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Wykaz stosowanych skrétow

A2780 — linia komoérkowa raka jajnika, ovarian cancer cell line

AIM2 — gen nieobecny w czerniaku, absent in melanoma 2

AP-1 — czynnik transkrypcyjny, transcription factor

AR — receptor androgenowy, androgen receptor

ATO — trdjtlenek arsenu, arsenic trioxide

BAX — regulator apoptozy, apoptosis regulator

BCRP — biatko opornosci raka piersi, breast cancer resistance protein

Biatka ABC — biatka opornosci wielolekowej nowotworow, multidrug resistance proteins

BRCA1L — gen podatnosci na raka piersi 1, breast cancer gene 1

BRCAZ2 — gen podatnosci na raka piersi 2, breast cancer gene 2

c-FOS - protoonkogen Fos, Fos proto-oncogene

c-JUN — protoonkogen Jun, Jun proto-oncogene

CAM-DR - oporno$¢ na leki indukowana adhezja komorek, cell adhesion mediated drug
resistance

CCNAL1 —cyklina A1, cyclin Al

CCNAZ2 —cyklina A2, cyclin A2

CCNEZ1 - cyklina E1, cyclin E1

CCNE2 — cyklina E2, cyclin E2

CDC6 — cykl podziatu komorek 6, cell division cycle 6

CDK2 — kinaza zalezna od cykliny 2, cyclin dependent kinase 2

CDK4 — kinaza zalezna od cykliny 4, cyclin dependent kinase 4

dCTP — trifosforan deoksycytydyny, deoxycytidine triphosphate

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa, extracellular matrix

FIGO — Migdzynarodowa Federacja Ginekologdéw i Potoznikéw, International Federation of
Gynecology and Obstetrics

GLOBOCAN — Swiatowy Rejestr Nowotworow, Global Cancer Observatory

HBOC — zespot dziedzicznego raka piersi i jajnika, hereditary breast-ovarian cancer syndrome

HDF — komorki ludzkich fibroblastow skornych, human dermal fibroblasts

HelLa — linia komdrkowa raka szyjki macicy, cervical cancer cell line

HGSOC - rak surowiczy jajnika o wysokiej ztosliwosci, high-grade serous ovarian carcinoma



HNPCC - dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany z polipowatoscig, hereditary non-
polyposis colorectal cancer

HNSCC - rak ptaskonablonkowy narzadoéw gltowy i szyi, head and neck squamous cell
carcinoma

HOC — zespot dziedzicznego raka jajnika, hereditary ovarian cancer syndrome

hTERT — odwrotna transkryptaza telomerazy, telomerase reverse transcriptase

HTZ — hormonalna terapia zastgpcza, hormone replacement therapy

IF116 — biatko 16 indukowane przez interferon gamma, interferon gamma inducible protein 16

IFN — interferon

IL-6 — interleukina 6, interleukin 6

IRF — czynnik regulacyjny interferonu, interferon regulatory factor

KRAS — protoonkogen KRAS, KRAS proto-oncogene

LGSOC - rak surowiczy jajnika o niskiej ztosliwosci, low-grade serous ovarian carcinoma

MDR — oporno$¢ wielolekowa, multidrug resistance

MLH2 — gen naprawy DNA, DNA mismatch repair gene

MMR — gen naprawy DNA, DNA mismatch repair gene

MSH1 — gen naprawy DNA, DNA mismatch repair gene

MSH2 — gen naprawy DNA, DNA mismatch repair gene

OS - czas catkowitego przezycia, overall survival

OVCAR-3 — linia komoérkowa raka jajnika, ovarian cancer cell line

P-gp — glikoproteina P, P-glycoprotein 1

PARP — polimeraza poli-adenozynodifosforanu rybozy, poly ADP-ribose polymerase

PAX8 — gen dla czynnika transkrypcyjnego, paired box gene 8

PCNA — antygen jadrowy komorek proliferujacych, proliferating cell nuclear antigen

PEAL — linia komoérkowa raka jajnika, ovarian cancer cell line

PEAZ2 — linia komorkowa raka jajnika, ovarian cancer cell line

PEO23 — linia komorkowa raka jajnika, ovarian cancer cell line

PFS — czas wolny od progresji choroby, progression-free survival

RA — kwas retinowy, retinoic acid

SiHa — linia komoérkowa raka szyjki macicy, cervical cancer cell line

SKOV-3 - linia komoérkowa raka jajnika, ovarian cancer cell line

TP53 — gen kodujacy biatko supresorowe p53, tumor protein P53 encoding gene

VEGF — czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego, vascular endothelial growth factor

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia, World Health Organization



1. Wstep

1.1. Epidemiologia raka jajnika

Nowotwory jajnika stanowiag jedno z najwickszych wyzwan w ginekologii onkologicznej.
Wedlug GLOBOCAN w 2020 roku raka jajnika rozpoznano u 313 959! pacjentek, natomiast
liczbe zgonow z jego powodu oszacowano na 207 2522,

W roku 2018 rak jajnika byt pigtym co do czgstosci wystepowania nowotworem u kobiet
w Polsce — po raku piersi, ptuca, jelita grubego i trzonu macicy — oraz czwartg co do czestoSci
przyczyng zgonoéw nowotworowych w Polsce — po raku ptuca, piersi i jelita grubego. Polska
nalezy do krajow 0 najwyzszej zachorowalnosci na raka jajnika na swiecie.

Standaryzowany wspoétczynnik zachorowalnosci na raka jajnika w Polsce w 2016 roku
wynosit 14,7/100 000, natomiast standaryzowany wspotczynnik umieralnosci w 2016 roku
wynosit 7,8/100 000%. Dla poréwnania na $wiecie W tym samym okresie standaryzowany
wspotczynnik zachorowalnosci wynosit 6,6/100 000, a standaryzowany wspotczynnik
umieralnoéci 3,9/100 000%.

1.2. Etiologia raka jajnika

Wiekszo$¢ rakoéw jajnika ma nieustalong etiologie, niemniej w okoto 5% przypadkow znane sg
czynniki istotnie zwickszajace ryzyko nowotworzenia. Na podstawie danych literaturowych
wyrdznia si¢ nastepujace czynniki ryzyka:

— nosicielstwo mutacji w genach BRCA1 i BRCA2 (okoto 15% wszystkich pacjentek z rakiem
jajnika jest nosicielkami mutacji BRCALl lub BRCA2; oszacowano, ze zyciowe ryzyko
zachorowania na raka jajnika dla genu BRCA1 wynosi 35-45%, natomiast dla genu BRCA2
15-25%);

— zespoly dziedzicznego raka piersi i jajnika®> (HOC — hereditary ovarian cancer, HBOC —
hereditary breast-ovarian cancer);

— zesp6t dziedzicznego raka jelita grubego niezwigzanego z polipowatoscia (zespot Lyncha,
HNPCC — hereditary non-polyposis colorectal cancer) (okoto 1% pacjentek z rakiem jajnika
jest nosicielkami mutacji w genach naprawy DNA [MMR — mismatch reapair], a zyciowe
ryzyko zachorowania na raka jajnika w tych przypadkach wynosi 3—14%5);

— bezdzietno$é”:



— estrogenows i estrogenowo-progesteronowa hormonalng terapi¢ zastepcza (HTZ) stosowang
u kobiet po menopauzie®;
— wczesng pierwsza miesigczke i pd6zng menopauze (powyzej 52 roku zycia);
— zesp6t policystycznych jajnikow?;
— endometrioze (endometrioza zwigksza ryzyko raka jasnokomoérkowego, endometrioidalnego
oraz surowiczego typu low-grade'©);
— otytos¢.
Do czynnikéw zmniejszajacych ryzyko wystegpowania raka jajnika naleza:
— karmienie piersig, ktorego taczny czas trwania wynosi powyzej 18 miesigcy;
— stosowanie antykoncepcji hormonalnej (ochronny efekt wzrasta z czasem stosowania
I utrzymuje sie¢ takze po zaprzestaniu jej stosowania);
— wyciecie jajnikow i jajowodow!?;
— wycigcie macicy;
— pdzna pierwsza miesiaczka,

— dieta o niskiej zawartoéci thuszczow™2.

1.3. Czynniki prognostyczne raka jajnika

Czynniki prognostyczne to cechy, ktore wskazujg na przewidywany przebieg naturalny
choroby i rokowanie. Wptywaja na czas wolny od progresji choroby (PFS — progression-free
survival) i czas catkowitego przezycia (OS — overall survival). Do podstawowych czynnikow
prognostycznych w raku jajnika naleza:

— czynniki zwigzane z pacjentka: wiek w chwili rozpoznania nowotworu oraz stan og6lny;

— stopien zaawansowania klinicznego wedtug FIGO (staging);

— typ histologiczny nowotworu;

— stopien zroznicowania histopatologicznego (grading);

— podtyp molekularny;

— masa pozostawionych tkanek nowotworowych (resztek) po pierwotnej operacji
cytoredukeyjnej®.

Nalezy doda¢, ze na rokowanie pacjentki ma wptyw do§wiadczenie zespotu lekarskiego.
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1.3.1. Czynniki zwiazane z pacjentka — wiek i stan ogolny

Waznym czynnikiem prognostycznym jest wiek chorej w chwili rozpoznania choroby.
Rokowanie u kobiet przed 60 rokiem zycia jest lepsze niz u kobiet starszych. Wynika to
z wickszego odsetka nowotwordow 0 granicznej ztosliwos$ci oraz rakow wysokozroznicowanych
rozpoznawanych w grupie mtodszych chorych. Poza tym w grupie kobiet mtodszych w 50%
rozpoznaje sie nowotwory o niskim stopniu zaawansowania klinicznego.

Gorsze rokowanie u starszych pacjentek wigze si¢ z réznicami w samej biologii
nowotworu oraz gorszym stanem ogélnym w chwili rozpoznania. Ze wzglgdu na dodatkowe
choroby u starszych kobiet stosuje si¢ czesto suboptymalne leczenie, co ma wplyw na og6lna

odpowiedz na terapig i przezycie chorych®®.

1.3.2. Stopien zaawansowania klinicznego

Kolejnym czynnikiem prognostycznym jest stopien zaawansowania klinicznego. Obecnie
zaawansowanie kliniczne raka jajnika ocenia si¢ na podstawie klasyfikacji zaproponowanej
przez Migdzynarodowg Federacje Ginekologéw i Potoznikow (FIGO) w 2014 roku. Wedtug
klasyfikacji FIGO wyrdznia si¢ nastepujace stopnie zaawansowania klinicznego:

Stopien |I: nowotwor ograniczony do jajnikéw lub jajowodow

1A Guz ograniczony do 1 jajnika lub jajowodu (nienaruszona ciggtos¢ torebki guza), brak zmian na
powierzchni jajnika lub jajowodu, brak komérek nowotworowych w ptynie lub w poptuczynach

Z jamy otrzewnowej

IB Guz ograniczony do 2 jajnikow lub jajowodow (nienaruszona ciagtosé torebki guzow), brak
zmian na powierzchni jajnikow lub jajowodoéw, brak komorek nowotworowych w ptynie lub

W poptuczynach z jamy otrzewnowej

IC Guz ograniczony do 1 lub 2 jajnikow lub 2 jajowodow:

IC1 ze $rddoperacyjnym uszkodzeniem ciggtosci torebki

IC2 Z naruszong ciggto$cig torebki przed operacja lub obecno$cig guza na powierzchni jajowodu lub
jajnika

IC3 z komérkami nowotworowymi w ptynie lub poptuczynach z jamy otrzewnowej

Stopien I1: nowotwor ograniczony do jajnikéw lub jajowodow z zajeciem struktury miednicy mniejszej

(ponizej plaszczyzny wchodu miednicy) lub pierwotny rak otrzewnej

A Zajgcie i/lub wszczepy na powierzchni macicy i/lub jajowodu/jajowodow

1B Zajegcie innych struktur miednicy mniejszej

11



Stopien I11: nowotwér obejmujacy 1 lub 2 jajniki lub jajowéd/jajowody lub pierwotny rak otrzewnej
z przerzutami do otrzewnej poza miednicg mniejszg i/lub przerzuty do wezlow chlonnych

zaotrzewnowych

A1 Przerzuty nowotworowe obecne tylko w weztach chtonnych zaotrzewnowych (potwierdzone

cytologiczne lub histologicznie)

IIAL(i) | Przerzuty w najwickszym wymiarze <10 mm

IIAL(ii) | Przerzuty w najwickszym wymiarze > 10 mm

I1A2 Mikroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednica mniejszg (powyzej ptaszczyzny wchodu

miednicy) z lub bez przerzutéw do weztéw chtonnych zaotrzewnowych

1B Makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednicg mniejsza 0 $rednicy <2 cm
W najwickszym wymiarze z lub bez przerzutow do weztow chtonnych zaotrzewnowych

(wlaczajac w to zajecie przez nowotwor torebki watroby i §ledziony bez naciekania ich migzszu)

Inc Makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednica mniejsza 0 $rednicy > 2 cm
W najwickszym wymiarze z lub bez przerzutow do weztow chtonnych zaotrzewnowych

(wlaczajac W to zajecie przez nowotwor torebki watroby i $ledziony bez naciekania ich migzszu)

Stopien 1V: odlegle przerzuty (wylaczajac przerzuty do otrzewnej)

IVA Wysiek w jamie optucnowej z potwierdzonym cytologicznie nowotworem

VB Sr6dmigzszowe przerzuty i przerzuty do narzadow poza jama brzuszng (wlaczajac w to wezty

chtonne pachwinowe i wezty chtonne poza jamg brzuszna)

Stopien zaawansowania klinicznego raka jajnika wedlug FIGO uwazany jest za
najwazniejszy czynnik rokowniczy®3. Odsetek 5-letnich przezy¢ w zaleznosci od stopnia
zaawansowania klinicznego w latach 1999-2001 wynosit na swiecie: |1A — 89,9%, IB — 84,7%,
IC — 80,0%, A — 69,9%, IIB — 63,7%, lIC (stopien uwzgledniony we wcze$niejszej
klasyfikacji FIGO) — 66,5%, I11A —58,5%, 111B — 39,3%, 1IC — 28,7%, IV — 25%1°.

1.3.3. Typ histologiczny nowotworu

Podobnie jak w innych nowotworach, typ histologiczny znaczaco wptywa na rokowanie.
Nowotwory ztosliwe jajnika mogg si¢ rozwija¢ z trzech rodzajow komorek: z komoérek
nabtonkowych, z komorek zrgbu oraz z komoérek germinalnych. Nowotwory wywodzace si¢
z nabtonka pokrywajacego jajnik i z podscieliska sga najliczniejszg grupa pierwotnych
nowotworow jajnika. Stanowig one okoto 60% wszystkich nowotworéw jajnika i okoto

80-90% nowotwordéw ztosliwych jajnikal’. Badanie mikroskopowe, bedace czescig wyniku
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patomorfologicznego, dzieli guzy nablonkowe jajnika wedlug Kklasyfikacji WHO na
nastepujace typy histologiczne:

— guzy surowicze;

— guzy sluzowe;

— guzy endometrioidalne;

— guzy jasnokomorkowe;

— guzy Brennera;

— guzy surowiczo-$luzowe;

— raki niezrdéznicowane.

Ze wzgledu na czgsto$¢ wystepowania najwicksze znaczenie praktyczne ma podziat
nowotworow nablonkowych na guzy surowicze (ktore rozpoznawane sa W 75%),
endometrioidalne (w okoto 10%), jasnokomoérkowe (W okoto 10%) i $luzowe (W okoto 5%)*8.
Guzy Brennera stanowig okoto 1% guzow jajnika. Guzy surowiczo-sluzowe i raki
niezréznicowane wystepuja sporadycznie®®,

Nowotwory nabtonkowe moga mie¢ charakter tagodny, ztosliwy lub moga by¢

nowotworami o0 ztosliwosci granicznej.

Rak surowiczy
Rak surowiczy jest najczestszym rakiem nabtonkowym. Rozréznia si¢ dwa rodzaje raka
surowiczego — o0 niskiej ztosliwosci (LGSOC - low-grade serous ovarian carcinoma)
i 0 wysokiej ztosliwosci (HGSOC — high-grade serous ovarian carcinoma). Raki LGSOC
stanowia okoto 10% rakow surowiczych i wystepujg w grupie mtodszych pacjentek. Wzrost
guzow jest wolny, przez co rozpoznawane sg one W nizszych stopniach zaawansowania
klinicznego. Rokowanie jest dos¢ dobre.

Raki HGSOC rokuja znacznie gorzej, sa bardzo agresywne i najczgsciej rozpoznawane

w 111 1V stopniu zaawansowania.

Rak endometrioidalny

Rak endometrioidalny stanowi 10% nabtonkowych guzow jajnika i zajmuje drugie co
do czgstosci miejsce wsrod nablonkowych rakow jajnika. W 15-20% przypadkoéw
z endometrioidalnym rakiem jajnika wspotistnieje rak endometrium?. Obydwa nowotwory
majg podobne czynniki ryzyka. Rak endometrioidalny najczesciej jest ograniczony do jednego
jajnika i rozpoznawany w pordéwnaniu z rakiem surowiczym w nizszym Stopniu

zaawansowania. W 30-50% przypadkow ma komponent sktadajacy si¢ z komorek
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ptaskonablonkowych. Niestabilno§¢ mikrosatelitarna wystepuje w 13-20% przypadkow
i najczedciej dotyczy genow MSH1 i MLH2%,

Rak jasnokomorkowy
Rak jasnokomorkowy stanowi okoto 10% przypadkow raka jajnika. Wigkszos¢ przypadkow
jest zwigzana z endometrioza??. Rak jasnokomoérkowy czesciej niz inne podtypy raka wigze sie

z zespotem Lyncha, z charakterystyczng mutacja zlokalizowana w genie MSH2%,

Rak §luzowy

Rak $luzowy stanowi okoto 5% guzéw nabtonkowych jajnika?*. Charakterystyczna jego cecha
jest heterogennos¢. W obrebie jednego guza mozna spotkac obszary o cechach guza tagodnego,
guza o granicznej ztosliwos$ci oraz guza ztosliwego. Ta cecha sugeruje pochodzenie raka od
guza o postaci fagodnej, poprzez raka o granicznej ztosliwosci, do nowotworu inwazyjnego.
Najczgsciej tego rodzaju guzy ograniczone sg do jajnikéw, a postacie rozsiane wystepuja
rzadko?.

Z}osliwy guz Brennera

Ztosliwy guz Brennera jest jednym z rzadziej wystepujacych rakow jajnika. Stanowi okoto 1%
wszystkich rakow jajnika. Swoja budowa przypomina raka urotelialnego pgcherza. Wérod
guzéw Brennera ztosliwy stanowi tylko 5%%. Pomimo osiggania duzych rozmiaréw,

dochodzacych do 15 cm i wigcej, guz Brennera jest dos¢ dobrze rokujacym nowotworem.

1.3.4. Stopien zroznicowania histopatologicznego

Ocena stopnia ztosliwosci opiera si¢ na badaniu mikroskopowym po barwieniu hematoksyling
i eozyng. Badanie mozna poszerzy¢ o dodatkowe metody, np. barwienia
immunohistochemiczne. Badana jest architektonika tkanki nowotworowej oraz cechy
cytologiczne komorek nowotworowych. Z cech cytologicznych uwzglednia si¢ stopien
anaplazji, wielkos¢ i ksztalt jader komorkowych, objetosé cytoplazmy oraz wzgledny odsetek
dzielagcych si¢ komorek (indeks mitotyczny), a z cech architektonicznych ocenia si¢
histologiczng organizacje tkanki i odgraniczenie nowotworu od sasiadujacych struktur.
System FIGO wyréznia trzy stopnie oparte na kryteriach architektonicznych,

uwzgledniajacych proporcje struktur gruczotowych lub brodawkowych w stosunku do
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obszarow wzrostu guza litego. Stopnie 1, 2 i 3 cechuja si¢ zawartoscig komponentu litego
odpowiednio < 5%, 5-50% i > 50%2’.

W raku jajnika wyrdznia si¢ nastepujgce stopnie ztosliwosci:
— G1: wysoko dojrzaty, czyli taki, ktory w swej budowie zblizony jest do prawidtowej tkanki
jajnika;
— G2: $rednio dojrzaly;
— G3: nisko dojrzaty, w ktorym czesto bez uzycia dodatkowych technik nie mozna ustali¢
pochodzenia nowotworu.

W przypadku raka surowiczego mozna zastosowa¢ dwustopniowy system oceny
ztosliwosci histologicznej — low grade (co oznacza niska ztosliwos¢ histologiczng) oraz high

grade (co oznacza wysoka ztosliwos¢ histologiczna)®8.

1.3.5. Typ molekularny

Pomimo istniejacego podziatu na typy histologiczne klinicy$ci w swojej praktyce czgsciej
postuguja si¢ podziatem na typy molekularne. Typ molekularny znaczaco wptywa na
rokowanie pacjentek z rakiem jajnika.

Jak wczesniej wspomniano, wsrod rakéw nalezgcych do jednego podtypu
histologicznego przebieg choroby moze by¢ diametralnie r6zny. Wynika to z odmiennych
szlakow kancerogenezy i, co za tym idzie, powstania réznego profilu molekularnego guzow.
W 2004 roku zaproponowano podziat rakow jajnika na typ I i typ II.

Raki typu I sg klinicznie mniej zto§liwe, powstaja W sposob stopniowy z guzéw
granicznych, zwykle rozpoznawane sa we wczesniejszych stadiach klinicznego
zaawansowania. Najczesciej sg to raki surowicze o niskiej ztosliwosci (LGSOC), §luzowe,
jasnokomorkowe i endometrioidalne o niskiej ztosliwosci (G1, G2)%.

Raki typu | dotycza kobiet srednio 0 10 lat mtodszych niz w przypadku rakéw typu 1%,
Guzy te czesto wystgpuja obustronnie i w wiekszosci pochodza z surowiczych guzow
granicznych®. Komérki wykazuja atypie od tagodnej do posredniej. W 50-60% przypadkéw
w obrgbie guzow stwierdza si¢ mutacje w genach KRAS, BRAF. Mutacje KRAS i BRAF dotycza
gtownie rakow LGSOC i rakow §luzowych; inne mutacje, takie jak BRAS, PAX8, CTNB1, moga
wystepowaé takze W pozostalych nowotworach nalezacych do tej grupy®. Cecha
charakterystyczng tej podgrupy jest brak mutacji w obrebie genu TP53.

Rokowanie w guzach ograniczonych tylko do jajnika jest dobre; 5- i 10-letnie przezycie
w zaawansowanych stadiach wynosi odpowiednio 85% i 50%.
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Opisywane guzy stabo reaguja na chemioterapie cisplatyng (CIS), niemniej nie sg
calkowicie oporne i CIS rowniez wsrod tych guzow stanowi podstawowy lek wykorzystywany
w leczeniu systemowym?L,

Raki typu Il powstajg de novo i charakteryzujg sie¢ wysokim stopniem ztosliwosci.
Opisywane guzy maja bardzo niekorzystny przebieg kliniczny i odpowiadaja za 75%
zachorowan na raka jajnika. Nalezg do nich raki surowicze o wysokim stopniu ztosliwos$ci
(HGSOC), raki endometrioidalne o wysokim stopniu ztosliwosci (G3), raki niezréznicowane
i migsakoraki. Najwiecej zachorowan na ten typ raka rozpoznaje si¢ w krajach Europy
Srodkowo-Wschodniej, w tym w Polsce. Sredni wiek zachorowania wynosi 63 lata. Inng
réznicujacg cechg sa mutacje w genie TP53. W raku jajnika spotyka si¢ dwa typy mutacji
w genie TP53. Czg¢stsza jest mutacja typu missense, dotyczaca okoto 60% komorek; druga, typu
nonsense, wystepuje W pozostatych przypadkach. Mutacje w genie BRCAL lub BRCA2 dotycza
okoto 50% przypadkow W tej grupie chorych i wiaza si¢ z lepszym rokowaniem®2. Niemniej
raki typu Il sg guzami zle rokujacymi, wymagajacymi agresywnego leczenia. U wigkszosci
pacjentek wystepuja wskazania do chemioterapii nawet we wczesnych stadiach
zaawansowania. Najwazniejszym czynnikiem rokowniczym w tym typie raka jest stadium
zaawansowania choroby. Niestety objawy choroby pojawiajg si¢ pézno i dlatego w 75-80%
rozpoznanie dotyczy zaawansowanych stadiow choroby (111/1V stopien zaawansowania) i tylko

25% pacjentek w tej grupie ma szanse osiagna¢ dtugoletnie przezycie®>.

1.4. Leczenie raka jajnika

Podstawa terapii nowo rozpoznanego raka jajnika jest postgpowanie skojarzone obejmujace
leczenie chirurgiczne oraz leczenie systemowe. Zakres zabiegu operacyjnego oraz terapia

uzupetniajaca zaleza glownie od zaawansowania klinicznego.

1.4.1. Leczenie chirurgiczne

Pierwotne leczenie chirurgiczne ma na celu:

— potwierdzenie rozpoznania raka jajnika;

— okreslenie stopnia zaawansowania klinicznego;

— przeprowadzenie catkowitej, a przy braku mozliwosci jej wykonania — optymalnej

cytoredukcji (pozostawienie resztek < 1 cm $rednicy) nowotworu.
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Gdy nie jest mozliwe osiggniecie catkowitej ani optymalnej cytoredukcji, powinno si¢
dazy¢ do ograniczenia zakresu zabiegu i mozliwie szybkiego skierowania chorej do leczenia
systemowego. Badania dowodzg, ze nieoptymalne zabiegi w sposob istotny skracaja czas do
wystapienia progresji oraz catkowity czas przezycia®*. Pacjentki, u ktoérych nie mozna
przeprowadzi¢ co najmniej optymalnej cytoredukcji, sag kandydatkami do chemioterapii

neoadiuwantowej i ewentualnego przeprowadzenia operacji odroczonej.

1.4.2. Leczenie systemowe

1.4.2.1. Chemioterapia

Chemioterapi¢ zwykle stosuje si¢ po pierwotnej operacji. Standardem w leczeniu | linii raka
jajnika jest schemat oparty na karboplatynie i paklitakselu (PAC). W Il i IV stadium
zaawansowania klinicznego, przy pozostawieniu resztek > 1 cm, dotacza si¢ do leczenia
bewacyzumab — antyangiogenne przeciwciato monoklonalne33¢37, W przypadku niemozliwej
pierwotnej optymalnej cytoredukcji stosuje si¢ chemioterapi¢ neoadiuwantows, ktora znalazta
poparcie w badaniach naukowych. Podaje si¢ wowczas 3 kursy chemioterapii, a nastepnie
przeprowadza sie zabieg, po ktorym nastepuje dokonczenie chemioterapii®®3°4°,

Mimo optymalnego leczenia chirurgicznego i systemowego u okoto 70% pacjentek
dochodzi do wznowy choroby. Bardzo istotna w podejmowaniu decyzji o kolejnych liniach
leczenia jest pierwotna odpowiedz na chemioterapig, oceniana mianem wrazliwosci na platyne.

W grupie pacjentek wrazliwych na zwiazki platyny nawrot choroby wystapit powyzej
12 miesiecy od zakonczenia leczenia (54,9%). Wsrod nich wyrdznia si¢ grupe pacjentek
prawdopodobnie wyleczonych, u ktérych nawrét nie nastgpit w ciggu 120 miesigcy od
zakonczenia leczenia (17,7%), grupe wrazliwa na platyng z nawrotem w ciggu 60—120 miesigcy
(3,7%) oraz grup¢ wrazliwg na platyne z nawrotem w ciagu 12—-60 miesiecy (33,5%).

Kolejna grupa pacjentek to chore czesciowo wrazliwe na platyne, czyli takie, u ktorych
nawr6dt wystapit miedzy 6 a 12 miesigcem po zakonczeniu leczenia (22,7%).

Najgorzej rokujacymi podgrupami pacjentek sa te niewrazliwe na zwigzki platyny,
z nawrotem choroby w ciggu 6 miesigcy (17,2%) od zakonczenia leczenia, oraz pacjentki
oporne na leczenie platyng, czyli takie, u ktorych nie uzyskano odpowiedzi na leczenie lub
u ktorych doszto do progresji w trakcie leczenia (5,3%).

Odpowiedz na zwiazki platyny jest szczegdlnie istotna przy podejmowaniu decyzji

0 leczeniu Il linii. Jesli wystapita odpowiedz na leczenie zwigzkami platyny, w przypadku
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braku toksycznosci poprzedniego leczenia mozna zastosowac ten sam schemat chemioterapii.
Jezeli natomiast chore naleza do grupy pacjentek platynoopornych lub platynoniewrazliwych,
a takze gdy utrzymuje sie toksycznos¢ zwigzana z poprzednim leczeniem, nalezy zastosowac
inne cytostatyki, takie jak topotekan, doksorubicyna lub gemcytabina®"®. Odpowiedz na
chemioterapie Il linii wynosi 15-35%.

Cytostatyki stosowane w leczeniu raka jajnika wykazuja r6zne mechanizmy dziatania
na poziomie molekularnym.

Karboplatyna i cisplatyna nalezg do lekow uszkadzajacych DNA. Dziatanie polega na
wigzaniu si¢ do DNA i tworzeniu wigzan krzyzowych w obrebie jednej nici lub pomig¢dzy
ni¢émi; uniemozliwia to jego syntezg (replikacj¢) oraz transkrypcje RNA. W konsekwencji
dochodzi do zahamowania podziatow komorek (dziatanie cytostatyczne) i ostatecznie do
$mierci komorek nowotworowych.

Paklitaksel jest pochodng substancji otrzymywanej z kory cisu (Taxus brevifolia).
Nalezy do lekow fazowo swoistych i dziata glownie w fazie mitozy (M) oraz G2 cyklu
komorkowego. Paklitaksel wiaze si¢ do podjednostek B-tubuliny. Hamujac depolimeryzacje
mikrotubul, uniemozliwia zakonczenie mitozy, a w konsekwencji podziat komoérki, co
prowadzi do jej $mierci. Dziatanie preparatu szczeg6lnie dotyczy komorek szybko dzielacych
sig, jakimi sg komorki nowotworowe.

Doksorubicyna  jest  antybiotykiem  przeciwnowotworowym 0  dzialaniu
cytotoksycznym. Gtéwny mechanizm dziatania doksorubicyny polega na tworzeniu trwatych
kompleksow z topoizomerazg Il (enzymem odpowiedzialnym za wprowadzenie superskrgtow
w czasteczce DNA po zakonczeniu replikacji) i DNA. Prowadzi to do fragmentacji kwasu
nukleinowego, uniemozliwia jego replikacje oraz transkrypcje i w konsekwencji powoduje
$mier¢ komorki. Dodatkowo doksorubicyna interkaluje pomigdzy zasady azotowe w czasteczce
DNA, blokujac w ten sposob replikacje i transkrypcje.

Topotekan — potsyntetyczna pochodna kamptotecyny — inhibitor topoizomerazy |,
enzymu, ktéry zmniejsza napigcie torsyjne w czasteczce DNA przez indukowanie powstawania
odwracalnych peknie¢ w obrebie pojedynczych nici. Uniemozliwia odtwarzanie wigzan
w miejscach pekniec i uszkadza strukturg podwojnych tancuchéw DNA. Dziata cytotoksycznie.

Gemcytabina to antymetabolit, analog nukleozydu pirymidynowego. Cytotoksyczne
dziatanie gemcytabiny wynika z hamowania syntezy DNA przez dwa mechanizmy dziatania.
Difosforan gemcytabiny hamuje aktywno$¢ reduktazy rybonukleotydowej. Zahamowanie
aktywnosci tego enzymu zmniejsza wewnatrzkomorkowe  stezenie  wszystkich

deoksynukleotydow, w szczegoélnosci dCTP. Trifosforan gemcytabiny wspotzawodniczy
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z dCTP o wbudowywanie w ni¢ DNA (zjawisko samowzmocnienia). Procesy te prowadza do
zakonczenia replikacji DNA i apoptozy. Gemcytabina jest cytostatykiem swoistym dla fazy
G1/S.

1.4.2.2. Leki antyangiogenne

Bewacyzumab to rekombinowane humanizowane przeciwciatlo monoklonalne. Wigze si¢
z czynnikiem wazrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF), hamujac jego wigzanie
z receptorami Flt-1 (VEGFR-1) i KDR (VEGFR-2) na powierzchni komoérek $rdédblonka.
Obnizenie ich aktywno$ci zmniejsza unaczynienie nowotworow litych, co prowadzi do

hamowania ich wzrostu.

1.4.2.3. Inhibitory PARP

Obecnym standardem leczenia pacjentek z potwierdzong obecnoscig mutacji w genach BRCA1
i/lub BRCA2 jest leczenie podtrzymujace inhibitorami PARP (olaparyb). Dziatanie polega na
blokowaniu enzyméw zwanych ludzkg polimeraza poli-adenozynodifosforanu rybozy (PARP),
ktore wspomagajg naprawe uszkodzonego DNA w komoérkach podczas ich podziatu. PARP
pelni swoja funkcje zarowno w komorkach prawidlowych, jak i nowotworowych.
Chemioterapia uszkadza DNA komorki nowotworowej, ktore dzieki biatkom PARP jest
naprawiane. W wyniku zahamowania aktywnosci biatek PARP uszkodzenia DNA
w komorkach nowotworowych nie moga zosta¢ naprawione, co przy dodatkowych mutacjach

somatycznych towarzyszacych koméorkom nowotworowym prowadzi do $§mierci tych komorek.

1.5. Mechanizmy opornosci na leki cytotoksyczne

Pomimo ciaggtego postepu medycyny i rozwoju onkologii problem oporno$ci na cytostatyki jest
wcigz aktualny. Na wydajnos¢ chemioterapii ma wptyw bardzo wiele czynnikow zwigzanych
zaroOwno Z samym nowotworem, jak i z organizmem pacjenta. Wsrod najwazniejszych
mechanizmow opornos$ci ha poziomie organizmu nalezy wymieni¢ poziom ekspresji enzymow
detoksyfikacyjnych w watrobie, nerkach i jelicie, ktére moga przyspiesza¢ inaktywacje
i usuwanie lekow lub zmniejsza¢ szybkos¢ aktywacji prolekéw. Do mechanizméw na poziomie
organizmu nalezy roéwniez zaliczy¢é parametry osocza, ktore wpltywaja na wydajnosé
dystrybucji leku w organizmie.
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Jednak najwazniejszymi mechanizmami odpowiedzialnymi za opornos¢ na leczenie sg
te zwigzane z tkanka nowotworowa. Na podstawie odpowiedzi na pierwsza lini¢ chemioterapii
pacjentki z rakiem jajnika mozna podzieli¢ na chore z nowotworem pierwotnie opornym na
chemioterapi¢ oraz te z nowotworami, ktore nabywaja opornosci na leki cytotoksyczne
w trakcie leczenia.

Mechanizmy opornosci mozna podzieli¢ na:

— komorkowe;
— tkankowe.
W praktyce oba rodzaje mechanizméw wystepuja rownoczesnie i wzajemnie si¢

uzupetniaja.

1.5.1. Komérkowe mechanizmy opornosci na cytostatyki

Mechanizmy komoérkowe zostaly zbadane i opisane gltéwnie na modelach in vitro w liniach
komorek nowotworowych, w ktorych porownywano ekspresje réznych genow/biatek
oporno$ci W parach linia wrazliwa — linia oporna na cytostatyk. Powyzsze mechanizmy mozna
ekstrapolowac¢ na tkankg nowotworowa.

Wsrdd najwazniejszych mechanizméw komorkowych nalezy wskaza¢ zwigkszong
ekspresje transporterow btonowych nalezacych do rodziny biatek ABC, ktore dzigki energii
pochodzacej z hydrolizy ATP moga aktywnie usuwaé leki z komoérek**2. Do najlepiej
poznanych biatek ABC zwigzanych z oporno$cig na leki cytotoksyczne naleza glikoproteina P
(P-gp), kodowana przez gen MDR1 (ABCB1), biatko BCRP, kodowane przez gen ABCG2, oraz
biatko MRP2, kodowane przez gen ABCC2434445 Cecha biatek ABC jest niska specyficznos¢
substratowa. Moga one usuwac¢ z komodrek nowotworowych roézne niespokrewnione pod
wzgledem budowy chemicznej leki przeciwnowotworowe, co prowadzi do opornosci
wielolekowej komorek nowotworowych (MDR — multi drug resistance). Biatko P-gp usuwa
z komorek nowotworowych okoto 20 lekéw cytotoksycznych. W odniesieniu do raka jajnika
najwazniejszymi substratami biatka P-gp sa paklitaksel, doksorubicyna i topotekan?®.
Ekspresja biatka BCRP wigze si¢ z rozwojem opornosci na topotekan, natomiast ekspresja
biatka MRP2 odpowiedzialna jest za rozwdj opornosci na cisplatyne i karbolatyne*’*,

Wsrod innych ogoélnych mechanizmow opornosci na poziomie komérkowym nalezy
wymieni¢ zwickszong ekspresje enzymoéw  naprawiajacych DNA  (opornos¢ na
cisplatyne/karboplatyng),  inaktywacj¢  cytostatykow  przez  glutation  (cisplatyna,
doksorubicyna) czy zwigkszona ekspresje metalotiotein (cisplatyna). Do innych mechanizméw
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komoérkowych mozna zaliczy¢ zmiany w szybkosci wnikania lekéw do komoérki, zmiany
w szybkosci aktywacji lub inaktywacji zwiazkow farmakologicznych w komorkach
nowotworowych, oporno$¢ komorek nowotworowych na proces apoptozy. Wsrod
mechanizmow specyficznych dla lekéw mozna wymieni¢ obnizenie ekspresji topoizomerazy |
i I w przypadku opornosci na topotekan i doksorubicyne, a takze mutacje w B-tubulinie

obnizajace jej powinowactwo do paklitakselu®.

1.5.2. Tkankowe mechanizmy opornosci na chemioterapie

Tkankowe mechanizmy opornosci na chemioterapi¢ zwigzane sg W Szerokim rozumieniu
z tkankg nowotworowa, a wigc Z budowg anatomiczng i histologiczng guza. Niepoprawnie
rozwiniete ukrwienie jest znacznie mniej wydajne i ogranicza dostarczanie lekéw do komorek
guza®. Przyrost masy guza prowadzi do niedokrwienia niektorych jego obszarow, w wyniku
czego dostarczanie lekow, szczegolnie do komorek znajdujacych si¢ daleko od naczyn, jest
znacznie ograniczone. Duza gesto$¢ komorek nowotworowych dodatkowo przyczynia si¢ do
probleméw z dystrybucja cytostatykow?®.

Do mechanizmow tkankowych zalicza si¢ rowniez zmiany w ekspresji biatek macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ECM — extracleullar matrix). Komorki raka, mimo ze sg komorkami
pochodzenia nablonkowego, wytwarzaja znaczne iloéci biatek ECM, w tym kolagenow®!. Rola
sktadnikow ECM, 0 ktorej mowi sie coraz wigcej W kontekscie opornosci na chemioterapig,
moze polega¢ na:

— blokowaniu dostepu lekow cytotoksycznych do komorek nowotworowych poprzez
ograniczenie ich dyfuzji (bariera fizyczna)®?;

— oddziatywaniu z receptorami komorkowymi (najczesciej integrynami) i aktywowaniu $ciezek
sygnalizacyjnych prowadzacych do zwigkszenia opornosci na apoptoze indukowana przez
cytostatyki; mechanizm ten okreslany jest jako opornos¢ na leki indukowana adhezjg komorek
(CAM-DR — cell adhesion mediated drug resistance)®%3,

Podsumowujac, nalezy powiedzie¢, ze opisane powyzej mechanizmy opornosci sg
najczgsciej wystepujacymi i najlepiej opisanymi. Czasem jednak obserwuje si¢ oporno$é
komorek nowotworowych na chemioterapi¢ pomimo braku ekspresji genow kodujacych wyzej
opisane biatka. Oznacza to, ze wcigz jeszcze nie poznano wszystkich genow i mechanizméow
odpowiedzialnych za oporno$¢ komoérek nowotworowych na chemioterapi¢. Poréwnywanie
ekspresji catego transkyptomu pomigdzy linig wrazliwg i jej pochodng oporng na chemioterapi¢

wskazuje na zmiany ekspresji bardzo wielu genéw, opisanych czesto w zupetnie innych
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tkankach i1 pelnigcych rozmaite funkcje fizjologiczne. Wyjasnienie ich roli w rozwoju
nowotworow | opornosci na chemioterapi¢ wymaga wielu dalszych badan, na réznym poziomie
organizacji komorki i tkanki nowotworowej. Badania przeprowadzone na liniach
komorkowych raka jajnika z zastosowaniem mikromacierzy RNA wskazaly wiele nowych
gendw, ktore mogg by¢ odpowiedzialne za rozwdj opornosci na leki cytotoksyczne. Jednym

zZ najbardziej interesujacych byt IFI16, ktory stanowi przedmiot niniejszej rozprawy.

1.6. Bialko IFI116

IF116 nalezy do rodziny biatek PYHIN-200, indukowanych przez interferon (IFN), kodujacych
biatka powigzane ze sobg ewolucyjnie. Biatka te posiadajg wspolny motyw HIN, sktadajacy si¢
z 200 aminokwasow>**°. U ludzi mozna wyrdzni¢ cztery biatka nalezace do rodziny PYHIN:
AIM2, IFIX, MNDA, IF116°.

1.6.1. Ekspresja tkankowa IF116

Biatko IFI16 zostato po raz pierwszy opisane w 1992 roku w komérkach limfoidalnych®’.
Nastepnie przedstawiono jego zwiazek z réznicowaniem sie komorek szpikowych®®. Poznie;j,
dzigki zastosowaniu immunohistochemii, ekspresje biatka wykryto réwniez w komorkach
nabtonka dréog moczowo-piciowych, gruczotdéw 1 przewodow piersiowych, przewodu
pokarmowego oraz skory®>®°. Opisano zaréwno jadrowa, jak i cytoplazmatyczna lokalizacje
biatka IFI16. W prawidlowych komorkach ludzkich fibroblastéw skornych (HDF)
i w komorkach prawidlowego nabtonka gruczotu krokowego dominowata lokalizacja
jadrowa®.%2, Z kolei polimorficzna posta¢ biatka IFI16 w linii komorek ludzkiego raka

gruczotu krokowego (linia komérkowa PC-3) wykrywano przede wszystkim w cytoplazmie®?.

1.6.2. Budowa genu i bialka IF116

1.6.2.1. Budowa genu IFI116

Analiza baz danych www.ensembl.org oraz www.uniprot.org wskazuje, ze gen IFI16
zbudowany jest z 12 eksondw, przy czym ekson 1 jest nickodujgcy we wszystkich izoformach
(tabela 1). Wyrdznia si¢ cztery warianty transkrypcyjne genu IFI16, odpowiadajace czterem
izoformom tego bialka. Sg to:
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—izoforma 1 (IFI16A; masa czasteczkowa: 88,256 kDa), pelnej dtugosci sekwencja kanoniczna
sktadajaca si¢ z 12 eksonow, kodujacych 785 aa;
— izoforma 2 (IFI16B; masa czasteczkowa: 82,096 kDa), skladajaca si¢ z 11 eksonow,
kodujacych 729 aa; w izoformie tej brakuje aminokwasow 444-499 w stosunku do sekwencji
kanonicznej (brak eksonu 8 wedtug bazy www.ensembl.org);
— izoforma 3 (IFI16C; masa czasteczkowa: 75,936 kDa), zlozona 9 eksonow, kodujacych
673 aa; brakuje w niej aminokwasow 444-555 (brak eksonéw 8 i 9), nieobecny jest rowniez
ekson 1, niekodujacy;
— izoforma 4 (masa czasteczkowa: 82,588 kDa), ztozona 11 eksonow, kodujacych 729 aa;
brakuje w niej aminokwasow 128-183, kodowanych przez ekson 4.

Izoformy 2 i 4, chociaz maja prawie identyczng masg czasteczkows, rdznig si¢ pod

wzgledem sekwencji i prawdopodobnie funkcji.

Tabela 1. Warianty transkrypcyjne genu i izoformy biatka IFI16

Izoforma Nazwa transkryptu Liczba Brakujacy Liczba aa i masa Brakujacy
i ID* eksonow* ekson* czgsteczkowa** region aa**

1 (IFIL6A) IFI116-201 12 wszystkie 785 aa wszystkie
ENST00000295809.11 obecne 88,256 kDa obecne

2 (IF116B) IF116-204/205 11 8 729 aa 444-499 aa
ENST00000368131.8 82,096 kDa
ENST00000368132.7

3 (IFI16C) IF116-208 9 1 (nickodujacy), 673 aa 444-555 aa
ENST00000448393.6 8,9 75,936 kDa

4 IF116-203 11 4 729 aa 128-183 aa
ENSTO00000359709.7 82,588 kDa

* www.ensembl.org, ** www.uniprot.org/uniprot/Q16666

1.6.2.2. Budowa bialka IFI116

W czesci N-koncowej biatka zlokalizowana jest homotypowa domena PYRIN (PYD), uwazana
za czujnik zmian w srodowisku komérkowym. Domena ta jest odpowiedzialna za homotypowe
wigzanie z innymi czasteczkami IFI116, jak réwniez za interakcje z innymi biatkami®®®,
Znajduje si¢ W niej pie¢ motywow LXXLL odpowiedzialnych za oddziatywanie z receptorem
androgenowym (AR)®®. Domena ta bierze tez udziat w oddziatywaniu z czynnikiem

transkrypcyjnym SP1 oraz biatkami ASC i BRCA1%, Ponadto w N-koficowej czesci biatka
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zlokalizowany jest dwuczesciowy region lokalizacji jadrowej — NLS, obejmujacy aa 96-100
oraz aa 128-143. Obie czesci wydaja sie odgrywaé role w lokalizacji jadrowej biatka®%4,
Nalezy zwroci¢ uwage, ze W izoformie 4 obecny jest tylko pierwszy motyw NLS — brak
eksonu 4, kodujacego aminokwasy 128-183. Acetylacja lizyn w motywie NLS moze
prowadzi¢ do zwigkszenia ilosci biatka w cytoplazmie®.

W czesci C-koncowej biatka IFI16 znajdujg si¢ dwie domeny HIN, zawierajace po
okoto 200 aa. Kazda domena zawiera dwa zaglebienia OB odpowiedzialne za wigzanie DNA®®,
Domeny HIN sa rowniez odpowiedzialne za oddziatywanie z innymi biatkami. Domena
HIN A (aa 192-393) odpowiada za wigzanie z C-koncowa czescig biatka p53, podczas gdy
domena HIN B (aa 571-766) wigze si¢ z fragmentem biatka p53 odpowiedzialnym za wigzanie
DNA®L, W domenach HIN A i HIN B wystepuja rowniez motywy LXCXE odpowiedzialne za
oddzialywanie z biatkiem retinoblastoma (pRb) [30]. Pomi¢dzy dwiema domenami HIN
znajduje si¢ region bogaty w seryng-treoning-proling (S/T/P), ktorego dlugosé jest
regulowana przez splicing mRNA. Region ten moze zawiera¢ jedna (izoforma 3 — IFI116C),
dwie (izoforma 2 — IFI16B) lub trzy (izoforma 1 — IFI16A) kopie wysoce konserwatywnego
fragmentu o dtugosci 56 aa, kodowanego przez eksony 7, 8 i 9 (rycina 1)34678,

W biatku IFI16 obecne sg liczne potencjalne miejsca acetylacji i fosforylacji. Uwaza
si¢, ze te modyfikacje potranslacyjne mogg wptywac na lokalizacj¢ komorkows i funkcje biatka
IF116. Szczegotowa strukture genu i biatka IFI116 przedstawiono na rycinie 1.

24



Brak w Brak w
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89-127

388 444 550 l
10 88 96-100 128-143 3§ -443-499 555 562
PYD
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LXXLL NLS 192-393 S/T/P 571-766
(wiaZe receptor AR) wiaze C-koniec p53 powtorzenie wiaze rdzen p53

LXCXE LXCXE
(wiaze pRb) (wiaze pRb)
Rycina 1. Schemat budowy genu i biatka IFI16. Liczby na rycinie odpowiadaja biatku petnej dlugosci —
izoformie 1 (IFI16A). Gen zbudowany jest z 12 eksonow, z niekodujacym eksonem 1 oraz kodonami START
i STOP zlokalizowanymi w eksonach 2 i 12. W izoformie 2 (IF116B) brakuje eksonu 8 (aa 444-499).
W izoformie 3 (IFI16C) brakuje eksonow 8 i 9 (aa 444-555). W izoformie 4 jest nieobecny ekson 4
(aa 128-183). Strzatki wskazuja, ktore czesci biatka sg kodowane przez odpowiednie eksony. Domena PYD jest
odpowiedzialna za homotypowe oddziatywanie z innymi czgsteczkami IFI16, a takze z innymi biatkami.

W domenie tej znajduja sic motywy LXXLL odpowiedzialne za interakcje z AR (z6tty prostokat).
Dwuczesciowy motyw NLS kodowany przez eksony 3 i 4 jest przedstawiony jako pomaranczowe prostokaty.
Domeny HIN A i B, odpowiedzialne za wiazanie DNA i interakcj¢ z innymi biatkami, przedstawiono na zielono.
Szare strzatki wskazuja obszary odpowiedzialne za interakcje z biatkiem p53, podczas gdy zotte prostokaty
wskazujg motywy LXCXE odpowiedzialne za interakcje z biatkiem pRb. Odcinek pomigdzy sekwencjami HIN,
kodowany przez eksony 7, 8 i 9, przedstawiono jako fioletowe i rézowe prostokaty. Znane miejsca

fosforylacji i acetylacji zilustrowano odpowiednio jako zoétte i rozowe kulki
1.6.3. Regulacja ekspresji genu IFI116

Transkrypcja genu IFI16 jest regulowana gtownie przez interferony (a, P lub 7)%.
W komorkach nabtonka gruczotu krokowego opisano takze regulacje ekspresji 1FI16
przez AR®. Innym waznym czynnikiem regulujacym ekspresje genu IF116 jest biatko p53.
Regulacja ekspresji IFI16 zalezna od p53 zostata opisana w ludzkich fibroblastach®® oraz

komorkach nabtonka gruczotu krokowego®?.
1.6.3.1. Regulacja ekspresji genu IF116 przez interferony

Gen IFI16 zostal pierwotnie zidentyfikowany jako gen ulegajacy konstytutywnej ekspresji

w ludzkich komorkach limfoidalnych, a jego ekspresja wzrastata pod wpltywem interferonu
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(IFN)®16270  Obecnie wiadomo, ze interferony typu I (IFN-a, IFN-B) i typu Il (IFN-y) moga
indukowa¢ ekspresje IFI16 w roznych komorkach. Wigzanie IFN Zz receptorem
powierzchniowym komorki w sposob autokrynny i parakrynny aktywuje szlak sygnatowy
JAK/STAT®. Szlak sygnatowy JAK/STAT stymuluje nastgpnie ekspresje wielu genow
hamujacych cykl komérkowy, a wsérod nich IF116%36471 Czynnik transkrypcyjny AP-1
odgrywa wazng rolg zarowno W konstytutywnej, jak i w indukowanej przez IFN ekspresji genu
IFI1672. Schemat regulacji ekspresji genu IFI116 przez interferony przedstawiono na rycinie 2.

Regulacja ekspresji genu IFI16 przez interferony

mRNA IFI16

Rycina 2. Regulacja ekspresji genu IFI16 przez interferony. Interferon typu I i Il po potaczeniu z receptorem
w blonie komorkowej aktywuje szlak JAK/STAT, ktory przez czynnik transkrypcyjny AP1
aktywuje ekspresje genu IF116

1.6.3.2. Regulacja ekspresji genu IFI16 przez receptor androgenowy

Stymulacja receptora androgenowego (AR) przez androgeny w ludzkiej linii komérkowej raka
gruczohu krokowego (PC-3) prowadzi do wzrostu ekspresji genu i biatka IF116%°73, Ponadto
nadekspresja biatka IFI16 w ludzkiej linii komorkowej raka gruczotu krokowego (LNCaP),

ktora nie wykazuje ekspresji biatka IFI116, hamuje aktywacj¢ genow zaleznych od receptora
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AR®®. Obserwacije te sugeruja, ze w komorkach reagujacych na androgeny aktywacja AR przez
androgeny reguluje eckspresje IFI16, a zwigkszony poziom biatka IFI16 w komorkach
negatywnie reguluje funkcje receptora AR, a w konsekwencji ogranicza dalszy wzrost ekspresji
IFI16 w drodze ujemnego sprzezenia zwrotnego oraz hamuje ckspresje innych genéw
regulowanych przez AR. Role receptora AR w regulacji ekspresji genu IFI16 przedstawiono
na rycinie 3.

Regulacja ekspresji genu IFI16 przez androgeny

androgen

androgen

Blokowanie
(wigzanie do domeny wigzacej DNA)

— biatko IFI16

mRNA IFI16

Inne geny regulowane przez AR (PSA)

Rycina 3. Rola receptora androgenowego (AR) w regulacji ekspresji IFI16 oraz rola biatka IFI16 w regulacji
ekspresji genow zaleznych od receptora AR. W komorkach raka gruczotu krokowego w wyniku wiazania
androgendw z receptorem AR dochodzi do jego aktywacji i wzrostu ekspresji gendéw zaleznych od AR,

w tym IFI16 (1a). Wzrost poziomu biatka IF116 (1b) prowadzi do wigzania receptora AR i hamowania jego
aktywnosci w drodze ujemnego sprzezenia zwrotnego (2), a w konsekwencji do zahamowania

ekspresji gendéw zaleznych od AR (3)
1.6.3.3. Regulacja ekspresji genu IF116 przez bialko p53

Regulacje ekspresji IF116 przez biatko p53 opisano w komoérkach HT-2974, w prawidtowych
,starych”, ale nie ,mtodych” ludzkich fibroblastach WI-38% oraz w komoérkach nabtonka

gruczotlu krokowego. Aktywacja biatka p53 przez kinaz¢ ATM prowadzi do stabilizacji biatka
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p53, jego wigzania W regionie regulatorowym 5' genu w miejscu okreslanym jako miejsce
wigzania biatka p53 (p53-BS)” i transkrypcji gendw zaleznych od p53, takich jak p21, BAX,
HDM?2 i IF116®. Role biatka p53 w regulacji ekspresji genu IFI16 przedstawiono na rycinie 4.

Regulacja ekspresji genu IFI16 przez biatko p53

biatko IFI16

pS3*BS mRNA IFI16

Rycina 4. Regulacja ekspresji genu IFI16 przez biatko p53. Aktywacja biatka p53 przez kinazg¢ ATM prowadzi
do stabilizacji biatka p53. Nastepnie biatko p53 wiaze do regionu regulatorowego genu (p53 BS) w obrebie
promotora, co prowadzi do wzrostu ekspresji genow zaleznych od p53, w tym IFI16

1.6.3.4. Regulacja ekspresji przez inne czynniki

Ekspresja IFI16 jest rowniez regulowana przez inne czynniki komorkowe i srodowiskowe.
Wiazanie IL-6 do receptora na powierzchni komorki zwigksza ekspresje IFI16 w sposob
zalezny od biatka STAT-3"". Stymulacja linii komérkowe;j ostrej biataczki promielocytowej
NB4 kwasem retinowym (RA) i trojtlenkiem arsenu (ATO) synergistycznie aktywuje
transkrypcje genu IF116, aczkolwiek mechanizm ten nie zostat jeszcze opisany’®. Regulacje

ekspresji genu IFI116 przez 1L-6 oraz ATO/RA przedstawiono na rycinie 5.
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Regulacja ekspresji genu IFI16 przez inne czynniki

IL-6

IL-6 R

biatko IFI16

mRNA IFI116

Rycina 5. Regulacja ekspresji genu IFI16 przez inne czynniki. Wigzanie 1L-6 do receptora na powierzchni
komorki prowadzi do aktywacji biatka STAT-3, regulujacego ekspresje genu IFI16. Kwas retinowy (RA)
i trojtlenek arsenu (ATO) synergistycznie aktywujg transkrypcje genu IF116

1.6.4. Regulacja lokalizacji komérkowej

W przeciwienstwie do lokalizacji wytacznie jadrowej lub cytoplazmatycznej innych biatek
z rodziny PYHIN-200, biatko IFI16 wykrywane jest zarowno W jadrze komorkowym, jak
I w cytoplazmie. Lokalizacja komorkowa biatka IFI16 wydaje si¢ regulowana przez acetylacje,
fosforylacje i wigzanie z innymi biatkami®’®. Acetylacja biatka IFI16 w jadrze prowadzi do
zmiany lokalizacji na cytoplazmatyczna®®. Fosforylacja natomiast wydaje si¢ odpowiadaé za
lokalizacj¢ jadrowa, jak miato to miejsce w transfekowanej linii komorkowej hepatomy
u szczura®®, Biatko IFI16 moze rowniez tworzyé heterodimery z innymi cztonkami rodziny
PYHIN-200, takimi jak MNDA i AIM28!. Poniewaz biatko AIM2 jest zlokalizowane gtownie
w cytoplazmie, a MNDA w jadrze komorkowym, wzgledne poziomy tych dwoch biatek
w obrgbie komoérki moga wptywacé na subkomodrkowa lokalizacje biatka IFI16. Biatko IFI16
moze tez tworzy¢ homo- i heterodimery z innymi biatkami (np. p53, Rb, AR, GR, BRCAL), co
prawdopodobnie wptywa na jego wewnatrzkomoérkowa lokalizacje®. Biatko IF116 wigze sie

z receptorem androgenowym (AR) w obrebie domeny wigzacej DNA. Przy braku androgenow
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wickszos¢ AR jest zlokalizowana w cytoplazmie, wigc interakcja miedzy IFI116 i AR wpltywa
na cytoplazmatyczng lokalizacje biatka IFI16 w komérkach gruczotu krokowego®. Po
inkubacji komorek z kortykosteroidami biatko IFI16 wulegato translokacji do jadra
komorkowego wraz z receptorem glikokortykosteroidow (GR). Na uwage zastuguje fakt, ze
tylko izoforma IFI16B (ale nie A i C) byla zaangazowana W interakcje z GR®. Tak wigc
lokalizacja komoérkowa IFI16 wydaje si¢ rowniez zaleze¢ od tego, ktora z izoform podlega
ekspres;ji.

1.6.5. Rola IF116 w starzeniu si¢ komorek i hamowaniu cyklu komorkowego

Jedna z najlepiej opisanych funkcji fizjologicznych biatka IFI16 jest jego rola w hamowaniu
proliferacji i starzeniu si¢ komorek. Starzenie sie komoérek definiuje si¢ jako brak powrotu
do cyklu podziatdéw komorkowych w odpowiedzi na stymulacje mitogenng i nabyta odpornosc¢
na stymulacje przez onkogeny®®8  Zwickszona ekspresja biatka IFI16 w starszych
populacjach (w stosunku do mtodych) prawidtowych ludzkich diploidalnych fibroblastow®!
oraz w prawidtowych ludzkich komérkach nabtonka gruczotu krokowego®® Iaczy sie
z zatrzymaniem wzrostu komorek zwigzanego ze starzeniem.

IFI16 uczestniczy w starzeniu si¢ komorek i zatrzymywaniu cyklu komorkowego na
co najmniej trzech réznych poziomach: poprzez interakcje z osig p53-p21°+62887 noprzez
interakcje ze szlakiem pRB-E2F%1%2 oraz poprzez hamowanie aktywnosci i transkrypcji

telomerazy®®%,

Oddzialywanie z bialkiem p53 — wzmocnienie sygnalizacji ATM-p53 przez biatko IFI116

Biatko p53 odgrywa role supresorowa poprzez hamowanie cyklu komorkowego i indukowanie
apoptozy W komorkach®%09192 Pg uszkodzeniu DNA biatko p53 jest aktywowane przez
kinaze biatkowa ATM, ktora fosforyluje biatko p53 na reszcie Ser-15%. Fosforylacja p53
prowadzi do jego aktywacji i stabilizacji, co skutkuje wzrostem poziomu biatka p53 w komorce.
Aktywowane biatko p53 stymuluje transkrypcje swoich genoéw docelowych, takich jak p21
(inhibitor kinazy zaleznej od cyklin), BAX, HDM2 i IF116%9%, Regulacja transkrypcji tych
genow jest kluczowa dla zatrzymania cyklu komérkowego i poczatku procesu starzenia si¢
w prawidlowych komérkach ludzkich®%2, Wzrost poziomu biatka IFI16 prowadzi do jego
wigzania z biatkiem p53, co zwicksza ekspresje genow zaleznych od biatka p537¢. W literaturze
opisano réwniez niezalezng od biatka p53 regulacje ekspresji genu p21 przez biatko 1FI116°2.

Rolg biatka IFI116 w regulacji ekspresji genow zaleznych od p53 przedstawiono na rycinie 6.
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Oddziatlywanie z biatkiem p53

IFI16 wzmacnia dziatanie p53

Niezalezna od p53
stymulacja ekspresji p21

p21 (p21WAF1/CIP1 inhibitor kinazy
zalezny od cyklin), BAX, HDM2, IFI16

Rycina 6. Regulacja ekspresji genow przez biatka p53 oraz IFI16. Uszkodzone DNA aktywuje kinaze biatkowa
ATM, ktora fosforyzuje biatko p53 na reszcie Ser-15. Fosforylacja p53 prowadzi do jego aktywacji i stabilizacji,
co skutkuje wzrostem poziomu biatka p53 w komoérce. Aktywowane p53 stymuluje transkrypcje swoich genow
docelowych, takich jak p21, BAX, HDM2 i IFI16. Wzrost poziomu biatka IFI16 prowadzi do wigzania
biatka p53, co dodatkowo wzmacnia ekspresje gendow zaleznych od p53. Ponadto biatko IFI16 w sposob

niezalezny od biatka p53 stymuluje ekspresje genu p21

Oddzialywanie z bialkiem Rb

Biatko Rb ulega fosforylacji przez kinazy zalezne od cyklin — CDK2 i CDK4. W formie
ufosforylowanej jest nieaktywne. Po aktywacji biatka p53 dochodzi do ekspresji biatka p21,
ktore hamuje aktywnos¢ CDK2 i CDK4. W wyniku tego biatko Rb przechodzi w forme
nieufosforylowana (aktywng) i hamuje czynnik transkrypcyjny E2F1, a w konsekwencji
zalezng 0d czynnika E2F1 transkrypcj¢ genow fazy S cyklu komorkowego (CCNAL, CCNA2,
CCNE1, CCNE2, PCNA, DHFR, CDC6)%%%  Biatko IFI16 zawiera motyw LXCXE na
koncu C, poprzez ktory moze wigzaé sie z biatkiem Rb®. Wykazano, ze zwickszona ekspresja
biatka IFI16 prowadzita do wigzania z biatkiem Rb w komoérkach i hamowania transkrypcji
genéw zaleznych od E2F1 oraz indukowata fenotyp przypominajacy starzenie si¢ komorek®1-2,

Ponadto dowiedziono, ze biatko IFI16 rowniez W sposob niezalezny od biatka Rb moze
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oddziatywa¢ z czynnikiem transkrypcyjnym E2F1 i prawdopodobnie hamowaé ekspresje

zaleznych od niego genéw (rycina 7)1,

—t=l &

aktywne nieaktywne nieaktywne

aktywacja

aktywne IF116 wspotdziata z Rb
w hamowaniu cyklu komérkowego

/\

bezposrednie wigzanie - hamowanie
LXCXE

Transkrypcja genow w fazie S (CCNAT,
CCNA2, CCNE1, CCNEZ2, PCNA, DHFR,
CDC6) zahamowanie przejéciaz G1 do S

Rycina 7. Rola biatka IFI116 w regulacji ekspresji genéw zaleznych od biatka Rb. Kinazy zalezne od cyklin,
CDK?2 i CDK4, fosforyluja biatko Rb, co prowadzi do jego inaktywacji. Biatko p53 aktywuje ekspresj¢ biatka
p21, ktoére hamuje CDK2 i CDK4. W wyniku tego biatko Rb przechodzi w forme nieufosforylowang (aktywna)

i hamuje czynnik transkrypcyjny E2F1, a w konsekwencji zalezng od czynnikéw E2F transkrypcje genow
fazy S cyklu komorkowego. Biatko IFI116 zawiera motyw LXCXE na koncu C, poprzez ktory moze wigzaé si¢

z biatkiem Rb i wzmacnia¢ jego funkcje. Ponadto wykazano, ze biatko IFI116 réwniez W sposob niezalezny

od biatka Rb moze hamowac¢ czynnik transkrypcyjny E2F1

Oddzialywanie z telomeraza

Wzrost ekspresji IF116 prowadzi w sposob bezposredni i posredni do zahamowania aktywnosci
telomerazy. W komorkach linii komérkowej raka piersi MCF-7 wykazano bezposrednie
oddzialywanie biatka IFI116 z biatkiem hTERT, co skutkowato wyraznym spadkiem aktywnosci
telomerazy oraz zahamowaniem cyklu komérkowego w fazie G18. Onkoproteina c-MYC
stymuluje ekspresje genu hTERT. W komoérkach Hela wykazano, ze biatko IFI16 hamuje
ekspresje genu c-MYC, co powoduje obnizenie poziomu biatka c-MYC, a w konsekwencji
zahamowanie ekspresji genu hTERT®1%, Podsumowujac, konsekwencja wzrostu poziomu

ekspresji IFI16 byto zahamowanie aktywnos$ci oraz ekspresji telomerazy oraz, co za tym idzie,
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zahamowanie podziatow komorkowych. Role biatka IFI16 w regulacji ekspresji i aktywnosci

telomerazy przedstawiono na rycinie 8.

Oddziatlywanie z telomeraza

Hamowanie aktywnoéci biatka

J biatko hTERT

Hamowanie ekspres;ji

S mRNA hTERT
c-MYC
—

Rycina 8. Regulacja ekspresji i aktywnosci telomerazy przez biatko IFI116. Biatko IFI16 wigze si¢ z biatkiem
hTERT i bezposrednio hamuje jego aktywnos$¢. IFI116 hamuje réwniez ekspresje onkoproteiny c-MYC,

regulujacej ekspresje genu hTERT, co prowadzi do zahamowania ekspresji telomerazy

1.6.6. Rola IFI116 w odpowiedzi na uszkodzone DNA i infekcje wirusowe

Inng z opisanych funkcji biatka IFI16 jest odziatywanie z uszkodzonym lub wirusowym
DNA. IFI16, okreslane jako czujnik wolnego DNA w komorce, odgrywa kluczows role
w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej poprzez zwickszenie wytwarzania IFN-B2.,

W  komorkach szpikowych, po wykryciu cytozolowego DNA (sygnat
,hiebezpieczenstwa”), biatko IFI16 rekrutuje biatko adaptorowe STING, ktore aktywuje o$
TBK1-IRF3 oraz czynnik transkrypcyjny NFKB. W wyniku aktywacji dochodzi do ich
wigzania W rejonie promotorowym genu IFN-A i wzrostu jego ekspresji’* (rycina 9). Role
biatka IFI16 w regulacji ekspresji IFN-£ przedstawiono na rycinie 9.
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Regulacja ekspresji interferonu beta

mRNA IFN beta

Rycina 9. Rola biatka IFI16 w regulacji ekspresji IFN-f. Biatko IF116 po wykryciu cytozolowego DNA
rekrutuje biatko adaptorowe STING, ktore nastepnie aktywuje o§ TBK1-IRF3 oraz czynnik transkrypcyjny
NFkB, co w konsekwencji prowadzi do ekspresji genu kodujgcego IFN-f

1.6.7. Rola IF116 w chorobach autoimmunologicznych

Biatko IFI16 jest rowniez powigzane z patogenezg niektorych chorob autoimmunologicznych,
takich jak toczen rumieniowaty uktadowy. Wydzielane z komorek jako antygen alarmina,
bierze udzial w tworzeniu komplekséw antygenowych%2,

1.6.8. Znaczenie ekspresji biatka IF116 w nowotworach

Badania dotyczace ekspresji genu/biatka IFI16 w nowotworach sa nieliczne, a ich wyniki

niespojne, jak np. w raku jajnika. Nowotwory mozna podzieli¢ na te, ktorych progresja wigze

si¢ Z utratg ekspresji IFI16, i te, ktorych progresja wigze si¢ ze wzrostem ekspresji 1FI16.
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1.6.8.1. Rola IFI16 w raku jajnika

W raku jajnika ekspresj¢ IFI16 badano wytacznie na poziomie transkryptu. W badaniach
przeprowadzonych na probkach z bazy danych TCGA stwierdzono, ze wyzsza ekspresja
IFI16 Kkoreluje z lepszym przezyciem pacjentek z HGSOC!®, Nalezy jednak pamietad, ze
w badaniach tych zrodtem RNA nie byty pojedyncze komorki nowotworowe, a tkanka
nowotworowa, stanowigca mieszanineg roznych komorek. Przeciwne wyniki uzyskali Ju i wsp.,
ktorzy zaobserwowali, ze surowicze guzy jajnika pierwotnie oporne na chemioterapi¢

charakteryzuja sie wyzszym poziomem ekspresji IF116 niz guzy wrazliwe'%*,

1.6.8.2. Nowotwory z utrata ekspresji IF116

Wsroéd nowotworow, w ktorych dochodzi do utraty ekspresji IFI16, mozna wymieni¢ raka
piersi, raka gruczotu krokowego, raka gltowy i szyi oraz kostniakomigsaka. W raku piersi utrata
ekspresji IFI16 wydaje si¢ korelowaé z progresja choroby. W poréwnaniu z prawidtowymi
komorkami nabtonka gruczotu sutkowego, w ktorych obserwowano wyrazng ekspresje trzech
izoform IFI16 z dominujacg izoforma B, w liniach komérkowych raka piersi nie odnotowano
ekspresji IF1167%. W badaniach immunohistochemicznych w prawidtowym nabtonku sutka
obserwowano zaré6wno cytoplazmatyczng, jak i jadrowa (dominujacg) ekspresje IFI16.
W tkance nowotworowej natomiast stwierdzono zdecydowanie nizsza ekspresje i dominowata
lokalizacja cytoplazmatyczna. Co wigcej, komorki nowotworowe wykazywaty rézny poziom
ekspresji IFI16 (od braku do silnej ekspresji)’®. W raku gruczotu krokowego réwniez
obserwowano utrate ekspresji IFI116. Ekspresj¢ IFI16 wykryto w prawidtowych ludzkich
komérkach nabtonka gruczohu krokowego oraz w tkance gruczotu krokowego®?, nie wykryto
jednak ekspresji IF116 w liniach komérkowych raka gruczotu krokowego®?™. W raku
kolczystokomérkowym glowy i szyi IFI16 wydaje sie odgrywaé role supresorowg. Wyzsza
ekspresje IFI16 odnotowano w mniej agresywnych guzach o niskim stopniu ztosliwosci,
natomiast niskag ekspresje lub brak ekspresji IFI16 obserwowano w bardziej agresywnych
guzach o wysokim stopniu ztosliwoscil®. Przywrécenie ekspresji IFI16 w linii komoérkowej
HNSCC HNO136 prowadzito do zmniejszenia szybkosci podziatow komérkowych i wzrostu

apoptozy indukowanej DOX w warunkach in vitro!%®

oraz znaczacego Spowolnienia
nowotworzenia w warunkach in vivo!?”. Podobnie obserwowano znaczace obnizenie ekspres;ji

IF116 na poziomie transkryptu i biatka w kostniakomigsaku W poréwnaniu z prawidtows tkanka
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kostng. Nadekspresja IFI16 w liniach komoérkowych kostniakomigsaka i chrzestniakomigsaka

skutkowata znaczacym zmniejszeniem szybkosci wzrostu komérek i tworzenia koloniit®,

1.6.8.3. Nowotwory ze wzrostem ekspresji IFI16

Wsrod nowotworow, w ktorych ekspresja IF116 wzrasta, mozna wymienié: raka szyjki macicy,
raka trzustki oraz nowotwory jadra. W raku szyjki macicy IFI16 wydaje si¢ odgrywac rolg
onkogenng. Znaczaco wyzszy poziom ekspresji IFI16 obserwowano w rakach HPV-dodatnich
w pordéwnaniu z rakami HPV-ujemnymi. Ponadto poprzez aktywacj¢ Sciezki STING-TBK1-
-NF-kB IF116 indukowat ekspresjc PD-L1 i sprzyjat progresji raka szyjki macicy®.
W badaniu in vitro wytaczenie ekspresji IFI16 w linii komoérkowej SiHa skutkowato
zmniejszeniem poziomu ekspresji biatka PD-L1, zmniejszeniem migracji i proliferacji komorek
in vitro oraz spowolnieniem wzrostu guza i zmniejszeniem koncowej masy guza badaniach in
vivo na myszach!®. Poziom ekspresji IFI116 wyraznie wigzal sie zatem z progresja raka
szyjki macicy. IFI16 byt rowniez jednym z gendw, ktore ulegaly zwigkszonej ekspresji
w inwazyjnych $rodprzewodowych brodawkowatych nowotworach s$luzowych trzustki
W pordéwnaniu z prawidtowym nabtonkiem przewodowym trzustki, co moze sugerowac jego
role w progresji tego nowotworu*®. Nadekspresje IF116 opisano w nowotworach jadra in situ,
nie obserwuje si¢ jej natomiast w prawidtowej tkance gonady. Obserwacja ta sugeruje rolg

IF116 W rozwoju zto$liwych guzow jader''.
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2. Z.alozenia i cele pracy

Rozwoj opornosci na chemioterapi¢ W trakcie leczenia to jedna z glownych przyczyn niskiej
skutecznos$ci leczenia raka jajnika. Opornos¢ na chemioterapie wiaze si¢ ze zmiang ekspresji
wielu gendéw, z ktorych nie wszystkie zostaly dotagd poznane. Jednym z gendw/biatek
prawdopodobnie uczestniczacych W rozwoju oporno$ci na chemioterapi¢ W raku jajnika jest
IFI16.

Celem przedstawionych badan jest okreslenie roli genu i biatka IFI16 w rozwoju
opornosci na chemioterapi¢ W raku jajnika oraz okreslenie ekspresji IFI16 w liniach
komorkowych i tkankach raka jajnika pochodzacych z roéznych typéw histologicznych. Cel ten
zostanie osiagnigty poprzez realizacj¢ ponizszych celow szczegotowych:

1. Ocena ekspresji genu IFI16 i biatka IFI16 w liniach komoérkowych raka jajnika
wrazliwych i opornych na DOX i PAC.

2. Okreslenie, ktore izoformy biatka IFI116 ulegaja ekspresji w liniach opornych na DOX
i PAC oraz jaka jest lokalizacja komérkowa poszczegolnych izoform.

3. Ocena ekspresji genu IFI16 po krotkotrwatej ekspozycji na DOX i PAC w linii
wrazliwe;.

4. Okreslenie, czy istnieje zwigzek pomiedzy ekspresja IFI16 w badanych liniach
opornych a jego dotychczas poznanymi funkcjami fizjologicznymi.

5. Ocena ekspresji genu IFI16 i biatka IFI16 w liniach komorkowych raka jajnika
pochodzacych z réznych typow histologicznych.

6. Okreslenie wzglednego poziomu ekspresji i lokalizacji komorkowej izoform biatka
IF116 w liniach komorkowych raka jajnika pochodzacych z réznych typow histologicznych.

7. Okreslenie ekspresji biatka IF116 w tkankach raka jajnika.
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3. Materialy i metody

3.1. Odczynniki i przeciwciala

W badaniach wykorzystano odczynniki i przeciwciala zakupione u nastepujacych
producentéw. Pozywki hodowlane dla komorek — MEM (nr kat. 51412C) i DMEM (nr Kat.
D5546), ptodowa surowice bydleca — FBS (nr kat. F2442), roztwor antybiotykow
I antymykotykow (nr kat. A5955), L-glutaming (nr kat. G7513), pirogronian sodu (nr kat.
S8636), medium DAPI (nr kat. 32670) oraz DOX (nr kat. 324380) i PAC (nr kat. 580556)
zakupiono w firmie Sigma (St. Louis, MO, USA). Mysie monoklonalne przeciwciato anty-
-FI116, klon 2E3 zakupiono w firmie Abnova (Tajpej, Tajwan) (nr kat. H00003428-M03),
krolicze przeciwciato anty-GADPH, klon FL-335 (nr kat. Sc-25778) zakupiono z Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Monoklonalne przeciwciato krolicze anty-kalneksyna,
klon EPR3633 (nr kat. ab133615) oraz poliklonalne krolicze przeciwciato anty-lamina B1 (nr
kat. ab16048-100) zakupiono w firmie Abcam. Drugorzedowe poliklonalne antykrélicze
przeciwcialo kozie sprzezone peroksydaza chrzanowa (HRP) (nr kat. 7074P2) zakupiono
w firmie Cell Signaling (Danvers, MA, USA). Drugorzedowe przeciwciata do fluorescencji —
Alexa Fluor®488 osle antykrolicze (nr kat. 711-545-152) oraz Alexa Fluor®594 oéle antymysie
(nr kat. 715-585-150) — zakupiono w firmie Jackson ImmunoResearch Laboratories
(Cambridgeshire, Wielka Brytania). Odczynniki do reakcji Western blot (membrany, zele
i marker masy biatka) zakupiono w firmie Biorad (Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead,
Wielka Brytania).

3.2. Linie komodrkowe i hodowla komorkowa

Do analiz wykorzystano linie komdrkowe reprezentujace roznorodne podtypy raka jajnika.
Linie komorkowe ludzkiego raka jajnika SKOV-3 i OVCAR-3 zakupiono w firmie ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA). Linie ludzkiego raka jajnika A2780,
PEAL, PEA2 i PEO23 zakupiono w firmie Sigma (St. Louis, MO, USA).

Linie komorkowe A2780''? oraz PEA1® zostaty wyizolowane od nieleczonych
pacjentéw. Linia komorkowa PEA2 zostata wyizolowana od tego samego pacjenta co linia
PEAL, ale po nieskutecznej chemioterapii sktadajacej sie z CIS i prednimustyny!*3. Linia

komorkowa PEO23 zostata wyizolowana od pacjentki z rakiem jajnika po nieskutecznej terapii
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ztozonej z CIS i chlorambucylu'®®, Linia komérkowa SKOV-3 zostala wyizolowana od

pacjentki leczonej tiotepa!!?

, hatomiast linia OVCAR-3 zostala wyizolowana z ptynu jamy
otrzewnej pochodzacego od pacjentki z rakiem jajnika po chemioterapii skojarzonej
z cyklofosfamidem, DOX i CIS'*4,

Linie A2780 oporne na DOX [A2780DR1 i A2780DR2] i PAC [A2780PR1]
wyprowadzono z linii A2780 w wyniku ekspozycji na wzrastajace stezenia lekow
cytotoksycznych. Koncowe stezenia zastosowane do selekcji linii opornych wynosity:
100 ng/ml DOX i 300 ng/ml PAC. Wzrost opornosci w stosunku do rodzicielskiej linii
komorkowej A2780 wrazliwej na leki byt nastepujacy: 58,0 razy dla linii A2780DR1, 73,0 razy
dla linii A2780DR2 i 146 razy dla linii A2780PR1%,

Komoérki hodowano w pozywce MEM (A2780), RPMI-1640 (OVCAR-3, PEAL,
PEA2, PEO23) lub DMEM (SKOV-3) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej,
200 mM L-glutaminy, penicyliny (100 jednostek/ml), streptomycyny (100 jednostek/ml)

i amfoterycyny B (25 pg/ml) w 37°C w $rodowisku 0 zawartosci 5% COs.

Analiza ekspresji genéw metoda lancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
(9-PCR - quantitative polymerase chain reaction)

Catkowite RNA wyizolowano z komérek, wykorzystujac zestaw do izolacji RNA Gene Matrix
Universal (nr kat. E3599-02) (EURX Ltd., Gdansk, Polska) zgodnie z protokotem producenta.
RNA oznaczano ilosciowo metodami spektrofotometrycznymi, mierzac wartosci absorbancji
przy dtugosciach fal 260 nm i 280 nm, a takze ich stosunek 260/280 w celu oszacowania poziomu
zanieczyszczenia biatkami. Wszystkie wartosci wspotczynnika 260/280 byly w przedziale
1,8-2,0. Poziom degradacji RNA sprawdzano metoda elektroforezy z uzyciem 1% zelu
agarozowego. Nastepnie 2 pug RNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji z uzyciem
odwrotnej transkryptazy M-MLV (nr kat. 28025013/10777019) (Invitrogen przez Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oraz startera oligo(dT). Powstate w wyniku reakcji
odwrotnej transkrypcji cDNA stanowilo matryce w reakcji g-PCR. Reakcje g-PCR
przeprowadzano z zastosowaniem odczynnika Maxima SYBR Green/ROX g-PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oraz starterow specyficznych dla sekwencji
badanych genow (tabela 2). Analize przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu do reakcji PCR
w czasie rzeczywistym 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Zastosowano
nastepujace warunki reakcji:

— denaturacja wstepna 95°C — 15 minut;

a nastegpnie 45 cykli obejmujacych:
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— denaturacj¢ 95°C — 15 sekund;
— przylaczanie starteréw 60°C — 30 sekund,;
— synteze 72°C — 30 sekund.

Po syntezie DNA przeprowadzono analiz¢ temperatury topnienia produktu. Produkty
syntezy sprawdzono za pomocg analizy krzywej topnienia i elektroforezy w 3% zelu
agarozowym.

Poziomy ekspresji genéw badanych zostaly znormalizowane do poziomu ekspresji
genow referencyjnych: dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GADPH), B-aktyny
(ACTB), fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej (HRPT1) i beta-2-
-mikroglobuliny (B2M) — s$rednia geometryczna. Ekspresj¢ gendéw analizowano metoda
wzglednej kwantyfikacji (RQ — relative quantification). RQ okresla poziom ekspresji genu
wzgledem kalibratora, ktory stanowita linia wrazliwa lub bez leku (A2780). RQ kalibratora
wynosi 1. Analiza zostala przeprowadzona z zastosowaniem nastepujacego roéwnania:
RQ = 224t gdzie AACt = ACt probki (linia oporna na leki lub po stymulaciji lekiem) — ACt
kalibratora (linia wrazliwa na leki — A2780). Wykresy wygenerowano z zastosowaniem

oprogramowania SigmaPlot.

Tabela 2. Sekwencje starterow uzytych w reakcji g-PCR

Transkrypt Sekwencja (kierunek 5°-3”) Numer ENST Dlugos¢ produktu
(www.ensembl.org) (p2)

IFI16 CTTCGGACTCCTCAGATGCC 00000295809 144 pz
GGTCATGAACGGTCCTGGAA

GADPH GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 00000229239 199 pz
GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

B-actin TCTGGCACCACACCTTCTAC 00000331789 169 pz
GATAGCACAGCCTGGATAGC

HRPT1 CTGAGGATTTGGAAAGGGTG 00000298556 156 pz
AATCCAGCAGGTCAGCAAAG

B2M CGCTACTCTCTCTTTCTGGC 00000558401 133 pz
ATGTCGGATGGATGAAACCC

Izolacja RNA i przygotowanie mikromacierzy
RNA oznaczano ilosciowo metodami spektrofotometrycznymi, mierzgc wartosci absorbancji
przy dtugosciach fal 260 nm i 280 nm, a takze ich stosunek 260/280 w celu oszacowania poziomu

zanieczyszczenia biatkami. Kazdy wspotczynnik probek badanych miescit sie w przedziale
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1,8-2,0. Poziom degradacji RNA sprawdzano metodg elektroforezy z uzyciem 1% zelu
agarozowego, jak roéwniez przez oszacowanie wspotczynnika RIN za pomocg aparatu
Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Oszacowane wartosci
RIN miescily si¢ w przedziale 8,5-10 ($rednia: 9,2). Kazdg probke rozcienczono do koncowego
stezenia roboczego 100 ng/ul. Wszystkie probki przygotowano w trzech powtorzeniach. cCONA
do analizy mikromacierzy zsyntetyzowano w dwoch etapach (oddzielna synteza dla pierwszej
i drugiej nici) z uzyciem zestawu Affymetrix GeneChipl 3’ IVT Express (Affymetrix, Santa
Clara, CA, USA). Kolejnymi krokami byty transkrypcja in vitro (prowadzaca do populacji
cRNA), znakowanie biotyna i fragmentacja CRNA.

Hybrydyzacja i skanowanie mikromacierzy

Po tej procedurze probki zatadowano i hybrydyzowano z mikromacierzami Affymetrix
GeneChip Human Genome U219 wraz z kontrolnym cRNA i oligo B2. Proces hybrydyzacji
prowadzono w piecu do hybrydyzacji AccuBlock™ Digital Dry Bath (Labnet International,
Inc.) w 45°C przez 16 godzin. W kolejnym etapie mikromacierze oczyszczono i wybarwiono
zgodnie z protokotem producenta z uzyciem stacji Affymetrix GeneAtlas™ Fuidics. Nastepnie
mikromacierze zeskanowano za pomoca Stacji Affymetrix GeneAtlas™ Imaging.
Zeskanowane mikromacierze zostalty zapisane na dysku twardym jako pliki .CEL. Wszystkie
wyniki mikromacierzy sa dostgpne w bazie danych GEO pod numerem ID GSE73935.

Izolacja jader komorkowych

Frakcj¢ jadrows i cytoplazmatyczng z komoérek izolowano z zastosowaniem zestawu do izolacji
frakcji komorkowych (NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit, nr kat. 78835)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Komorki z butelek hodowlanych o powierzchni
75 cm? odczepiano z uzyciem roztworu trypsyny, zbierano i nastepnie wirowano z sita 500 g
przez 5 minut w 4°C. Osad komoérek przemywano w roztworze PBS. Komorki liczono.
Wszystkie procedury prowadzono wedtug protokotu dostarczonego przez producenta. Do
odpowiedniej ilosci komorek zgodnie z protokotem producenta dodawano odpowiednia
objetos¢ lodowatego odczynnika CER | (zmieszanego z inhibitorami proteazy). Osad komorek
zawieszonych w buforze energicznie worteksowano przez 15 sekund i pozostawiono na lodzie
na 10 minut. Nastepnie do probowki dodano lodowaty odczynnik CER Il. Komorki wirowano
przez 5 sekund i ustawiono na lodzie na 1 minute. W celu uzyskania supernatantu probowki
wirowano przy 16 000 x g przez 5 minut w 4°C. Supernatant (frakcje cytoplazmatyczng)

przenoszono do $wiezej probowki i umieszczano w —80°C. Osad (jadra komorkowe)
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zawieszono w lodowatym buforze NER (zmieszanym z inhibitorami proteazy). Probowke
z jadrami worteksowano przez 15 sekund co 10 minut, tacznie przez 40 minut. Nastepnie
proboéwke wirowano przy 16 000 x g przez 10 minut w 4°C. Supernatant przenoszono do

srodowiska o temperaturze —80°C.

Analiza Western blot

Stezenie biatka 0znaczono metoda Bradford z zastosowaniem odczynnika Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Hemel Hempstead, Wielka Brytania). Do analizy Western blot uzyto 10 pg biatka
z kazdej probki, ktore zawieszono w buforze obcigzajacym stezonym 4x (Bio-Rad
Laboratories, Hemel Hempstead, Wielka Brytania) i naniesiono do kazdej studzienki zelu
gradientowego (4-20%) mini-PROTEAN® TGX™. Dokonano rozdziatu elektroforetycznego
bialek z wuzyciem techniki SDS-PAGE. Wykonano transfer biatek na membrang
nitrocelulozows, ktora preinkubowano w roztworze blokujacym (5% roztwor odttuszczonego
mlekaw 0,1 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,1% Tween 20). Nast¢pnie membrang¢ nitrocelulozowa
inkubowano z kroliczym poliklonalnym przeciwciatem anty-1FI16 w rozcienczeniu 1:500
(1 godzina, temperatura pokojowa). Nadmiar przeciwciata odmyto przez 3-krotne przemycie
w buforze TBST (3 x 10 minut). Nastgpnie membrang inkubowano z przeciwciatem
drugorzedowym sprzezonym z HRP. Do detekcji biatek zastosowano zestaw do chemicznej
luminescencji (ECL, Femto Super Signal Reagent) i Hyperfilm ECL (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Wielka Brytania). Kontroli jakosci reakcji dokonano przez ponowng
inkubacj¢ membrany z kroliczym przeciwciatem anty-GAPDH (1:1000) i antykroliczym
przeciwciatem drugorzgdowym sprzezonym z HRP (oba z Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). Dla frakcji cytoplazmatycznej jako kontrolg jako$ci stosowano przeciwciato

anty-kalneksyna, a dla frakcji jadrowej przeciwciato anty-lamina B1.

Analiza immunofluorescencyjna

Pierwszym etapem bylo przygotowanie komorek, ktore hodowano w szklanych ptytkach
komorowych do stanu prawie 100% konfluencji, czyli pelnego pokrycia dotkow przez komorki.
Standardowa procedurg przeprowadzono W nastgpujacy sposob. Pozywke hodowlang
zastagpiono PBS do przeptukania, a nastepnie lodowatym acetonem/metanolem (1:1) przez
10 minut w celu utrwalenia i permeabilizacji. Nastepnie komoérki przemyto PBS i zablokowano
w 3% BSA przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Komorki inkubowano z przeciwciatem
pierwszorzedowym anty-IFI16 w rozcienczeniu 1:100. Po 2 godzinach inkubacji

w temperaturze pokojowej komoérki przemywano PBS i inkubowano z drugorzgdowym
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przeciwcialem Alexa Fluor®488 znakowanym zielonym barwnikiem (Donkey Anti-Mouse
IgG, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Cambridgeshire, Wielka Brytania) przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Na koniec komorki przemyto PBS i osadzono
w roztworze DAPI. Analiz¢ ekspresji i zdjecia wykonano pod mikroskopem fluorescencyjnym

(Zeiss Axio-Imager.Z1).

Wazrost ekspresji IF116 po kréotkotrwalej ekspozycji na DOX i PAC

Komorki do eksperymentu hodowano na ptytce 6-dotkowej. Na kazdy dotek wysiewano
0,5 x 10° komérek W objetosci medium hodowlanego 1 ml. Po 48 godzinach wymieniano
medium na swieze w kontroli lub medium z DOX w stezeniach 15 ng/ml i 20 ng/ml lub medium
z PAC w stezeniach 20 ng/ml i 25 ng/ml. Komorki inkubowano z cytostatykami przez 24, 48
i 72 godziny. Nastepnie zbierano komorki, izolowano RNA i analizowano ekspresje genow
metoda g-PCR.

Analiza immunohistochemiczna

Barwienie immunohistochemiczne przeprowadzono na bloczkach parafinowych pochodzacych
od pacjentek z rakiem jajnika. Skrawki o0 grubo$ci 5 pum umieszczono na szkietkach
podstawowych, odparafinowano ksylenem i stopniowo nawodniono w szeregu alkoholi
0 malejgcym stezeniu (alkohol absolutny, 80%, 70%, 60%, woda). Skrawki poddano inkubacji
w 1% H»0>, blokowano surowica kozig przez 30 minut w temperaturze pokojowej, a nastgpnie
przez noc z pierwszorzedowymi przeciwciatami anty-1FI16 w rozcienczeniu w 1:200 w 4°C.
Nastgpnie inkubowano w roztworze do detekcji EnVision (system detekcji peroksydazy /
DAB+, Dako REAL™EnVision™, krolik/mysz, Dako, Glostrup, Dania) lub ImMmPRESS™
HRP Reagent Kit (peroxidase/DAB, anti-goat, Vector Lab, Burlingame, CA, USA) przez
30 minut w temperaturze pokojowej. Na koniec szkietka ptukano w wodzie destylowanej,
barwiono kontrastowo hematoksyling, odwodniano oraz zamykano histofluidem i szkietkiem
nakrywkowym. Analiz¢ barwienia immunohistochemicznego wykonano pod mikroskopem
optycznym Olympus BH-2 sprzgzonym z aparatem cyfrowym. Ekspresje IFI16 ustalono na
podstawie $redniej proporcji immunopozytywnych komorek rakowych i komoérek zrgbu. Dla
kazdej probki wynik immunoreaktywnosci (IRS) zliczono z 10 pdl widzenia przy powigkszeniu
400% i uzyskano poprzez pomnozenic Wyniku intensywno$ci i ilosci komorek
immunopozytywnych. Intensywnos$¢ barwienia komorek rakowych oceniono jako ujemng (0),
stabg (1+), umiarkowang (2+) lub silng (3+). Ilos¢ komorek immunopozytywnych okreslono

wedhug skali: 0 (brak komoérek pozytywnych), 1+ (mniej niz 10% komorek pozytywnych),
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2+ (10-50% komorek pozytywnych), 3+ (51-80% komorek pozytywnych) lub 4+ (ponad 80%
komorek pozytywnych). Wynik IRS interpretowano jako negatywny (IRS 0-1), staby
(IRS 2-3), umiarkowany (IRS 4-8) lub pozytywny (IRS 9-12). Intensywno$¢ barwienia
w tkance otaczajgcej guz oceniono wedtug skali: negatywny (0), staby (1+), umiarkowany (2+)
lub silny (3+).

3.3. Analiza statystyczna
Dane sa prezentowane jako btad standardowy $redniej (SEM — standard error of mean).

Analizowano je za pomoca testu t-Studenta. Roznicg uznawano za statystycznie istotng przy

wartosci p < 0,05.
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4. Wyniki

Analizy ekspresji genu IF116 w lekoopornych liniach komérkowych raka jajnika

W celu ustalenia, czy rozw6j opornosci na leki cytotoksyczne w liniach opornych jest zwigzany
ze wzrostem ekspresji IFI16, oceniono poziom ekspresji mMRNA IFI16 w linii wrazliwej oraz
w liniach opornych metoda g-PCR. Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost poziomu
transkryptu IFI16 w liniach komoérkowych A2780DR1 (p < 0,001), A2780DR2 (p < 0,01)
i A2780PR1 (p < 0,001) (rycina 10). Pomimo ze wysoki wzrost ekspresji odnotowano we
wszystkich liniach komorkowych, stwierdzono duza réznicg migdzy opornymi liniami
komorkowymi. W linii komoérkowej A2780DR2 obserwowano okoto stukrotny wzrost
poziomu ekspresji. Znacznie silniejszy wzrost wykryto w linii komérkowej A2780DR1 (okoto
tysigckrotny wzrost ekspresji) i w linii komorkowej A2780PR1 (tu poziom ekspresji wzrost
okoto 2500 razy).
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2000 - ek

Wzgledny poziom mRNA IFI16
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\

0 T T T T
A2780  A2780DR1 A2780DR2 A2780PR1

Linie komorkowe

Rycina 10. Analiza ekspresji (g-PCR) transkryptu IFI116 w linii A2780 oraz liniach opornych na leki
cytotoksyczne. Rycina przedstawia wzgledny poziom ekspresji w opornych liniach komoérkowych (szare stupki)
w stosunku do wrazliwej linii komorkowej (biaty stupek), ktorej przypisano warto$¢ 1. Wartosci uznano

za istotne statystycznie przy ** p < 0,01 oraz *** p < 0,001
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Analiza immunofluorescencyjna ekspresji bialka IFI16 w lekoopornych liniach
komorkowych raka jajnika

W celu okreslenia ekspresji biatka IFI16 przeprowadzono analizg¢ fluorescencyjna w liniach
komoérkowych A2780, A2780DR1, A2780DR2 i A2780PR1. W linii wrazliwej A2780 nie
obserwowano sygnatu fluorescencyjnego dla biatka IFI16. W linii komérkowej A2780DR2
odnotowano staby poziom fluorescencji. Wyrazny wzrost intensywnosci fluorescencji
stwierdzono w liniach komorkowych A2780DR1 i A2780PR1 (rycina 11). Bardziej
szczegOtowa analiza wynikow immunofluorescencji wskazuje na dwa istotne fakty. Wszystkie
komorki w obrebie linii komorkowej wykazuja podobny poziom ekspresji. W liniach
komorkowych opornych na DOX wydaje si¢ dominowac ekspresja cytoplazmatyczna, podczas
gdy w linii komorkowej opornej na PAC wykazano wyrazng silng lokalizacj¢ jadrowa, chociaz

staby sygnat pochodzit rowniez z cytoplazmy.

DAPI + FITC FITC

o -

P ¢*
P -

A2780DR1

o -

A2780PR1

Rycina 11. Analiza immunofluorescencyjna ekspresji biatka IF116 w liniach komoérkowych A2780, A2780DR1,
A2780DR2 i A2780PR1. IFI16 wykrywano z uzyciem przeciwciata przeciwko IFI16 i drugorzedowego
przeciwciata sprzgzonego z MFP488 (kolor zielony). Jadra komorkowe wykrywano z zastosowaniem
barwnika DAPI (kolor niebieski)
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Analiza Western blot ekspresji biatka IF116 we frakcji jadrowej i cytoplazmatycznej linii
A2780 oraz linii komérkowych opornych na leki

W celu okreslenia lokalizacji komorkowej izoform biatka IFI16 przeprowadzono analizg
Western blot ekspresji IFI16 we frakcji jadrowej i cytoplazmatycznej. Poniewaz
zaobserwowano duzg roznicg W poziomie ekspresji pomigdzy liniami koméorkowymi opornymi
na DOX i PAC, przeprowadzono dwa oddzielne eksperymenty Western blot, w kazdym z nich
stosujgc linig A2780 jako kontrole. Nie odnotowano ekspresji biatka IFI16 we frakcji jadrowe;j
i cytoplazmatycznej w linii komérkowej A2780 (rycina 12A, B). W liniach komorkowych
opornych na DOX stwierdzono wyzsza ekspresj¢ biatka IF116 we frakcji cytoplazmatycznej
(rycina 12A), natomiast w linii komérkowej opornej na PAC dominowata lokalizacja jadrowa
(rycina 12B). WyKkryto prazki 0 r6znej masie czasteczkowej, ktore moga odpowiadaé roznym
izoformom biatka IFI16. W obu liniach komoérkowych opornych na DOX we frakcji
cytoplazmatycznej najsilniejszy prazek odpowiadat biatku 0 masie czasteczkowej okoto
85-90 kDa. Zaobserwowano rowniez silny podwdjny prazek odpowiadajgcy masie okoto
70-75 kDa. Pomiedzy tymi silnymi prazkami stwierdzono takze bardzo staby prazek o masie
okoto 80 kDa. We frakcji jadrowej najsilniejszy sygnat odnotowano dla prazka o masie okoto
85-90 kDa (rycina 12A). We frakcji cytoplazmatycznej linii opornej na PAC zaobserwowano
staby sygnat odpowiadajacy masie czasteczkowej okoto 70—75 kDa. Z kolei we frakcji jadrowe;j
wykryto dwa silne prazki odpowiadajace masie okoto 70-75 kDa oraz 85-90 kDa. Pomig¢dzy

nimi byt rowniez obecny bardzo staby prazek o masie okoto 80 kDa (rycina 12B).
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Rycina 12. Analiza ekspresji biatka IF116 we frakcjach cytoplazmatycznej i jadrowej wyizolowanych z linii
A2780 oraz z linii opornych na DOX (A) i linii i opornej na PAC (B). Biatka rozdzielono za pomocg zelu
gradientowego (4—20%) i przeniesiono na membrang nitrocelulozowsa. Nastepnie biatko wykrywano
pierwszorzgdowym przeciwciatem przeciwko IFI16 oraz przeciwciatem drugorzgdowym sprzezonym z HRP.
Przeciwciato przeciwko GADPH i kalneksynie zastosowano jako kontrolg dla frakcji cytoplazmatycznej,

a przeciwciato przeciwko laminie B1 jako kontrole dla frakcji jadrowe;j

Woczesna odpowiedz na stymulacje PAC i DOX w linii wrazliwej na leki cytotoksyczne
Poniewaz IFI16 wydaje si¢ odgrywac role w nabytej opornosci na leki cytotoksyczne,
w kolejnym etapie badan wrocono do sytuacji wyjsciowej i sprawdzono, czy DOX i PAC mogg
indukowa¢ ekspresje genu IFI16 w linii wrazliwej podczas pierwszego kontaktu komorek
nowotworowych z tymi lekami. W celu okreslenia wczesnej odpowiedzi na DOX i PAC linig
komorkowa A2780 hodowano w obecnosci niskich stezen DOX (15 i 20 ng/ml) lub PAC
(201 25 ng/ml) przez 24, 48 i 72 godziny. Nastepnie zbadano zmiany w ekspresji genu IFI16
w stosunku do komorek hodowanych bez cytostatyku. Zastosowane startery rozpoznawaty
wszystkie warianty transkrypcyjne genu IF116. W komoérkach hodowanych w obecnosci DOX
zaobserwowano statystycznie istotny wzrost (p < 0,05) poziomu transkryptu IFI16 tylko dla
stezenia 20 ng/ml i czasu hodowli 72 godziny (rycina 13A). Hodowla w obecnosci PAC
prowadzita do zaleznego od czasu wzrostu poziomu transkryptu IF116 z maksymalnym okoto
13-krotnym wzrostem po 72 godzinach hodowli (p < 0,05 lub p < 0,01) (rycina 13B).

Jako kontrole zastosowano gen MDR1, kodujacy biatko P-gp, ktore odgrywa
najwazniejsza role W powstawaniu opornosci na DOX i PAC*. Podobnie jak w przypadku
IFI16, zaobserwowano statystycznie istotny wzrost poziomu transkryptu MDRL1 tylko przy
stezeniu DOX wynoszacym 20 ng/ml i czasie hodowli 72 godziny (rycina 13C). Hodowla
w obecnosci PAC prowadzita do zaleznego od stgzenia i czasu wzrostu poziomu transkryptu
MDR1 (rycina 13D).

48



=3 20 ng/ml
1 15ng/ml *
© . 20 ng/m| © . 25 ng/ml *
= I 4
™ L 20 .
< @ S
= [4
nE: E 15
£ E
(=]

o 2 N
N
] 2 101
a >
> c
c °
2 & *ok
) 1 2 54 * ok
N
; ; * *

0 . . " . 0-

C  24h  24n  48h  48n 72h  72h C 26h 24h 48h 48h 72h 72h

Czas (godziny) Czas (godziny)

1 20ng/ml *
3 15ng/ml W 25 ng/ml
. 20 ng/ml * ]
2,51

2,0 4

P<0,15

Wzgledny poziom mRNA MDR1
@
Wzgledny poziom mRNA MDR1

0,5

L[
0,0 : - : . 0 T T
c 24

c 24h  24h 48h 48.h 72h 72.h

h 24h 48h 48h 72h T72h
Czas (godziny) Czas (godziny)

Rycina 13. Analiza ekspresji genow IFI116 i MDR1 w linii komorkowej A2780 po krotkotrwalej ekspozycji na
DOX (A, C) lub PAC (B, D). Rycina przedstawia wzgledng ekspresje genéw w komadrkach stymulowanych
DOX lub PAC (szare i czarne stupki) w odniesieniu do kontroli (biate stupki), ktorej przypisano wartos¢ 1.

Warto$ci Uznawano za istotne statystycznie przy * p <0,05i **p <0,01

Analiza ekspresji genow zwiazanych funkcjonalnie z IFI16 w liniach komérkowych
wrazliwych i opornych na leki cytotoksyczne z zastosowaniem mikromacierzy RNA
Poniewaz ekspresja IFI16 jest regulowana przez rozne szlaki sygnalizacyjne, a IFI16
moze rowniez uczestniczy¢ W regulacji ekspresji réznych genow, przeanalizowano wyniki
z mikromacierzy RNA pod katem ekspresji genow ,,powiazanych z IFI16”. Przesledzono
ekspresje wszystkich genow kodujacych interferony i receptory interferonow, genow ze
szlakow sygnalizacyjnych interferonow oraz genow regulowanych przez interferony, a takze
ekspresje innych genow zaangazowanych w stymulacj¢ ekspresji IF16 i interakcj¢ z biatkiem
IF116, takich jak: geny kodujace receptory hormonow steroidowych, geny zwigzane z biatkiem
p53, geny zwiazane z biatkiem Rb1 i inne geny regulowane przez IFI16 lub zaangazowane
w ekspresje IF116. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic miedzy liniami komérkowymi
wrazliwymi i opornymi na leki w poziomie ekspresji analizowanych genow. Wyniki analizy
podsumowano w tabeli 3.
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Tabela 3. Analiza ekspresji genow zwigzanych funkcjonalnie z IF116 w liniach komoérkowych

wrazliwych i opornych na leki cytotoksyczne z zastosowaniem mikromacierzy RNA

Opis Gen Numer A2780 vs. A2780 vs. A2780 vs.
transkryptu A2780DR1 | A2780DR2 | A2780PR1
Geny kodujace IFNA1 NM_006900 NS NS NS
interferony IFNA2 NM_000605 NS NS NS
i receptory IFNA4 NM_021068 NS NS NS
interferonow IFNA5 NM_002169 NS NS NS
IFNAG6 NM_021002 NS NS NS
IFNA7 NM_021057 NS NS NS
IFNA8 NM_002170 NS NS NS
IFNA10 NM_002171 NS NS NS
IFNA13 NM_024013 NS NS NS
IFNA14 NM_002172 NS NS NS
IFNA16 NM_002173 NS NS NS
IFNAL17 NM_021268 NS NS NS
IFNA21 NM_002175 NS NS NS
IFNB1 NM_002176 NS NS NS
IFNG NM_000619 NS NS NS
IFNAR1 NM_000629 NS NS NS
IFNAR2 NM_000874 NS NS NS
IFNGR1 NM_000416 NS NS NS
IFNGR2 NM_005534 NS NS NS
Geny zwigzane STAT1 NM_007315 NS NS NS
ze szlakami STAT2 NM_005419 NS NS NS
sygnalizacyjnymi STAT3 NM_003150 NS NS NS
interferonow STAT4 NM_003151 NS NS NS
JAK1 NM_002227 NS NS NS
JAK?2 NM_004972 NS NS NS
JAK3 NM_000215 NS NS NS
Inne geny CXCL10 NM_001565 NS NS NS
regulowane przez CXCL11 NM_005409 NS NS NS
interferony STING NM_198282 NS NS NS
TBK1 NM_013254 NS NS NS
IRF1 NM_002198
IRF2 NM_002199 NS NS NS
IRF3 NM_001571 NS NS NS
IRF4 NM_002460 NS NS NS
IRF5 NM_001098627 NS NS NS
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Opis Gen Numer A2780 vs. A2780 vs. A2780 vs.

transkryptu A2780DR1 | A2780DR2 | A2780PR1
IRF6 NM_006147 NS NS NS
IRF7 NM_001572 NS NS NS
IRF8 NM_002163 NS NS NS
IRF9 NM_006084 NS NS NS
Receptory AR NM_000044 NS NS NS
hormonow ESR1 NM_000125 NS NS NS
steroidowych ESR2 NM_001040275 NS NS NS
GR NM_000176 NS NS NS
Geny powigzane TP53 NM_000546 NS NS NS
funkcjonalnie p21 (CDKN1A/WAF1) NM_000389 NS NS NS
z biatkiem p53 BAX NM_004324 NS NS NS
HDM2 (MDM2) NM_001145336 NS NS NS
Geny powigzane RB1 NM_000321 NS NS NS
funkcjonalnie E2F1 NM_005225 NS NS NS
Z biatkiem Rb1 E2F2 NM_004091 NS NS NS
E2F3 NM_001949 NS NS NS
E2F4 NM_001950 NS NS NS
E2F5 NM_001083588 NS NS NS
E2F6 NM_198256 NS NS NS
E2F7 NM_203394 NS NS NS
E2F8 NM_024680 NS NS NS
p16 (CDKN2A) NM_017632 NS NS NS
CCNA1 NM_001111045 NS NS NS
CCNA2 NM_001237 NS NS NS
CCNE1 NM_001238 NS NS NS
CCNE2 NM_057749 NS NS NS
CDC6 NM_001254 NS NS NS
PCNA NM_002592 NS NS NS
DHFR NM_000791 NS NS NS
Inne geny TERT NM_198253 NS NS NS
MYC NM_002467 NS NS NS
FOS NM_005252 NS NS NS
JUN NM_002228 NS NS NS

NS (not significant) — brak istotnych statystycznie roznic w poziomie ekspresji
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Ekspresja genu IFI16 w liniach komérkowych raka jajnika pochodzacych z réznych
typéw histologicznych

W drugiej czegsci badan postanowiono sprawdzié, czy gen IFI16 ulega réwniez ekspresji
w innych liniach komorkowych raka jajnika. Poziom ekspresji genu IFI16 byt badany
w nastepujacych liniach komérkowych raka jajnika: surowiczego raka jajnika o wysokim
stopniu ztosliwosci histologicznej — OVCAR-3, PEAL, PEAZ2; surowiczego raka jajnika
0 niskim stopniu ztosliwosci — PEO23; surowiczego raka jajnika o nieustalonym stopniu
ztosliwosci — SKOV-3; endometrioidalnego raka jajnika — A2780. Najnizszy poziom
transkryptu IF116 zaobserwowano w linii komérkowej A2780. Arbitralnie przyjeto, ze poziom
ekspresji w tej linii wynosi 1. Poziom ekspresji w pozostatych liniach komoérkowych okre§lono
wzgledem linii A2780. Podobny poziom ekspresji jak w linii A2780 odnotowano w linii
komorkowej OVCAR-3. Okoto 3-krotny wzrost poziomu ekspresji IFI16 (p < 0,05)
stwierdzono w linii komérkowej PEO23. Najwyzsza ekspresje genu IF116 wykazano w liniach
komorkowych SKOV-3 (p < 0,01), PEAL (p < 0,01) i PEA2 (p < 0,05), w ktorych poziom
ekspresji byt okoto 300-krotnie wyzszy niz w linii komorkowej A2780 (rycina 14). Ze wzgledu
na duze réznice w poziomie ekspresji miedzy badanymi liniami komoérkowymi wyniki

przedstawiono w skali logarytmicznej.
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Rycina 14. Analiza ekspresji (g-PCR) transkryptu IFI16 w r6znych liniach komoérkowych raka jajnika. Rycina
przedstawia wzgledny poziom ekspresji w liniach komoérkowych (szare stupki) w stosunku do linii komérkowe;j
A2780 (bialy stupek), ktorej przypisano warto$¢ 1. Zastosowano skalg logarytmiczng. Warto$ci uznano
za istotne statystycznie przy * p < 0,05 oraz ** p < 0,01
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Analiza immunofluorescencyjna ekspresji biatka IF116 w liniach raka jajnika o réznym
pochodzeniu histologicznym

W celu poréwnania ekspresji biatka IFI16 w réznych liniach komoérkowych raka jajnika
przeprowadzono analize fluorescencyjng w liniach komoérkowych A2780, SKOV-3,
OVCAR-3, PEAL, PEA2 i PEO23. W linii komérkowej A2780 nie obserwowano sygnatu
fluorescencyjnego. W liniach komérkowych OVCAR-3 i PEO23 stwierdzono niski poziom
fluorescencji. Jednak w przeciwienstwie do linii OVCAR-3, w ktoérej odnotowano
roOwnomiernie roztozony poziom fluorescencji, w linii komérkowej PEO23 tylko pojedyncze
komorki wykazaly pozytywny sygnat. W liniach komérkowych SKOV-3, PEAL1 i PEA2
zaobserwowano silny wzrost intensywnosci fluorescencji. We wszystkich trzech liniach
komorkowych obecne byty komoérki 0 niskim, srednim i wysokim poziomie fluorescencji.
W linii komérkowej PEAL wystepowat silny sygnat w okoto 25% komorek. W liniach PEA2

i SKOV-3 wysoki poziom fluorescencji zaobserwowano w okoto 50% komorek (rycina 15).
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OVCAR3

Rycina 15. Analiza immunofluorescencyjna ekspresji biatka IF116 w liniach komérkowych A2780, SKOV-3,
OVCAR-3, PEAL, PEA2 i PEO23. IFI16 wykryto z uzyciem przeciwciata przeciwko IFI16 i drugorzgdowego
przeciwciata sprzgzonego z MFP488 (kolor zielony). Jadra komorkowe wykrywano z zastosowaniem
barwnika DAPI (kolor niebieski)

Analiza Western blot ekspresji bialka IFI16 w liniach komérkowych raka jajnika
0 réznym pochodzeniu histologicznym

W celu okreslenia lokalizacji komorkowej izoform biatka IF116 wykonano analiz¢ Western blot
we frakcji cytoplazmatycznej i jadrowej. We frakcji cytoplazmatycznej zaobserwowano tylko
jeden wyrazny prazek w linii komoérkowej PEAL odpowiadajacy masie czasteczkowej okoto

85-90 kDa (rycina 16A). We frakcji jadrowej stwierdzono wyrazny prazek odpowiadajacy
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masie czgsteczkowej rowniez okoto 85-90 kDa (rycina 16B). Najsilniejszy prazek wykazano
w liniach komorkowych PEAL i PEA2, chociaz byt on rowniez obecny w liniach komoérkowych
SKOV-3 i PEO23. We wszystkich tych liniach komoérkowych wykryto réwniez dodatkowy
prazek ponizej, ktory moze odpowiada¢ masie okoto 80-85 kDa. Ponadto w linii komérkowej

PEA1 zaobserwowano bardzo staby prazek o masie okoto 7075 kDa.
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Rycina 16. Analiza ekspresji biatka IFI16 we frakcji cytoplazmatycznej (A) i jadrowej (B) izolowanych z linii
komorkowych A2780, SKOV-3, OVCAR-3, PEA1, PEA2 i PEO23. Biatka rozdzielono za pomocg zelu
gradientowego (4-20%) i przeniesiono na membrang nitrocelulozowa. Nastepnie biatko wykrywano
pierwszorzgdowym przeciwciatem przeciwko IFI16 oraz przeciwciatem drugorzgdowym sprzezonym z HRP.
Przeciwciato przeciwko GADPH i kalneksynie zastosowano jako kontrole dla frakcji cytoplazmatyczneyj,

a przeciwciato przeciwko laminie B1 jako kontrole dla frakcji jadrowe;j

Analiza immunohistochemiczna ekspresji IF116 w tkankach raka jajnika

Immunohistochemiczng analize ekspresji biatka [FI16 przeprowadzono na tkankach
nowotworowych pochodzacych od pacjentek z rakiem jajnika. Przeanalizowano kilka
przypadkow endometrioidalnego, sluzowego i1 surowiczego raka jajnika w celu okreslenia
ekspresji biatka IFI16. Nie zaobserwowano zadnej ekspresji biatka IFI16 w raku
endometrioidalnym i sluzowym (rycina 17A, B). W raku surowiczym stwierdzono sygnat
pochodzacy z jadra komoérkowego. Intensywnos$é sygnatu byta zréznicowana — od bardzo

stabego do bardzo silnego (rycina 17C).
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Rycina 17. Ekspresja biatka IFI116 u pacjentki z gruczolakorakiem endometrioidalnym (brak ekspresji) (A),
pacjentki z gruczolakorakiem sluzowym (brak ekspresji) (B) i pacjentki z gruczolakorakiem surowiczym (silna
ekspresja jadrowa) (C). Skrawki wybarwiono kontrastowo hematoksyling (kolor niebieski)
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5. Dyskusja

Zdecydowana wigkszos¢ pacjentek z rozpoznaniem raka jajnika otrzymuje chemioterapig.
Odpowiedz na leczenie chemioterapig pierwszego rzutu jest dobra. Tylko okoto 5% chorych
rozpoczynajacych leczenie jest pierwotnie opornych na zwigzki platyny. Problem w leczeniu
raka jajnika stanowi lekoopornos$¢, ktéra rozwija si¢ po réznym czasie od zakonczenia
pierwszego rzutu chemioterapiit'®. W ostatnich dziesiecioleciach zostaty odkryte i opisane
rézne przyczyny lekoopornos$ci. Najlepiej poznano i opisano mechanizmy zwigzane z samymi
komorkami nowotworowymi, a W szczegolnosci z aktywnoscig transporterow btonowych
aktywnie usuwajacych leki z komoérek nowotworowych®*449, W ostatnim czasie rowniez coraz
wigksza rolg w rozwoju opornosci na leki cytotoksyczne przypisuje si¢ mechanizmom
zwigzanym z tkanka nowotworowg°*2, Pomimo jednak znacznego postepu W rozumieniu
zjawiska opornosci na leki nadal nie wiemy, jak wszystkie poznane mechanizmy sa regulowane
i jak wspotdziataja.

W zwigzku z powyzszym W niniejszej pracy podjeto probg poszerzenia wiedzy
w zakresie lekoopornosci w raku jajnika. Jednym z podejs¢ eksperymentalnych
w poszukiwaniu nowych gendéw zwigzanych z lekooporno$cig jest pordwnanie ekspresji genow
pomiedzy liniami komoérek nowotworowych wrazliwymi i opornymi na leki cytotoksyczne.
Porownanie ekspresji genéw metodg mikromacierzy pomiedzy linig wrazliwg A2780 a jej
pochodnymi opornymi na leki cytotoksyczne wykazato zmiang w poziomie ekspresji okoto
20 genow dotychczas niekojarzonych z opornoécia na leczenie chemiczne!!®. Jednym z bardziej
interesujacych byt gen IFI116, ktory ulegat zwiekszonej ekspresji w liniach opornych na PAC
i DOX. Poniewaz rola IFI16 w rozwoju opornosci na leki jest niedostatecznie opisana
w literaturze, postanowiono zbada¢ jg bardziej szczegdtowo.

Lini¢ komoérkowa A2780 wyprowadzono z tkanki nowotworowej od nieleczonej
pacjentki z endometrioidalnym rakiem jajnikal!2. Linia ta, poniewaz wykazuje duza wrazliwo$é
na niskie stezenia cytostatykow, stanowi dobry model do badania rozwoju lekoopornosci. Z tej
linii dr hab. Radostaw Januchowski wyprowadzit linie komorkowe oporne na leki stosowane
w chemioterapii raka jajnika“®.

Wyrazny wzrost poziomu transkryptu IFI16 zaobserwowano w liniach komérkowych
opornych na DOX i PAC. Poniewaz, jak wskazuja dane literaturowe, biatko IFI16 moze by¢
zlokalizowane zaréwno w cytoplazmie, jak i w jadrze komoérkowym’®, przeprowadzono

badanie ekspresji biatka IFI16 z zastosowaniem immunofluorescencji oraz techniki Western
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blot. Mimo ze immunofluorescencja nie jest metodg iloSciowa, nie sposob nie zauwazy¢
wysokiej korelacji jej wynikow z g-PCR. W uzyskanych wynikach zaobserwowano dwa
interesujace fakty:

1. W liniach komorkowych opornych na DOX biatko IFI16 jest zlokalizowane
w cytoplazmie i jadrze komérkowym, natomiast w liniach komérkowych opornych na PAC
zdecydowanie dominuje lokalizacja jadrowa.

2. Nie stwierdzono réznic migdzy poszczegdlnymi komorkami, co wskazuje, ze
ekspresja IFI16 jest poréwnywalna we wszystkich komoérkach w obrebie danej linii
komorkowe;.

Wedlug danych literaturowych biatko IFI16 wystepuje w czterech izoformach,
zlokalizowanych w réznych przedziatach komérkowych®®. W zwigzku z tym przeprowadzono
analize ekspresji biatka IFI116 we frakcji cytoplazmatycznej i jadrowej metoda Western blot.
Uzyskane wyniki wyraznie potwierdzily zwigkszong ekspresje biatka IFI16 w lekoopornych
liniach komorkowych. W liniach opornych na DOX obserwowano obecno$¢ biatka zarowno
w cytoplazmie, jak i w jadrze komorkowym, natomiast w linii opornej na PAC zdecydowanie
dominowata lokalizacja jadrowa. Ze wzgledu na matg r6znice masy czasteczkowej miedzy
izoformami trudno byto jednoznacznie okresli¢, ktora izoforma molekularna jest dominujaca.
Zgodnie z doniesieniami najbardziej powszechnie wystepujaca izoformg IFI16 w ludzkich
fibroblastach, komorkach nabtonka i komorkach krwiotworczych jest izoforma B, zbudowana
z 729 aa, 0 masie czasteczkowe]j okoto 82 kDa, chociaz izoforma A, zbudowana z 785 aa,
0 masie czasteczkowej 88 kDa oraz izoforma C, zbudowana z 673 aa, 0 masie czasteczkowej
76 kDa sa rowniez obecne!!’. Bardzo podobny rozktad izoform obserwowano w prawidtowym
nabtonku gruczotu krokowego, z dominujaca izoforma B®2. Trzy rozne prazki, prawdopodobnie
reprezentujace izoformy A, B (silniejsze) i C (stabsze), byly obecne w linii komoérkowej
fibroblastow WI-38. W pracy nie identyfikowano jednak poszczegolnych izoform™. Wyrazng
obecno$¢ trzech prazkoéw odpowiadajacych izoformom A, B i C i migrujacych blisko siebie
stwierdzono w linii komorkowej U20SM8. Jeszcze wigksza liczbe prazkow wykazano
w komodrkach MTC po stymulacji szlaku JAK/STAT, co wskazuje na obecnos$¢ dodatkowych
izoform lub modyfikacji potranslacyjnych'®®. Jedna z modyfikacji potranslacyjnych, ktora
prowadzi do zwiekszenia masy biatka, jest N-glikozylacja!?’; w jej wyniku obserwuije si¢ rézny
wzoOr migracji prazkow w eksperymentach Western blot. W jednym z pierwszych badan
opisujagcych trzy (A, B i C) izoformy IFI16 Johnstone i wsp. opisali N-glikozylacje
izoformy C (ale nie A i B), ktora spowodowata rézng migracje prazkow!’. Podsumowujac,
w eksperymentach, w ktorych byty obecne trzy izoformy w obrazie Western blot, wystgpowaty
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one bardzo blisko siebie. Odnoszac uzyskane wyniki do danych literaturowych, sformutowano
nastepujace Wnioski:

1. We frakcji cytoplazmatycznej obu linii komoérkowych opornych na DOX
obserwowano silny prazek odpowiadajagcy masie czgsteczkowej okoto 85-90 kDa,
reprezentujacy prawdopodobnie izoforme 1 (IFIL6A). Prazek ten byt rowniez obecny we frakcji
jadrowej pochodzacej z obu linii komérkowych opornych na DOX.

2. Prazek odpowiadajacy masie czasteczkowej okoto 75 kDa, ktory wydaje sig
podwojny, wystepowat we frakcji cytoplazmatycznej i moze reprezentowaé izoforme¢ 3
(IF116C) z roznym stopniem glikozylacji''’. W przeciwienstwie do informacji wynikajacych
z dostepnej literatury oba opisane powyzej prazki sg wyraznie rozgraniczone.

3. Migdzy silnymi prazkami (izoformy A i C) widoczny jest bardzo staby prazek, ktory
moze odpowiadac izoformie 2 (IF116B).

4. W linii komorkowej opornej na PAC — A2780PR1 — we frakcji cytoplazmatycznej
obserwuje si¢ podwojny prazek odpowiadajacy IFIL6C, natomiast we frakcji jadrowej obecne
sg silne prazki odpowiadajace izoformom 1 (IFI16A) i 3 (IFI16C). Te dwa prazki sg oddzielone
bardzo stabym prazkiem, ktory moze odpowiadac¢ izoformie 2 (IF116B).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdza sig¢, ze w opornych liniach
komorkowych dominujacymi izoformami wydaja si¢ izoformy A i C. W liniach opornych na
DOX izoforma A jest zlokalizowana zarowno w cytoplazmie, jak i w jadrze, podczas gdy
izoforma C tylko w cytoplazmie. W linii komoérkowej opornej na PAC wyraznie dominuje
lokalizacja jadrowa, z podobng ekspresjg izoform A i C. Wydaje si¢ wiec, ze ekspresja izoform
A i C ma zwiazek z lekoopornoscia, natomiast ich lokalizacja komorkowa jest zalezna od tego,
na ktory lek komorki sg oporne.

W poprzednich badaniach wykazano, ze krotkotrwata stymulacja (do 72 godzin)
wrazliwych linii komoérkowych niskimi stezeniami lekow cytotoksycznych prowadzi do
zmiany poziomu ekspresji wielu genéw opornoscil?h122123.124.125.126,127 poywryy57e obserwacje
sugeruja, iz pierwotny kontakt z lekiem cytotoksycznym daje poczatek rozwijajacej si¢ na
dalszym etapie leczenia lekoopornosci na cytostatyki. Aby dodatkowo potwierdzi¢ role IFI16
w rozwoju lekoopornosci, podobny eksperyment przeprowadzono na linii komérkowej A2780,
wrazliwej na leki. Stymulacja niskimi stezeniami DOX i PAC prowadzita do wzrostu ekspresji
genu IFI16. Jako kontrole wykorzystano gen MDR1, kodujacy biatko P-gp, najwazniejsze
biatko odpowiedzialne za opornosé na PAC i DOX*. Bardzo podobny wzrost ekspresji MDR1
i IF116 po stymulacji DOX i PAC wskazuje, ze w analizowanym modelu oba geny moga bra¢

udziat w rozwoju lekoopornosci. Rzeczywiscie opornos¢ na DOX i PAC w badanych liniach
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opornych jest gtéwnie zwiazana z nadekspresja MDR1/P-gp*8. Powyzszy wynik dodatkowo
sugeruje rolg ekspresji IFI16 w rozwoju lekoopornosci.

Dane literaturowe dotyczace roli IFI16 w rozwoju opornosci na chemioterapie W raku
jajnika sa skape i niespojne. Role t¢ wydajg si¢ potwierdza¢ badania Ju i wsp., ktorzy
zaobserwowali zwickszong ekspresje IFI16 w surowiczych guzach jajnika pierwotnie opornych
na chemioterapi¢ ztozong z karboplatyny i PAC w poréwnaniu z guzami wrazliwymi na te
cytostatyki®., W badaniu dotyczacym raka jajnika przeprowadzonym na pierwotnych
hodowlach komodrkowych pochodzacych z surowiczego raka jajnika nie obserwowano
roznic W ekspresji IFI16 migdzy komoérkami pochodzacymi z guzéw chemiowrazliwych
i chemioopornych. Ekspresja IFI16 w komoérkach pochodzacych z guzow wrazliwych obnizata
si¢ po inkubacji z karboplatyng, nie zmienita si¢ natomiast ekspresja w komorkach
pochodzacych z guzéw opornych®?®, W innych badaniach obnizenie ekspresji IFI16 po podaniu
PAC stwierdzono w heteroprzeszczepie pochodzacym z linii komoérkowej raka
endometrioidalnego 1A9 wrazliwej na chemioterapie, ale nie obserwowano zmiany ekspresji
IF116 w heteroprzeszczpie pochodzacym z sublinii LA9 opornej na PAC. Co istotne, autorzy
nie porownali poziomu ekspresji IFI16 miedzy linig komorkowa wrazliwg a linig oporng na
PAC!?°. Obnizenie ekspresji IFI16 w komérkach wrazliwych na cytostatyki po krotkim czasie
ekspozycji na lek lub brak réznicy miedzy komoérkami wrazliwymi i opornymil?12® pie
pokrywa si¢ z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy. Wytlumaczeniem tej réznicy
moze by¢ fakt, iz eksperymenty przebiegalty w roznych warunkach doswiadczalnych.
W badaniach z karboplatyng komorki wyizolowane z guzoéw opornych w warunkach in vivo
zostaty przeniesione do hodowli komorkowej in vitro'?®, Z kolei w badaniu z PAC komérki
z hodowli komérkowej byty przenoszone do modelu in vivo, gdzie tworzyty guzy'?. Warunki
in vitro i in vivo to dwa odmienne srodowiska wzrostu komorek nowotworowych, w ktérych
komorki moga wytwarza¢ zupetnie odmienne mechanizmy opornosci.

O ile uzyskane wyniki sugeruja role IFI16 w rozwoju lekooporno$ci, wyjasnienie tej
roli wydaje si¢ znacznie trudniejsze, poniewaz biatko IFI16 najprawdopodobniej nie ma w tym
procesie bezposredniego udziatu, tak jak np. P-gp. Aby okresli¢ znaczenie zwigkszonej
ekspresji IFI16 w liniach opornych na leki cytotoksyczne, w pierwszej kolejnosci
przeanalizowano ekspresj¢ genéw zaangazowanych W regulacje ekspresji genu IFI16 oraz
dotychczas poznang role fizjologiczng tego biatka.

Wiadomo, ze ekspresja IFI16 jest aktywowana przez interferony w wyniku stymulacji
Sciezki sygnalizacyjnej JAK/STAT®"100103  przeanalizowano wigc wyniki uzyskane metoda
mikromacierzy pod katem zmian w ekspresji genow kodujacych IFN-o, IFN-B i IFN-y
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pomig¢dzy linig wrazliwg i liniami opornymi. Nie zaobserwowano jednak zadnych zmian
w ekspresji tych genow. Nie odnotowano rowniez zadnej roznicy W poziomie ekspresji genow
kodujacych receptory dla interferonow. Ponadto sprawdzono ekspresje genow zwigzanych ze
$ciezkami sygnalizacyjnymi interferonow: JAK i STAT. Tu rowniez nie wykazano roznic
w poziomie ekspresji genéw migdzy linia komérkowg wrazliwg a liniami komorkowymi
lekoopornymi.

W surowiczym raku jajnika o wysokim stopniu zréznicowania (HGSOC) stymulacja
IFN-y prowadzita do skoordynowanej ekspresji genéw CXCL10, CXCL11 oraz IF116'%,
W zwigzku z tym sprawdzono ekspresje wskazanych genéw w badanych liniach komorkowych.
Nie zaobserwowano jednak jakichkolwiek réznic miedzy liniami komérkowymi opornymi
I wrazliwymi. Z drugiej strony wiadomo, ze IFI16 poprzez $ciezke sygnalizacyjng STING-
-TBK1-IRFS3 jest odpowiedzialny za stymulacje ekspresji interferonow®*%471, Nie stwierdzono
jednak zadnych zmian w poziomie ekspresji genow STING, TBK1 i IRF1-9 mig¢dzy liniami
komorkowymi wrazliwymi na leki i opornymi.

Podsumowujgc, nie zaobserwowano zadnych réznic w ekspresji interferondw
i gendow zwigzanych z interferonami pomiedzy linig wrazliwg i liniami opornymi na leki,
w przeciwienstwie do bardzo duzych réznic w ekspresji genu IFI16. Wydaje si¢ wigc, ze
ekspresja IFI16 w badanych liniach komorkowych lekoopornych prawdopodobnie nie jest
zwigzana ze $ciezkami sygnalizacyjnymi interferonow.

W linii komorkowej raka gruczotu krokowego PC-3 ekspresja IFI16 byta stymulowana
przez androgeny®®. Obserwowano réwniez bezposrednig interakcje IF116 z receptorem AR®®
i GR®, Sprawdzono zatem ekspresje genow kodujacych receptory AR i GR. Nie odnotowano
jednak zadnych zmian w ekspresji miedzy liniami komorkowymi wrazliwg na leki
i lekoopornymi. Podsumowujac, regulacja ekspresji IFI16 przez hormony steroidowe
prawdopodobnie rowniez nie odgrywa roli w analizowanym modelu.

Aktywacja biatka p53 przez kinaze¢ ATM prowadzi do stabilizacji biatka p53
i transkrypcji genow zaleznych od p53, takich jak p21, BAX, HDM2 i IF116. Regulacja
ekspresji IF116 przez biatko p53 zostata opisana w komorkach HT-2974, w linii starzejacych sig
ludzkich fibroblastow WI-38%1 oraz w komérkach nabtonka gruczotu krokowego®. Wedtug
danych literaturowych gen TP53 nie jest zmutowany w linii komoérkowej A2780%%, a zatem
biatko p53 powinno by¢ aktywne fizjologicznie. Dlatego tez sprawdzono, czy ekspresja genow
zaleznych od p53 i samego genu TP53 jest zmieniona w opornych na leki liniach
komorkowych. Nie zaobserwowano jednak réznicy w poziomie ekspresji genu TP53, jak
réwniez genow regulowanych przez p53, takich jak p21, BAX i HDM2, pomig¢dzy linig
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wrazliwa i liniami opornymi, w przeciwienstwie do znaczgcej réznicy W ekspresji genu 1F116.
Zatem ekspresja IFI16 prawdopodobnie nie jest w analizowanym modelu regulowana przez
szlak zalezny od biatka p53.

Podsumowujac, w badanych opornych liniach komorkowych ekspresja IFI16
prawdopodobnie nie jest regulowana przez znane fizjologiczne $ciezki sygnatowe.

Jedng z najwazniejszych funkcji fizjologicznych biatka IFI16 jest udziat w procesie
starzenia si¢ komorek. Zatrzymanie wzrostu komoérek powigzane z ich starzeniem si¢ oraz
wzrostem ekspresji IFI16 obserwowano w réznych systemach komoérkowych®1628688131 |E|16
odgrywa role w starzeniu si¢ komorki i zatrzymaniu cyklu komorkowego na co najmniej trzech
roznych poziomach: poprzez interakcje ze szlakiem sygnalizacyjnym p53-p2161628687
interakcje ze szlakiem sygnalizacyjnym Rb-E2F°®162 oraz hamowanie aktywnosci i ekspres;ji
telomerazy®®%,

Wiadomo, ze IFI16 oddziatuje z biatkiem p53, co prowadzi do wzrostu ekspresji genow
zaleznych od p53, takich jak p21, w komoérkach gruczotu krokowego, ludzkich fibroblastach,
komoérkach nablonkowych i innych typach komorek®1:6287132 W podobny sposéb nadekspresja
IFI116 w liniach komoérkowych raka piersi MCF-7 prowadzita do interakcji z biatkiem p53
i wzrostu ekspresji genow p21, HDM2, BAX'®. Dodatkowo w komérkach nabtonka gruczotu
krokowego zaobserwowano niezalezng od biatka p53 aktywacje genu p21 przez biatko IFI116,
a doktadnie przez izoforme B®2. Jednak w badanych liniach komorkowych opornych pomimo
wysokiego poziomu ekspresji IFI16 nie odnotowano zadnych zmian w ekspresji genéw p21,
HDM2 czy BAX, co ponownie sugeruje brak oddziatywania z fizjologicznym szlakiem p53.

Biatko Rb hamuje cykl komorkowy przez wiazanie czynnikow transkrypcyjnych E2F
i hamowanie ekspresji genéw fazy S niezbednych do przejscia z fazy G1 do fazy S w trakcie
cyklu komoérkowego®®®°. Opisano bezposrednie wiazanie sie biatka IFI16 z biatkiem Rb!Y’.
Ponadto zwigkszona ekspresja IFI16 hamowala transkrypcje genow zaleznych od E2F1
i indukowata fenotyp charakterystyczny dla starzejacych sie komorek®-%2, Hamowanie
transkrypcji zaleznej od E2F1 prawdopodobnie wynika nie tylko z interakcji z biatkiem Rb
I wzmocnienia jego interakcji z czynnikiem E2F1, ale takze z bezposredniej interakcji z samym
czynnikiem E2F152, Poniewaz linia komorkowa A2780 zawiera funkcjonalne (niezmutowane)
biatko Rb™*°, mozna byto oczekiwaé, ze zwickszona ekspresja IFI16 w liniach opornych bedzie
prowadzita do interakcji IFI16 z biatkiem Rb i zahamowaniem cyklu komorkowego. Nie
obserwowano jednak roznic w szybkosci proliferacji pomiedzy linig A2780 a liniami opornymi.
Nie wykazano tez roznic w poziomie ekspresji genow RB1 oraz E2F1-8 mi¢dzy badanymi

liniami komérkowymi. Nastepnie pordwnano ekspresje gendw zaleznych od E2F1133134 takich
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jak CCNA1, CCNA2, CCNEL, CCNE2, PCNA, DHFR, CDC6, migdzy linig wrazliwag i liniami
opornymi. Tu réwniez nie zaobserwowano zadnych roznic. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze IF116 prawdopodobnie nie jest zaangazowane w interakcje¢ z biatkami Rb i E2F1
w przedstawionym systemie eksperymentalnym.

Nadekspresja IF116 w linii komérkowej raka piersi MCF-7 skutkowata zmniejszeniem
aktywnosci telomerazy w wyniku bezposredniego wigzania IFI16 z hTERT®. W komoérkach
HelLa wzrost ekspresji IFI16 prowadzit do obnizenia ekspresji genu hTERT przez bezposredni
wptyw na gen c-MYC, ktory stymuluje ekspresje genu hTERT®S, W zwiazku z tym sprawdzono
rowniez ekspresje genu c-MYC i hTERT w badanych wrazliwych i opornych na leki liniach
komorkowych. Jednak poziom ekspresji tych genow w omawianych liniach komérkowych byt
réwniez bardzo podobny, co wskazuje, ze w liniach tych IFI16 prawdopodobnie nie reguluje
ekspresji ani aktywnosci telomerazy.

Czynnik transkrypcyjny AP-1 jest krytyczny dla konstytutywnej i indukowanej
interferonem ekspresji genu IF1167%. AP-1 to dimer tworzony przez biatka c-JUN i c-FOS,
a ekspresja obu jest rowniez regulowana na poziomie transkrypcji*®®. Porownanie ekspres;ji
genéw c-JUN i ¢c-FOS w badanych liniach komoérkowych nie wykazato roznic pomigdzy linig
wrazliwg a liniami opornymi.

Podsumowujgc, przeanalizowano ckspresje wielu gendw zaangazowanych
w fizjologiczng role i szlaki regulacji ekspresji IFI16. Nie znaleziono jednak Zzadnej
korelacji migedzy ekspresja IFI16 i ekspresja badanych genéw. Biorge pod uwage role
IFI16 w ,starzeniu si¢” komorki i zahamowaniu cyklu komoérkowego, bardzo wysoki
poziom ekspresji w liniach komoérek lekoopornych powinien skutkowaé catkowitym
zablokowaniem podzialu komoérek. Tymczasem nie zaobserwowano zadnej rdznicy
w proliferacji komoérek miedzy badanymi liniami komoérkowymi. Zatem rola IFI116 w rozwoju
opornosci na leki w badanym modelu odzwierciedla prawdopodobnie nowy, nieopisany
dotychczas mechanizm. Pytanie brzmi, czy nowa rola IFI16 w lekoopornosci wynika
z ekspresji r6znych izoform IFI16 miedzy poszczegdlnymi liniami komorkowymi. W zwigzku
z tym przeanalizowano odno$ne artykuly i zauwazono, ze W wigkszo$ci prac wystepuja trzy
izoformy IF11656269.7L75,76,117.118.119.132 * 7 dominujaca W wiekszosci przypadkow ekspresja
izoformy B62717576.119.136 " Takje w badaniach funkcjonalnych opisujacych oddziatywanie
IFI16 z innymi bialkami zastosowano wytacznie nadekspresje izoformy B61:6269.8688
W przeciwienstwie do opisanych badan, w przedstawionych tu eksperymentach
zaobserwowano glownie zwigkszong ekspresj¢ izoform A i C. Mozna zatem postawic hipotezg,

ze brak aktywacji znanych szlakéw sygnatowych powigzanych z IFI16 w zaprezentowanych
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badaniach moze wynika¢ z braku izoformy B. Z drugiej strony wydaje sie, ze rozwoj
lekoopornosci zwigzany jest ze zwigkszona ekspresja izoform A i C. Lokalizacja komorkowa
obu izoform zalezy natomiast od tego, na ktory lek komoérki sg oporne. Mozna postawic
hipoteze, ze W zaleznosci od lokalizacji komérkowej izoform biatka IFI16 aktywowane sg
rézne mechanizmy obronne komorek nowotworowych. Z drugiej strony wydaje si¢, ze brak
klasycznej izoformy B pozwala komdérkom nowotworowym ,,normalnie funkcjonowac”.
Rycina 18 podsumowuje role poszczegdlnych izoform biatka IFI16 w regulacji

ekspresji genow i szlakow sygnatowych w komorce.
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Rycina 18. Podsumowanie roli izoform IF116 w regulacji ekspresji genow i szlakow sygnatowych w komorce.
A: W réznych komorkach ekspresja genu IFI16 jest regulowana przez odmienne biatka/Sciezki sygnalizacyjne.
Wsrdd najwazniejszych nalezy wymienic¢ interferony, androgeny oraz biatko p53. Sposrod trzech izoform, ktore

moga ulega¢ ekspresji, dominujaca jest izoforma B. IFI16B jako czujnik wolnego DNA w komorce reguluje
ekspresje interferonu B. Inna rola IFI16B polega na zahamowaniu cyklu komérkowego zwigzanego
ze starzeniem si¢ komorek. IFI16 indukuje ekspresje genow zaleznych od p53 przez wzmocnhienie dziatania
biatka p53 oraz bezposrednio indukujgc ekspresje gendow zaleznych od p53; IFI16 wzmacnia dziatanie biatka
pRDb na czynnik E2F1 oraz bezposrednio hamuje aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego E2F1, blokujac
ekspresje genow fazy S cyklu komérkowego; IFI16 hamuje aktywno$¢ telomerazy bezposrednio oraz przez

hamowanie ekspresji genu c-MYC, hamujac w ten sposob ekspresje genu hTERT. B: Ekspresja izoform A'i C

wydaje si¢ by¢ regulowana przez leki cytotoksyczne. Poniewaz IFI16 nie jest biatkiem opornosci, jego rola

w opornosci na leki cytotoksyczne polega prawdopodobnie na regulacji ekspresji genéw opornosci

Druga czgs$¢ badan dotyczyta ekspresji IFI16 w liniach komorkowych raka jajnika
pochodzacych z réznych typow histologicznych oraz tkance raka jajnika. W celu poréwnania

ekspresji miedzy poszczegolnymi liniami komorkowymi jako bazowa wykorzystano lini¢
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komorkowa A2780. Nieznaczny wzrost poziomu ekspresji obserwowano w linii komorkowej
surowiczego raka jajnika o niskim stopniu zto§liwosci — PEO23. Bardzo istotny wzrost
poziomu ekspresji IFI16 stwierdzono natomiast w liniach SKOV-3, PEAL i PEA2. SKOV-3
jest linig wyizolowang z komoérek pochodzacych z ptynu po paracentezie u pacjentki
z surowiczym rakiem jajnika’'?. PEAl i PEA2 zdefiniowane zostaly jako HGSOC;
wyizolowano je od tej samej pacjentki: PEAl z komorek pochodzacych z wysicku
optucnowego przed chemioterapia, natomiast PEA2 z komoérek pochodzacych z ptynu po
paracentezie, ale po zastosowanej wczesniej chemioterapiit!. Podobny poziom ekspresji IFI16
w obu liniach moze wynika¢ z pochodzenia od tej samej pacjentki. Poziom ekspresji 1F116
w inngj linii komorkowej HGSOC — OVCAR-3 — byt podobny do odnotowanego w linii A2780.
Poziom ekspresji nie wydaje si¢ wigc korelowa¢ z pochodzeniem komorek. Poréwnujac
wyniki g-PCR z wynikami immunofluorescencji, mozna stwierdzi¢, ze sita sygnatu
fluorescencyjnego koreluje z wynikami g-PCR. Wykazano jednak bardzo duze réznice
w sygnale fluorescencji miedzy komorkami w tej samej linii komorkowej (SKOV-3, PEAL,
PEA2 i PEO23). Inny poziom ekspresji prawdopodobnie nie wynikal ze rdéznicowania
komorek, poniewaz linie komorkowe PEAL, PEA2 i PEO23 zakupiono w krotkim czasie przed
wykonaniem eksperymentow i wszystkie komorki w obrebie linii powinny by¢ funkcjonalnie
i morfologicznie identyczne. O ile morfologia wszystkich komorek w obrebie linii komorkowej
wydaje si¢ identyczna, o tyle rézny poziom ekspresji IF116 wskazuje na roznice w fizjologii
komorek. Zatem pytanie brzmi, dlaczego komorki w tej samej linii komorkowej cechuje rézny
poziom ekspresji IFI16. Uzyskanie odpowiedzi bedzie wymagato bardziej szczegétowych
badan.

Analiza wynikéw Western blot wskazuje na wysoka korelacje migedzy poziomem
ekspresji biatka i transkryptu z dominujacg lokalizacjg jadrows. Tylko w linii PEAL prazek
odpowiadajacy izoformie A biatka IFI16 byt obecny we frakcji cytoplazmatycznej. W liniach
PEA1, PEA2, SKOV-3 i PEO23 dominujgca byta izoforma A, obserwowano tez jednak stabszy
prazek odpowiadajacy izoformie B. W przeciwienstwie do omawianych wczesniej linii
opornych, prazek odpowiadajacy izoformie C byt prawie niewidoczny. Poniewaz ekspresje
IFI16 w raku jajnika badano tylko na poziomie transkryptu, nie mozna bylo pordéwnaé
uzyskanych wynikoéw z rezultatami dotyczacymi innych linii komorkowych raka jajnika czy
tkanek raka jajnikal®®128129137  \Wyniki z innych linii komorek nowotworowych
odzwierciedlaja jednak dominacje ekspresji izoformy B89,

Analiza immunohistochemiczna wskazuje na ekspresje biatka IFI16 w niektorych

typach histologicznych raka jajnika. W przypadku podtypow endometrioidalnego i sluzowego
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nie zaobserwowano jakiejkolwiek ekspresji biatka IFI16. Nie badano ekspresji w linii
komorkowej pochodzacej ze sluzowego raka jajnika, jednak brak ekspresji w podtypie
endometrioidalnym odpowiada brakowi ekspresji w linii komorkowej A2780. Silng jadrowa
ekspresje biatka IFI116 stwierdzono natomiast w tkance raka surowiczego. Podobnie jednak jak
w liniach komorkowych, tutaj rowniez obserwowano zréznicowany poziom ekspresji IFI116
pomie¢dzy komorkami — od bardzo silnej do bardzo stabej.

Trudno odnies¢ wyniki uzyskane metoda immunohistochemiczng w matej grupie
pacjentéw do wynikéw innych autoréw. Zaréwno Cardenas i wsp.1%, jak i Ju i wsp.1%* badali
ekspresj¢ IFI16 w tkankach raka jajnika, ale na poziomie transkryptu, uzyskujac odmienng
korelacje z progresja choroby. W obu badaniach zréodtem RNA byly nie tylko komorki
nowotworowe, ale rowniez inne komorki znajdujace si¢ w guzie. Nie mozna wigc bezposrednio
porowna¢ tych wynikow z wynikami badan immunohistochemicznych. W badaniach
prowadzonych na innych nowotworach obserwowano korelacje zardwno pomig¢dzy utratg
ekspresji IFI16 i progresja choroby (rak piersi’®, rak gruczotu krokowego®*’3, rak glowy
i szyi®, kostniakomiesak'%), jak i pomigdzy wzrostem ekspresji IFI16 i progresja choroby
(rak macicy!®, trzustki'®, jadra’''). Byly to jednak badania prowadzone metoda
immunohistochemiczng i/lub na poziomie ekspresji RNA. Zadne z nich nie identyfikowato
poszczegolnych izoform IFI16. Nie wiadomo wiec, czy odmienna rola IFI16 w roéznych
nowotworach wynika z ekspresji r6znych izoform tego biatka. Zweryfikowanie roli biatka
IFI116 w raku jajnika, w tym w roznych typach histologicznych, wymaga przeprowadzenia
badan immunohistochemicznych w duzej grupie pacjentek oraz zestawienia uzyskanych
wynikow z danymi klinicznymi. By doktadnie ustali¢ rolg IFI16 w raku jajnika, nalezy
wykona¢ badania metodami biologii molekularnej w celu zidentyfikowania izoform bialka,

ktore ulegaja ekspresji.

Podsumowanie wynikow

1. W liniach komorkowych raka jajnika opornych na DOX i PAC zaobserwowano
wzrost poziomu transkryptu IF116 oraz wzrost poziomu biatka IFI16.

2. W badanych opornych liniach komoérkowych dominujacymi izoformami byly
izoformy A i C. W liniach opornych na DOX izoforma A zostata zlokalizowana zarowno
w cytoplazmie, jak i w jadrze komérkowym, podczas gdy izoforma C tylko w cytoplazmie.
W linii komoérkowej opornej na PAC dominuje lokalizacja jadrowa, z podobng ekspresja

izoform Ai C.
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3. Poziom ekspresji IFI16 w linii wrazliwej wzrasta po stymulacji DOX i PAC,
podobnie jak poziom MDR1.

4. Nie zaobserwowano zwigzku miedzy eckspresja IFI16 1 ekspresja genow
zaangazowanych W fizjologiczna role i szlaki regulacji ekspresji IFI16.

5. Wykazano zréznicowany poziom ekspresji genu i biatka IFI16 w liniach raka jajnika
0 réznym pochodzeniu histologicznym. Najwyzszy poziom ekspresji stwierdzono w liniach
surowiczego raka jajnika PEAL, PEA2 oraz SKOV-3.

6. Ekspresje IFI16 obserwowano w tkance surowiczego raka jajnika, nie wystgpowata
ona natomiast w tkance endometrioidalnego ani §luzowego raka jajnika.

7. W liniach komérkowych raka jajnika dominowata lokalizacja jadrowa oraz ekspresja
izoformy A.
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6. Whnioski

1. Wzrost ekspresji IFI16 w liniach komorkowych raka jajnika moze by¢ zwigzany
z rozwojem opornosci ha doksorubicyng i paklitaksel.

2. Wydaje sig, ze ekspresja izoform A i C ma zwiagzek z lekooporno$cig, natomiast ich
lokalizacja komérkowa zalezy od tego, na ktory lek komorki sg oporne.

3. Wzrost ekspresji IF116 w linii wrazliwej po krotkotrwatej ekspozycji na niewielkie
stezenia cytostatykow potwierdza jego role W rozwoju opornosci.

4. Brak aktywacji znanych szlakow sygnatowych powigzanych z IFI16 w niniejszych
badaniach moze wynika¢ z braku izoformy B. Rola IFI16 w rozwoju opornosci na leki
w przedstawionym modelu prawdopodobnie wigze si¢ z obecnoscia izoform Ai C i jest nowym,
nieopisanym dotychczas zjawiskiem.

5. Ekspresja w wigkszosci linii surowiczego raka jajnika oraz w tkance surowiczego
raka jajnika sugeruje zwiazek IFI16 z tym typem histologicznym.

6. W przeciwienstwic do wigkszosci innych badan na liniach komorek
nowotworowych, w ktorych dominowata izoforma B, w liniach komérkowych raka jajnika

dominuje izoforma A, co sugeruje odmienna rol¢ biatka IF116 w tym nowotworze.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki sugeruja role IFI16 w rozwoju lekoopornosci. Biatko
IF116 najprawdopodobniej nie ma w tym procesie bezposredniego udziatu, tak jak np. P-gp.
Dlatego wyjasnienie jego roli wydaje si¢ znacznie trudniejsze i wymaga dalszych, bardziej

szczegdtowych badan.
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Streszczenie

Analiza ekspresji IFI116 w raku jajnika i w opornosci na leki cytotoksyczne

Rak jajnika to jeden z najwigkszych problemow w ginekologii onkologicznej. Pomimo
postepéw W leczeniu chirurgicznym i systemowym przezywalnos¢ w raku jajnika jest nadal
niska. Jedng z glownych przyczyn niskiej skutecznosci leczenia stanowi pierwotna lub
rozwijajgca si¢ W trakcie leczenia opornos¢ na chemioterapi¢. Cho¢ poznano bardzo wiele
biatek i mechanizméw biorgcych udziat w tym procesie, wciaz jeszcze nie do konca wiadomo,
jak te mechanizmy sa regulowane. Jednym z nowych genéw regulujacych opornos¢ na
chemioterapi¢ wydaje si¢ IFI16.

IFI16 jest bialkiem cytoplazmatyczno-jadrowym biorgcym udzial w odpowiedzi na
wirusowe DNA oraz w hamowaniu cyklu komorkowego zwigzanym ze starzeniem sie
komorek. Obu procesom towarzyszy ekspresja izoformy B. Rola izoform A i C jest natomiast
bardzo stabo poznana.

Celem badan byto okreslenie roli genu i biatka IFI16 w rozwoju opornosci na
chemioterapie¢ w raku jajnika oraz ustalenie ekspresji IFI16 w liniach komorkowych i tkankach
raka jajnika pochodzacych z roznych typow histologicznych.

Badania przeprowadzono na linii raka jajnika wrazliwej na chemioterapi¢ (A2780) oraz
jej pochodnych opornych na doksorubicyng (DOX) i paklitaksel (PAC), jak rowniez na liniach
komorkowych i tkankach raka jajnika o réznym pochodzeniu histologicznym. Poziom ekspresji
MRNA badano metoda tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Poziom
ekspresji biatka we frakcji jadrowej i cytoplazmatycznej okreslano technikg Western blot.
Ekspresj¢ biatka w liniach komorkowych badano metoda immunofluorescencji, a w tkankach
nowotworowych metoda immunohistochemiczna.

W liniach komoérkowych raka jajnika opornych na DOX i PAC zaobserwowano wzrost
poziomu transkryptu IFI16 oraz wzrost poziomu biatka IFI16. Dominujace byty izoformy A
i C, natomiast ekspresja izoformy B byta obecna w §ladowych ilosciach. W liniach opornych
na DOX dominowata lokalizacja cytoplazmatyczna, a w linii opornej na PAC — lokalizacja
jadrowa biatka IFI16. Krotkotrwata ekspozycja linii wrazliwej na DOX i PAC prowadzita do
wzrostu poziomu ekspresji IFI16. Analiza ekspresji IFI16 w réznych typach histologicznych

raka jajnika wskazuje na ckspresje przede wszystkim w surowiczych rakach jajnika,
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z przewazajacg ckspresjg izoformy A. Nie wykazano zalezno$ci pomigdzy ekspresjg genu
IFI16 a ekspresja genow powigzanych z dotychczas poznang fizjologiczng rolg tego biatka.
Uzyskane wyniki sugerujg zwiazek ekspresji IFI16 z rozwojem opornosci na cytostatyki
w liniach komoérkowych raka jajnika. Brak aktywacji dotychczas poznanych szklakow
sygnatowych zwigzanych z IFI16 wynika prawdopodobnie z braku ekspresji izoformy B.
Izoformami, ktore odgrywaja role w powstawaniu chemioopornosci, sa najprawdopodobniej
izoformy A i C. Poniewaz IFI16 nie jest biatkiem oporno$ci na cytostatyki, jego rola polega
prawdopodobnie na regulacji ekspresji innych gendéw zwigzanych z opornosciag na

chemioterapig.
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Summary

Analysis of IFI116 expression in ovarian cancer and in resistance to cytotoxic drugs

Ovarian cancer is among the biggest problems in oncological gynecology. Despite the advances
in the surgical and systemic treatment, the survival rate in ovarian cancer still remains low.
Resistance to chemotherapy — primary or developing during treatment — is one of the main
reasons for the low treatment effectiveness. Although numerous proteins and mechanisms
involved in this process are already known, it is still not fully understood how these mechanisms
are regulated. One of the new genes regulating resistance to chemotherapy seems to be IF116.

IFI116 is a cytoplasmic and nuclear protein involved in the response to viral DNA and in
cell cycle inhibition associated with cell aging. Both processes are related to the expression of
the B isoform. Very little is known, however, about the role of the A and C isoforms.

The aim of the study was to determine the role of the IFI16 gene and protein in the
development of resistance to chemotherapy in ovarian cancer and to verify IFI16 expression in
ovarian cancer cell lines and in tissues from various histological types.

The investigation was performed with a chemotherapy sensitive ovarian cancer line
(A2780) and its derivatives resistant to doxorubicin (DOX) and paclitaxel (PAC), as well as
with ovarian cancer cell lines and tissues of different histological origin. The mRNA expression
level was tested with real-time polymerase chain reaction. The level of protein expression in
the nuclear and cytoplasmic fractions was assessed by using the Western blot technique. Protein
expression in cell lines was evaluated with immunofluorescence, and that in tumor tissues with
immunohistochemistry.

In ovarian cancer cell lines resistant to DOX and PAC, an increase in the level of the
IFI16 transcript and an increase in the level of the IFI116 protein were observed. Isoforms
A and C were dominant, while isoform B expression was present in trace amounts. Cytoplasmic
localization of the IFI16 protein dominated in the DOX-resistant lines; nuclear localization
dominated in the PAC-resistant line. A short-term exposure of the DOX- and PAC-sensitive
line led to an increase in IFI16 expression. The analysis of IFI16 expression in various
histological types of ovarian cancer indicates the expression mainly in serous ovarian cancers,
with predominant expression of isoform A. There was no correlation between the expression of

the IFI16 gene and that of genes related to the so far known physiological role of this protein.
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The obtained results suggest a relationship between IFI16 expression and the
development of resistance to cytostatics in ovarian cancer cell lines. The lack of activation of
the known signaling pathways associated with IFI16 is probably due to the lack of isoform B
expression. These are most likely the A and C isoforms that play a role in the development of
chemoresistance. Since IFI16 is not a chemotherapy resistance protein, its role probably

consists in regulating the expression of other genes associated with chemotherapy resistance.
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odpoviezialnaici corilncj badacz | sponsora (D U. z 2004 Nr 101, po. 1034 2 pién. zm.); Rozporzidzenia Ministra Finansiw 2 dnia 15 maja 2005 r. srieniajycego rozporzgdzenie
W spravwie obowi bezpicczeni i cywilnej baducza i sponsora (Dz. U. £ 2005 r. Nr 101, poz. 845); Rogporzydzenia Ministra Zdrawia : dnia 38 kwietnia 2004
£ w sprawie sposabu ia badusi ki = wdzialem maloletnich (Dz. U. 2 2004 r. Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia © dnia 30 kwietnia 2004 r. w
sprawie sglszuni jewanego cigtkiego ni 80 deialania produktu leczniczego (Dz. U. 3 2004 1. Nr 104, poz. 1107); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 17 lutego
2016 r. w sprawie wordw ? b = badanicm Kini. wyrubi medy Iub aktywnego wyrobu medy do implantacji oraz oplat za doienie tych
srmioskdw (D U. 2 2016 r., poz. 208); Ustawy 2 dnia 20 maja 2010 . o wyroback medycznych (tj. Dz. U. £ 2017 r. poz. 211, 2 pitn. zm.); Rozporupdzenie Ministra Finansiw  dnin
patdziernika 2010 r. w sprawie obowigzh bezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnef sponsora i badacz klini w owigrkue = dzemiem badunia Alini wyrobéw (D

gzkowego ubezy owigzku 2
U- 23010 1. Nr 194. poz. 1290); Ustaowy < dmia 18 marca 2011 r. o Urzgdsie Rejestracii Produktive Leczniczyeh, Wyrobi Medyczaych i Produktove Biobijczych (). Dz U. 3 2016,
poz 1718 2 piin. am.); Rozporogdzenia Ministra Zdrowia : dnia 2 maje 2012 r. w sprawie Dobrej Proktyki Klinicznej (D= U. z 2012 r., poz. 489); Rozporsgdzenia Ministra Zirowia +
dnia 12 pubidiernikn 2018 r. v sprawie wioriw y v 2wigzku < badaniem Klini produktu leczniczego oraz oplat w dotenic wniasku o rozpoczpeic
badania Minicznego (Dz U. £ 2018 r., poz. 1994); w oparciu o Deklaracje Helsisisky - Zasady E Pustey w Eksperymencie Medycznym : Udzialem Ludzi oraz preepisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 14 maja 2020 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu: dr hab. Radosfaw Januchowski

Miejsce prowadzenia badari:
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: dr hab. Karolina Sterzyriska
Czlonkowie zespolu
badawczego: prof. dr hab. Michat Nowicki, dr hab. Radosfaw

Januchowski, dr n. med. Monika Swierczewska, prof. dr hab. Rodryg
Ramlau, lek. Justyna Borucka, prof. dr hab. Ewa Nowak-Markwitz, dr hab.
Radostaw Madry, dr n. med. Emilia Ggsiorowska, lek. Natalia Izycka, lek.
Dariusz Rusek

Temat badan:

»Badanie ekspresji nowych genéw zwigzanych z rozwojem opornosci na
cytostatyki w raku jajnika”.

Okres prowadzenia badari: maj 2020 r. — maj 2021 r.

Komisja wydala uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodniczqcy Komisji
prof. zw. dr hab. med. Pawel Checinski
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