunku komorek nowotworowych sygnaly chemotaktyczne [253]. Rola LKMO w
powstawaniu i funkcjonowaniu milky spots w obrgbie sieci wigkszej nie jest jasna, jednak
biologiczne znaczenie tych struktur wpisuje si¢ w obserwacje, ze stare LKMO wydzielaja do
srodowiska zwigkszone iloSci czynnikéw angiogennych, ktore efektywnie pobudzaja
proliferacj¢ komorek $rodbtonka naczyniowego [254]. Potwierdzeniem zwiazku migdzy
starzeniem si¢ LKMO a progresja raka jajnika byla takze obserwacja, iz zmiany fenotypowe
zachodzace w komorkach starych sprzyjaja adhezji komorek nowotworowych w warunkach
in vitro [229].

Trzeba jednak mie¢ na uwadze, ze adhezja jest tylko jednym z elementow zlozonego
zjawiska, jakim jest powstawanie przerzutow nowotworowych [255], a pobudzenie tego
procesu przez stare LKMO nie uprawnia do stwierdzenia, ze ostateczny efekt dziatania tych
komoérek w zlozonym uktadzie biologicznym bedzie si¢ przejawial nasileniem progres;ji
nowotworu. W zwigzku z tym, aby jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, czy stare
LKMO mogg pobudzaé rozwoj przerzutow raka jajnika w jamie otrzewnej, przeprowadzono
kompleksowe badania, w ktorych oceniono wplyw tych komoérek na proliferacje, migracjeg 1
inwazyjno$¢ in vitro trzech najbardziej uznawanych w literaturze (wg [256]) komoérkowych
modeli raka jajnika (tj. A2780, OVCAR-3, SKOV-3) oraz ich wplyw na rozwdj guzéw
nowotworowych w jamie otrzewnej zwierzat laboratoryjnych in vivo. Fenomenologiczng
oceng¢ zjawisk modelowanych w warunkach hodowlanych uzupeiniono dodatkowo o badania
mechanistyczne, ukierunkowane na identyfikacj¢ mediatoréw dziatania starych LKMO.

Pierwszym elementem przeprowadzonych badan in vitro bylo okreslenie wplywu
starzenia si¢ LKMO na proliferacje komorek nowotworowych. Badanie to, przeprowadzone
z uzyciem techniki radioizotopowej, cytometrycznej i fluorescencyjnej, jednoznacznie
potwierdzito, ze stare LKMO pobudzaja tempo podzialow komorek raka jajnika duzo
bardziej wydajnie niz czynig to komorki mtode. Co istotne, stymulujacy wptyw starych
komorek mezotelialnych nastgpowal zaré6wno poprzez parakrynne dzialanie czynnikéw

rozpuszczalnych, wydzielanych przez nie do srodowiska hodowlanego, jak réwniez poprzez
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bezposrednie oddziatywania typu komorka prawidtowa-komorka nowotworowa. Procz
przywolanych wczesniej wynikow doswiadczen na starych fibroblastach i komorkach raka
piersi [136], uzyskane w niniejszej rozprawie dane sg zgodne z doniesieniem innych
zespolow, w tym Papadopoulou i1 Kletsas, ktorzy dowiedli, ze fibroblasty ktorych
przedwczesne starzenie wywotano ekspozycja na promieniowanie jonizujace promujg
proliferacje raka ptuca linii A549 i H1299 efektywniej od komoérek miodych [257]. Co
jednak wazne, autorzy drugiej z przywolanych publikacji dowodza, ze pronowotworowe
dziatanie komorek starych zachodzi wylacznie wskutek bezposrednich interakcji miedzy
komorkami prawidlowymi i nowotworowymi, co w kontek$cie wynikow uzyskanych w
niniejszej rozprawie, jak rowniez badan Krtolicy i wsp. [136] moze sugerowaé, ze
mechanizm, poprzez ktory komorki stare moga wptywaé¢ na komoérki nowotworowe moze
by¢ uzalezniony od typu nowotworu. Warto takze wspomnie¢ o wynikach Lawrenson i wsp.,
ktérzy dowiedli, ze stare fibroblasty pobudzaja transformacj¢ neoplastyczng oraz aktywno$¢
podzialowa unie$miertelnionych komoérek nabtonka jajnika (iOSE), czynigc to zaréwno w
sposob zalezny od oddzialywan mi¢dzykomoérkowych, jak rowniez od wplywu czynnikow
obecnych w medium [258].

Poréwnujac site efektéw wywieranych za posrednictwem obu w.w. mechanizmdéw mozna
stwierdzi¢, ze wzrost proliferacji, wynikajacy z bezposredniej interakcji komorek
nowotworowych ze starymi LKMO byt silniejszy od wzrostu mediowanego dziataniem
czynnikéw rozpuszczalnych. Obserwacja ta jest zgodna z danymi, uzyskanymi wczes$niej
przez Krtolice i wsp., ktorzy badajac wptyw starych fibroblastéw na komorki raka piersi
stwierdzili, ze efekty bezposrednich oddziatywan typu komorka-komoérka sa nawet
dziesieciokrotnie silniejsze od wplywu czynnikoéw zawartych w medium [136]. W
przypadku testowanych w niniejszej rozprawie komorek raka jajnika, réznica migdzy
efektami bezposrednich oddziatywan migdzy komoérkami a wplywem medium nie byla az
tak duza (przecigtnie byta to roznica dwukrotna), czego przyczyny mozna upatrywac przede
wszystkim w r6znych modelach komorkowych, wykorzystanych w przywotanej pracy oraz
niniejszej rozprawie.

Odrebng kwestig jest natomiast, iz badajac dziatanie czynnikow rozpuszczalnych dato si¢
zauwazy¢, ze cho¢ wpltyw komorek starych byt ewidentny w kazdej z testowanych linii
komorek rakowych, reakcja poszczegdlnych linii na pobudzajace dziatanie czynnikéw
generowanych przez stare LKMO byla w swej skali do$¢ zréznicowana. Najsilniejsza

odpowiedz stwierdzono dla komoérek A2780, umiarkowang dla SKOV-3, a najstabszg dla
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komorek OVCAR-3, co jest o tyle interesujace, ze efekty te Scisle korespondujg z dynamika
proliferacji, typowa dla danego typu komorek nowotworowych. Innymi stowy, komorki
ktére dzielg si¢ najszybciej, w najwyzszym stopniu zareagowaly na pobudzajace dziatanie
mitogenoéw wydzielonych przez stare LKMO, natomiast komorki ktére dzielg si¢ najwolniej,
zareagowaly w sposob najmniej spektakularny. Cho¢ powodow takiego stanu rzeczy jest z
pewnoscig wiele, prawdopodobnym jest, ze jednym z nich moze by¢ zréznicowana ekspresja
receptorow dla czynnikow, mogacych modulowa¢ zjawisko proliferacji, np. CXCLS8/IL-8
lub IL-6 [204]. Odrgbna kwestig jest specyfika molekularna danej linii nowotworowej, na
ktora sktadajg si¢ m.in. mutacje w genach kontrolujacych progresje¢ cyklu komorkowego, np.
mutacje genow BRAF i PTEN, obecne w komodrkach A2780 i SKOV-3, lecz nie w OVCAR-
3 lub mutacja genu TP53, cechujaca z kolei tylko linie OVCAR-3 [256].

Drugim wyktadnikiem progresji komorek raka jajnika, ktory poddano ocenie byl proces
ich migracji przez blony poliweglanowe w kierunku chemotaktycznego dziatania medium
kondycjonowanego, generowanego przez komorki mezotelialne. Pobudzajacy migracje
komorek raka jajnika A2780 i SKOV-3 wplyw medium pochodzenia mezotelialnego
opisywany byl w literaturze juz wczesniej [211], jednak w niniejszych badaniach obserwacje
te¢ rozszerzono o fakt, ze medium wytworzone przez stare LKMO wywiera silniejsze
dzialanie chemotaktyczne w stosunku do komorek nowotworowych niz medium
pochodzacych z hodowli komorek mtodych. Wczesniej, pobudzajace migracj¢ dziatanie
komorek starych (fibroblastoéw) opisano takze w odniesieniu do uniesmiertelnionych
komorek nabtonka gruczotu piersiowego, a efekt ten powigzano przyczynowo z nasilong
wewnatrzkomoérkowa degradacja biatka Tiam1 1 wzrostem wydzielania do Srodowiska biatka
osteopontyny [259].

Zarébwno autorzy przywotanej wyzej pracy, jak rowniez zespot zajmujacy si¢
wspolzaleznoscig migdzy starymi fibroblastami a progresja neoplastyczng komorek OSE
[258] odnotowali, ze komorki stare, procz dziatania chemotaktycznego, maja takze zdolnosé
pobudzania procesu bezposredniej inwazyjnosci komorek nowotworowych. Zjawisko to
bowiem, w odroznieniu od procesu migracji, napgdzanego gtownie gradientem
chemotaktycznym, wymaga zdolnosci komorek nowotworowych do degradowania struktur
macierzy pozakomorkowej i1 ich aktywnego ruchu poprzez warstwy biologiczne, m.in.
utworzone przez komorki nablonkowe Iub komoérkowe i niekomorkowe elementy
podscieliska [260]. Oceny inwazyjnosci komorek raka jajnika dokonano i w niniejszej

rozprawie, porownujac efektywnos¢ penetracji przez te komorki monowarstwy mtodych lub
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starych LKMO oraz spoczywajacej pod nimi warstwy biatek ECM — Matrigelu. 1 w tym
przypadku przeprowadzone badania wykazaty, ze inwazyjnos¢ komorek nowotworowych
poprzez stare LKMO jest bardziej efektywna niz przez komoérki mtode. Efekt ten mozna
czg$ciowo tlumaczy¢ obnizeniem ,,szczelno$ci” potaczen miedzykomorkowych pomiedzy
starymi LKMO, wynikajgcego ze zmniejszenia ekspresji biatka potaczen szczelinowych,
koneksyny 43 (nieopublikowane dane z zasoboéw Katedry i Zaktadu Patofizjologii). Jest
takze prawdopodobne, ze pewna role moze takze odgrywac zdolnos¢ starych LKMO do
wydzielania do $rodowiska zwigkszonych ilosci transformujacego czynnika wzrostu 1
(TGF-B1), uznawanego za jeden z gltdéwnych mediatoréw transdyferencjacji epitelialno-
mezenchymalnej (EMT) [261]. Majac jednak na uwadze, ze czas kontaktu LKMO z
komoérkami rakowymi w trakcie prowadzenia testu wnosit tylko 24 godziny, znaczenie
czynnikow wydzielanych lokalnie do srodowiska przez komoérki prawidtowe wydaje si¢ by¢
jednak mocno ograniczone.

Zwigkszona progresja (proliferacja/migracja/inwazyjno$¢) komorek raka jajnika pod
wpltywem dzialania starych LKMO moze by¢ jednak zwigzana nie tylko ze specyfika
medium generowanego przez stare LKMO lub z okreslonymi cechami komorek starych, lecz
takze ze zmianami zachodzacymi na poziomie ekspresji genéw oraz syntezy ich biatkowych
produktow w samych komoérkach nowotworowych. Udato si¢ bowiem wykaza¢, ze komorki
nowotworowe, poddawane dziataniu mediéw kondycjonowanych z hodowli starych LKMO
cechujg si¢ wzrostem poziomu ekspresji szeregu genow, zaangazowanych w przebieg cyklu
komorkowego, adhezje, chemotaksje, migracje, przebieg reakcji zapalnej, angiogenez¢ oraz
syntez¢ 1 przebudowe¢ struktur ECM. Co wigcej, wiele z tych czynnikow (chemokiny
CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8 oraz mitogeny HGF oraz VEGF) jest nastgpnie wydzielanych
w zwiekszonych stgzeniach do S$rodowiska przez komorki nowotworowe, co moze
przyczynia¢ si¢ do amplifikacji okreslonych elementow ich progresji na drodze autokrynne;.
Przyktadowo, HGF, ktorego wydzielanie przez komorki A2780 wzrosto w sposob znaczacy
w wyniku dziatania medium, generowanego przez stare LKMO, jest czynnikiem mogacym
zwigkszaé proliferacj¢ [262] i inwazyjnos¢ komorek raka jajnika [263]. Z kolei zwigkszone
wydzielanie CXCLB8/IL-8 moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu opornosci komorek rakowych
(szczegolnie A2780 1 SKOV-3) na dziatanie kluczowych chemioterapeutykéw, tj.
paklitakselu i cisplatyny [264]. Z punktu widzenia postepu choroby, omawiane zjawisko
zapewnia komoérkom nowotworowym swoistag autonomi¢ wzgledem otaczajacych je

komorek prawidtowych [265]. W kontek$cie patogenezy wewnagtrzotrzewnowych
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przerzutdw raka jajnika mozna je wregcz rozpatrywac jako element pewnej celowej kaskady
zdarzen, ktora zostata zainicjowana parakrynnym dziataniem starych LKMO, a ktérej celem
jest utrwalenie w komoérkach nowotworowych okreslonych wyktadnikow progresji, na
wypadek ustania pobudzajacego wptywu komorek starych, np. wskutek ich apoptozy i
eliminacji z tkanki otrzewnej. Dane literaturowe wskazuja, ze autokrynna stymulacja
rozwoju raka jajnika jest zjawiskiem istotnym dla niemal kazdego elementu progres;ji
choroby [266].

Wracajac natomiast do kwestii zasadniczej, tj. pronowotworowego wplywu medium,
generowanego przez stare LKMO, wydaje si¢ by¢ prawdopodobnym, ze dziatanie to jest
pochodng zmienionej czynno$ci komoérek starych, a konkretnie rozwoju tzw. fenotypu
wydzielniczego (SASP), opisanego wczesniej w starych fibroblastach [267], keratynocytach
[268] 1 komorkach nablonka drog zotciowych [269]. Wg niedawnych badan,
przeprowadzonych na ludzkich fibroblastach, to wtasnie SASP, wywolywany indukcja
szlakow odpowiedzi na uszkodzenia DNA (ang. DNA damage response; DDR) [102] i/lub
specyficznymi dla procesu starzenia zmianami konformacji chromatyny jadrowej [103], lezy
u podloza nasilonej dynamiki rozwoju zmian nowotworowych in vivo. W niniejszej
rozprawie, istnienie SASP w starych LKMO oceniono w sposob kompleksowy, analizujac
zardbwno zmiany ekspresji genéw (metodg mikromacierzy potwierdzang ilosciowa metoda
PCR), jak roéwniez stgzenie rozpuszczalnych form ich biatkowych produktow w medium
kondycjonowanym (metodg immunoenzymatyczng). Przeprowadzone badania wykazaty, ze
stare LKMO cechuja si¢ podwyzszong ekspresja szerokiego wachlarza gendéw, kodujacych
czynniki mogace nasila¢ progresj¢ choroby nowotworowej, w tym mediatory adhezji z grupy
integryn, czynniki proangiogenne (np. CXCLB8/IL-8, VEGF) i prozapalne (np. CCL2/MCP-
1, ICAM-1, IL-6), jak rowniez biatka zaangazowane w synteze¢ i przebudowe struktur ECM
(np. MMP-3, TGF-B1, t-PA). Profil genow, ktorych ekspresja ulegta podwyzszeniu w trakcie
replikacyjnego starzenia si¢ LKMO jest zgodny z danymi, uzyskanymi dla innych typow
komorek, w tym fibroblastow, komorek nablonka barwnikowego siatkowki i1 komorek
srodblonka naczyniowego [270].

Kluczowym z punktu widzenia interakcji miedzy komorka mezotelialng a komorka
nowotworowg jest natomiast spostrzezenie, ze bialkowe produkty wielu gendéw, o ktorych
mowa powyzej sa wydzielane do $rodowiska hodowlanego (i prawdopodobnie takze
tkankowego in vivo) w zwigkszonych stezeniach przez stare LKMO, przyczyniajgc si¢ tym

samym do pobudzenia oméwionych wezesniej wyktadnikow progresji raka jajnika na drodze
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parakrynnej. Do grupy tych czynnikéw nalezg: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1, CXCLS/IL-
8, fibronektyna, IL-6, MMP-3, PAI-1, TGF-B1, TSP-1, ICAM-1, u-PA i VEGF. Wzrost
sekrecji tych biatek przez komorki stare jest zgodny z obserwacjami innych zespotow, ktore
opisaty m.in. wzmozone wydzielanie do srodowiska CXCLS/IL-8 i IL-6 [271], fibronektyny
[272], MMP-3 i u-PA [273] oraz VEGF [140] przez stare fibroblasty, jak rowniez nasilong
sekrecjg CCL2/MCP-1 [274], CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8 i IL-6 [275] przez stare
komorki nablonkowe.

Koniecznym jest w tym miejscu takze stwierdzenie, ze niemal kazdy z wyzej
wymienionych czynnikéw zostat uprzednio rozpoznany jako mediator okreslonych cech
komorek nowotworowych, w tym proliferacji (CXCL1/GRO-1 [276], CXCLB8/IL-8, IL-6
[204], u-PA [277], VEGF [278]), migracji (fibronektyna [279]) i inwazyjnosci (CCL2/MCP-
1 [280], PAI-1 [208], TGF-B1 [281]) roznych linii komodrek raka jajnika. Niektore z nich
dziataja w sposdb synergistyczny, jak na przyktad TGF-B1, ktory stymuluje produkcje PAI-1
[208], lub TSP-1, aktywujaca latentng form¢ TGF-B1 [282]. Tylko w przypadku niektorych z
omawianych czynnikéw, ich wplyw na rozw6j choroby nowotworowej jajnika jest
niejednoznaczny, czego przyktadem moze by¢ IL-6, ktora wedlug czesci autorOw moze
pobudza¢ podziaty komorek [283], a wedlug innych, jej neutralizacja pozostaje bez wptywu
na tempo proliferacji [284].

Odnoszac si¢ do kwestii Sciezki sygnatowej, mogacej leze¢ u podtoza rozwoju SASP w
komorkach mezotelialnych mozna spekulowaé, ze funkcje t¢ moze pelni¢ aktywacja kinazy
p38 MAPK, bedacej jednym z niedawno odkrytych stymulatorow SASP w fibroblastach
[105]. Pewne znaczenie moze odgrywac takze aktywnos$¢ RFT, zidentyfikowanych jako
induktory aktywno$ci p38 MAPK [229], czego potwierdzeniem byto obnizenie sekrecji
fibronektyny, TGF-B1 i VEGF przez stare LKMO po ich ekspozycji na substancje o
wlasciwosciach antyoksydacyjnych [229;244;285].

Zidentyfikowawszy czynniki, mogace przyczynia¢ si¢ do nasilonej proliferacji i migracji
komorek raka jajnika pod wptywem medium kondycjonowanego, wygenerowanego przez
stare LKMO, przeprowadzono eksperymenty, ktorych celem bylo okreSlenie wpltywu
egzogennych, rekombinowanych form tych czynnikow na efektywno$¢ proliferacji i migracji
komorek A2780, OVCAR-3 i SKOV-3. W toku tych badan oceniono odpowiedz komoérek
zalezng od dawki czynnika (ang. dose-response), stosujac stgzenia korespondujace z
wartosciami stwierdzonymi w probkach medium, jak réwniez oceniono reakcje komorek na

badany czynnik w funkcji czasu (ang. time-course), wykorzystujac jako najdtuzszy przedziat
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czasowy warto$¢ 72 godzin, odpowiadajaca catkowitemu czasowi ekspozycji komoérek na
medium kondycjonowane. Przeprowadzone badania wykazaly, ze wplyw analizowanych
czynnikow ma charakter komorkowo-specyficzny, czego odzwierciedleniem byta inna dla
kazdej linii komodrkowej kompozycja mediatorow nasilajacych oba wyktadniki ich progresji.
I tak, w przypadku komorek A2780, proliferacja wzrosta pod wptywem: CXCL1/GRO-1
[286], CXCLS8/IL-8 [287], fibronektyny, IL-6 [288] i u-PA, natomiast migracja, pod
wptywem: CXCL1/GRO-1, TGF-B1 i fibronektyny. Proliferacje¢ komérek OVCAR-3
pobudzaty: CXCL1/GRO-1 [276], CXCLS8/IL-8 [204], fibronektyna, IL-6 [204], SICAM-1 i
VEGF, natomiast migracj¢: CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8 i fibronektyna
[289]. W odniesieniu do komorek SKOV-3, wzrost proliferacji wywotywaty: CCL2/MCP-1,
CXCL1/GRO-1 [276], CXCLS8/IL-8 [287], fibronektyna, PAI-1, TGF-B1 i u-PA, natomiast
wzrost migracji: CCL2/MCP-1 [280], CXCLS8/IL-8, IL-6 [290], TGF-B1 i u-PA [291].

Jak wynika z powyzszego zestawienia, procz znanych juz z literatury mediatoréw
proliferacji i migracji komorek A2780, OVCAR-3 i SKOV-3 (czynniki opatrzone
referencja), w niniejszych badaniach udato si¢ zidentyfikowac kolejne czynniki, mogace
pobudza¢ te zjawiska. W niektérych przypadkach, uzyskane wyniki byly odmienne od
danych literaturowych, jak na przyktad mialo to miejsce w odniesieniu do pobudzajacego
migracj¢ komorek A2780 dziatania chemokiny CXCL1/GRO-1 [286]. Takze wykazane w
niniejszej rozprawie pobudzajace dziatanie fibronektyny na proliferacje komoérek SKOV-3
przeczy wczesniejszym doniesieniom, stanowigcym o braku wpltywu tego czynnika na
proliferacj¢ tej whasnie linii komoérek nowotworowych [279]. Cze$¢ z zaobserwowanych
réznic moze wynika¢ z odmiennych technik oceny dziatania poszczegdlnych czynnikow,
czego przykladem moze by¢ m.in. uzycie w niniejszej rozprawie ich egzogennych,
rekombinowanych form, w przeciwienstwie do wykorzystanej przez innych autorow techniki
transfekcji lentiwirusowej [286]. Inng przyczyng stwierdzonych réznic mogg byé tez
odmienne zakresy stezen testowanych czynnikow [279].

Udokumentowanie pobudzajacego proliferacj¢ i/lub migracj¢ wpltywu egzogennych,
rekombinowanych form wyszczegdlnionych wyzej czynniké4w nie uprawnia jednak do
wysunigcia wniosku, ze to wlasnie one, w takiej a nie innej konfiguracji, s3 odpowiedzialne
za pobudzajacy oba zjawiska wplyw medium kondycjonowanego z hodowli starych LKMO.
Aby ostatecznie wyjasni¢ t¢ kwestig, przeprowadzono dalsze badania interwencyjne, ktorych
istota bylo okreslenie zmian efektywnos$ci proliferacji 1 migracji komorek rakowych w

wyniku ich ekspozycji na rzeczone media, po ich uprzednim wzbogaceniu w specyficzne
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przeciwciala, neutralizujace potencjalne mediatory proliferacji i migracji. Efektem tych
badan byto zidentyfikowanie wilasciwych, rozpuszczalnych mediatoréw dziatania starych
LKMO. Dla proliferacji komorek okazaty si¢ nimi, odpowiednio: CXCL1/GRO-1, CXCL-
8/1L-8, IL-6 i fibronektyna (dla A2780); CXCLS8/IL-8, IL-6 i fibronektyna (dla OVCAR-3) i
CXCL1/GRO-1, CXCLS/IL-8 i fibronektyna (dla SKOV-3). W odniesieniu do procesu
migracji, wptyw starych LKMO odbywat si¢ poprzez: CXCL1/GRO-1 i TGF-B1 (dla
A2780); CXCL1/GRO-1, CXCLS8/IL-8 i fibronektyne (dla OVCAR-3) oraz CXCLS8/IL-8 i
IL-6 (dla SKOV-3). W kontekscie powyzszej obserwacji nalezy podkresli¢, ze wymienione
mediatory dzialajg w sposob synergistyczny, gdyz tylko jednoczesne unieczynnienie
wszystkich z nich (specyficznych dla danego procesu i linii komérkowej) spowodowato
catkowite zniesienie pobudzajacego wptywu komorek starych.

Na koniec rozwazan, poswieconych pronowotworowemu wplywowi czynnikdéw,
wydzielanych do srodowiska przez stare LKMO warto zwrdci¢ uwagg, ze opisany efekt byt
ograniczony tylko do komodrek nowotworowych. Aby bowiem oceni¢, czy nasilajace
proliferacje dziatanie medium kondycjonowanego, generowanego przez stare LKMO ma
charakter uniwersalny, czy komorkowo specyficzny, dziataniu tego medium poddano dwie
populacje prawidtowych komorek otrzewnej, tj. mtode LKMO 1 fibroblasty. Badania te
wykazaty, ze w obu przypadkach, ekspozycja komorek na media pochodzace ze starych
LKMO hamuje ich proliferacj¢ oraz nasila komorkowe starzenie. Co ciekawe, mediatorem
tych efektow okazat si¢ by¢ TGF-B1, ktory ulegt aktywacji dzieki aktywnosci TSP-1 [227].
Uzyskany wynik jest zgodny z danymi literaturowymi, w tym pochodzacymi z badan na
fibroblastach, ktore wykazaty, ze komorki stare pobudzajg proliferacje pre-neoplastycznych
komorek nabtonkowych oraz komorek raka piersi, jednak pozostajg bez wptywu na komorki
prawidlowe [136].

Istota kolejnej czesci badan, przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy, byta
proba potwierdzenia wynikéw uzyskanych na modelach komorkowych in vitro z
wykorzystaniem modelu zwierzecego in vivo. W swej istocie do§wiadczenia te polegaly na
dootrzewnowej implantacji myszom Scid specjalnie dobranych mieszanin komérkowych, w
sktad ktorych wchodzity mtode lub stare LKMO oraz badane linie komoérek raka jajnika w
stosunku 1:1. Nastepnie, rozwoj guzow nowotworowych w otrzewnej monitorowano za
pomoca nieinwazyjnego systemu obrazowania IVIS Spectrum, a po uptynigciu 21 dni
eksperymentu, zwierzeta poddawano eutanazji, a usuni¢te guzy poddawano ocenie

histopatologicznej. Zastosowany model badawczy, zar6wno w zakresie wykorzystanych
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myszy, jak rowniez dootrzewnowej drogi wszczepiania komorek byt zgodny z istniejgcymi
w tym zakresie danymi literaturowymi [292;293]. Jednoczesne dootrzewnowe wszczepienie
mtodych lub starych komodrek mezotelialnych wraz z komorkami raka jajnika, dokonane
celem monitoringu progresji tych drugich byto natomiast podejsciem nowatorskim. Do tej
pory, podobny zabieg wykonywano z uzyciem starych fibroblastow, ktére wszczepiano
podskornie zwierzetom modelowym wraz z komorkami raka piersi [137;252] lub raka pluca
[257].

Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaly, ze roznice w tempie progresji komorek
nowotworowych obserwowane in vitro przektadajg si¢ na dynamike rozwoju guzow w
otrzewnej zwierzat laboratoryjnych in vivo. Najlepszym tego przyktadem byly komorki
A2780, ktore dawaly guzy o najwigkszych rozmiarach i rozwijajace si¢ w najkrotszym
czasie, co bylo prawdopodobnie zwigzane z najwyzszym tempem ich proliferacji [294].
Takze wplyw starych komorek mezotelialnych na rozwdj zmian nowotworowych byl
najbardziej zauwazalny w ksenograftach, wyksztatconych po wszczepieniu komorek A2780
i SKOV-3. Dla tych bowiem linii komérkowych, dynamika rozwoju guza (A2780, SKOV-
3), jak réwniez liczba rozwinigtych zmian (SKOV-3) pod wptywem starych LKMO bytly
istotnie wyzsze w poréwnaniu z dziataniem komorek mtodych. W przypadku komorek linii
OVCAR-3 daje si¢ zauwazy¢ analogiczng tendencje¢, jednak mniejsza liczebno$¢ zwierzat w
tej grupie doswiadczalnej uniemozliwita przeprowadzenie pelnej analizy statystycznej
zaobserwowanych réznic.

Wydaje si¢ bardzo prawdopodobne, zZe nasilony rozwdj zmian nowotworowych w
otrzewnej moze by¢ zwigzany z wykazanym w badaniach in vitro fenotypem sekrecyjnym
starych LKMO. Przemawia¢ moga za tym m.in. badania zespotu Studebaker 1 wsp., ktorzy
wykazali, ze efektywno$¢ rozwoju guzéw piersi w podskdérnym modelu kancerogenezy u
myszy jest determinowana zdolnoscig starych fibroblastow do wydzielania do $rodowiska
IL-6 [295]. Do podobnych wnioskéw doszli takze Liu i Hornsby, ktorzy dowiedli, ze wptyw
starych fibroblastow na wielkos¢ wyksztalconych guzéw piersi u myszy zalezy od
wydzielania przez nie biatek z grupy metaloproteaz [137]. Nie do przecenienia wydaje si¢
by¢ takze zwigkszona zdolnos$¢ starych LKMO do wydzielania do $rodowiska szeregu
aktywnych biologicznie mediatorow angiogenezy (CCL2/MCP-1, CXCL1/GRO-1,
CXCLS8/IL-8, VEGF) [227;254], umozliwiajacych neowaskularyzacj¢ tkanki objgtej
procesem nowotworowym i dalszy postgp choroby. Wydaje si¢ to by¢ szczegolnie istotne w

kontekscie wynikéw badan Gerber 1 wsp., ktérzy wykazali, ze implantacja réznego typu
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komorek nowotworowych, w tym raka jajnika, w otrzewnej dotyczy przede wszystkim
rejonow o wysokiej gestosci naczyn krwionosnych [296].

Podsumowujac przeprowadzone w niniejszej rozprawie badania nalezy podkresli¢, ze sa
one pierwszym tak kompleksowym opracowaniem, dotyczacym wspotzaleznosci miedzy
procesem starzenia si¢ prawidtowego mezotelium otrzewnowego a wewnatrzotrzewnowa
progresja raka jajnika. Dzieki spojnos$ci wynikéw uzyskanych w badaniach in vitro i in vivo
mozna wysung¢ szereg wnioskow na temat przyczynowej roli starzenia komorkowego we
wzro§cie wewnatrzotrzewnowej agresywnosci nowotworu u 0sob starszych. Uzyskane dane
wydajg si¢ by¢ dobrym punktem wyjscia do dalszej, poglebionej analizy molekularnych
wspotzaleznos$ci migdzy starzeniem si¢ mezotelium a choroba nowotworowa, w tym analizy
sciezek sygnalowych laczacych oba zjawiska. Istotnym wydaje si¢ by¢ takze podjecie proby
udokumentowania obecno$ci starych komorek mezotelialnych w bliskim sgsiedztwie
komorek raka jajnika w tkance otrzewnej, jak rowniez okreslenie znaczenia starych komoérek
mezotelialnych w powstawaniu ptynu puchlinowego, ktorego gromadzenie si¢ jest cechg
duzej czesSci pacjentow w zaawansowanych stadiach choroby [297]. Wymienione
zagadnienia stang si¢ trescig kolejnych projektow badawczych, zaplanowanych do realizacji

w Katedrze 1 Zakladzie Patofizjologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
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6. WNIOSKI

1. Wzrost proliferacji, migracji i inwazyjnosci komorek raka jajnika pod wptywem starych
komorek mezotelium otrzewnowego in vitro, jak rowniez pobudzajacy wptyw tych komoérek
na rozwoj guzow nowotworowych w otrzewnej zwierzat do§wiadczalnych in vivo sugeruja,
ze nasilenie wewnatrzotrzewnowej progresji komorek raka jajnika u osob starszych moze
by¢ przyczynowo zwigzane z gromadzeniem si¢ i aktywnoscig w otrzewnej starych komorek

mezotelialnych.

2. Pronowotworowy wptyw starych komoérek mezotelialnych jest zwigzany zaréwno z ich
wlasciwosciami wydzielniczymi, jak réwniez z ich bezposrednimi oddzialywaniami z

komoérkami rakowymi.

3. Poniewaz kompozycja rozpuszczalnych mediatoréw, za posrednictwem ktérych stare
mezotelium pobudza progresje raka jajnika jest uzalezniona od uzytej do badan linii
komoérek nowotworowych, mozna stwierdzi¢, ze pronowotworowe dzialanie komorek

starych nie ma charakteru uniwersalnego, lecz komorkowo-specyficzny.

4. Wykazanie wplywu starzenia si¢ mezotelium otrzewnowego na progresj¢ raka jajnika jest
przestanka do podjecia poszukiwan nowych strategii terapeutycznych, ktére pozwola na
ograniczenie inwazyjnos$ci komorek nowotworowych w otrzewnej poprzez modulowanie

tempa starzenia si¢ oraz okreslonych cech fenotypowych komorek mezotelialnych.
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Cze$¢ wynikow badan, ujetych w niniejszej rozprawie zostata opublikowana w pracy:
,Bystander senescence in human peritoneal mesothelium and fibroblasts is related to
thrombospondin-1-dependent activation of transforming growth factor-f7”, autorstwa
Mikuta-Pietrasik J, Sosinska P, Janus J, Rubi§ B, Brewinska-Olchowik M, Piwocka K,
Ksigzek K., opublikowanej w czasopismie Int J Biochem Cell Biol 2013, 45(9): 2087-2096

Ponadto, wyniki tych badan zostaty zaprezentowane w formie prezentacji plakatowej pt.
"Senescent human peritoneal mesothelial cells promote the intraperitoneal development of
ovarian cancer metastasis", przedstawionej podczas 3rd World Congress on Reproduction,
Oxidative Stress and Antioxidants (Paryz, 2014) (autorzy: Sesinska P., Mikuta-Pietrasik J.,
Kucinska M., Piotrowska H., Murias M., Ksigzek K.).
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy pt.. ,,Wplyw procesu starzenia sie
ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wykladniki progresji raka jajnika w modelu
komérkowym i zwierzecym”. Praca ta zostata przeze mnie napisana samodzielnie (bez
jakiegokolwiek udzialu oséb trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury
przedmiotu 1 materiatow zrédtowych, stanowi ona prace oryginalng nie narusza praw
autorskich oraz dobr osobistych 0sob trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Os$wiadczam rowniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktore
zostaty uzyskane w sposéb niedozwolony prawem oraz nie byta dotychczas przedmiotem
zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem tytulu doktora nauk medycznych, a
ztozona przeze mnie ptyta CD zawiera elektroniczny zapis przedstawionej przeze mnie

pracy.

Jednoczes$nie o$wiadczam, ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej wymienionej pracy
bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu no$nikami, na ktorych
prace utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub najem egzemplarzy w
postaci elektronicznej, a nadto upowazniam Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pracy w zakresie
wprowadzania jej do pamigci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udostgpniania w
formie elektronicznej oraz drukowaneyj.

Imi¢ i nazwisko Patrycja Sosinska

Data, POdpIS......cccovererieieneninieiee e,

174



Wplyw procesu starzenia sie ludzkiego mezotelium otrzewnowego na wyktadniki progresji raka
Jjajnika w modelu komorkowym i zwierzecym

175



