Ocena in vitro wplywu wybranych zwigzkéw na komorki o cechach
nowotworowych komorek macierzystych w raku jajnika.
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Pomimo znaczacych postgpdéw w dziedzinie onkologii choroby nowotworowe wcigz
pozostaja jedna z glownych przyczyn zgondéw wsrdd ludzi. Nowotwor ztos§liwy tworzy
heterogenna populacja komorek o réznym stopniu zréznicowania. Komorki nowotworowe,
ktore posiadaja zdolno$¢ do tworzenia przerzutow oraz wigksza oporno$¢ na leczenie, czgsto
wykazuja cechy fenotypu charakterystyczne dla prawidlowych komorek macierzystych. Ta
frakcja komorek, okreslana jako ,.komorki inicjujace nowotwor” lub ,,macierzyste komorki
nowotworowe”, moze stanowi¢ zrddto nawrotu choroby nowotworowej oraz niepowodzen w
leczeniu.

Rak jajnika charakteryzuje si¢ najwickszym odsetkiem zgonow wsrdd kobiet chorych
na nowotwory ginekologiczne. Dotychczas stosowane terapie nie przynosza zadowalajacych
odlegtych wynikow leczenia, poniewaz czgsto dochodzi do wznowy i do wyksztatcenia
chemioopornosci. Powszechnie stosowane w leczeniu raka jajnika zwiazki platyny, badz
taksanow nie eliminujg wolno dzielacych si¢ komorek o fenotypie nowotworowych komorek
macierzystych. Stad tez istnieje potrzeba poszukiwania nowych, skuteczniejszych terapii raka
jajnika, ktére moga by¢ ukierunkowane na komorki o wspominanych cechach macierzystosci.

Celem pracy byta ocena in vitro wptywu metforminy oraz fenforminy - zwigzkow z
grupy biguanidow — na komoérki o cechach nowotworowych komoérek macierzystych w raku
jajnika.

Do badan wykorzystano cztery referencyjne linie raka jajnika: 1) A2780 - komorki bez
mutacji genu TP53, linia wyprowadzona z komoérek guza pierwotnego endometrioidalnego
gruczolakoraka jajnika, wyprowadzona od pacjentki przed rozpoczeciem chemioterapii, 2)
TOV 112D - komoérki z mutacjg typu ,,missense” genu TP53, linia wyprowadzona z
endometroidalnego raka jajnika, 3) IGROV 1 - komoérki z mutacjg typu ,,missense” genu
TPS53, linia wyprowadzona z populacji komorek raka jajnika o zrdznicowanej postaci
histologicznej — z przewaga komoérek o morfologii charakterystycznej dla raka
endometrioidalnego oraz z komodrkami o fenotypie wilasciwym dla surowiczego,
jasnokomodrkowego i niezréznicowanego raka jajnika, oraz 4) SK-OV-3 - komorki z mutacja
typu ,,null” genu TP53, linia wyprowadzona z wysieku surowiczego raka jajnika.

Komorki tych linii poddawano 6-dniowej ekspozycji na metforming lub fenforming w
stezeniu 0,5 mM, badajac ich oddziatywanie na proliferacje, migracje, potencjat do wzrostu
niezaleznego od podtoza (klonogenno$¢), wrazliwo$¢ na cisplatyng oraz poziom ekspresji
wybranych genéw, ktore uznaje si¢ za wyznaczniki macierzysto$ci i/lub agresywnosci
komorek nowotworowych. We wszystkich badanych liniach komorkowych po 6-dniowej
ekspozycji wykazano znacznie silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe fenforminy w
porownaniu z metforming w zakresie hamowania proliferacji oraz klonogennosci komorek.
Zaobserwowano roéwniez spowolnienie tempa migracji komorek w liniach TOV 112D,



IGROV 1 i SK-OV-3, a w linii IGROV 1 wykazano takze zwigkszong wrazliwos¢ na
cisplatyne po ekspozycji na fenformine.

Wykazano, ze 6-dniowa ekspozycja komoérek analizowanych linii raka jajnika na te
biguanidy w zréznicowany sposdb wptynela na ekspresje na poziomie mRNA lub biatka
réznych regulatorow macierzystosci i/lub agresywnosci komorek nowotworowych. Na
przyktad, zaobserwowano wzrost poziomu biatka LIN28A w linii A2780 zaréwno po
ekspozycji na metforming, jak i na fenformine, natomiast poziom tego biatka w linii IGROV
1 spadt po ekspozycji na fenformine. W pozostatych liniach nie wykryto biatka LIN28A. W
linii IGROV 1 ekspresja izoformy A genu POU5SF1 (OCT4A) ulegta obnizeniu na poziomie
biatka po 6 dniach ekspozycji na fenforming. W komorkach pozostatych linii nie wykazano
ekspresji OCT4A. W komorkach linii IGROV 1 po 6-dniowej ekspozycji na fenforming
stwierdzono takze wzrost poziomu biatka SOX2 oraz transkryptow: KIT/CD117, SNAIL,
CD24, CD44, MYC, NR5A2, CLMN, ABCB1, oraz CDK6. Oznaczenia poziomu HMGAZ2,
wykonane technika Westen Blot, wykazaty w tych warunkach ekspozycji wzrost poziomu
tego bialka w trzech liniach komérkowych: A2780, TOV 112D oraz IGROV 1. W liniach
A2780, TOV 112D oraz SK-OV-3 zaobserwowano istotny wzrost poziomu transkryptu
HMGA2Z2 po takiej ekspozycji, natomiast w liniit IGROV 1 nie wykazano istotnej réznicy
poziomu ekspresji tego genu. W zadnej z badanych linii nie stwierdzono takze istotnych
roznic w poziomie ekspresji HMGA2 po ekspozycji na metforming zardbwno na poziomie
mRNA, jak i produktu biatkowego. W komorkach linii SK-OV-3 wykazano spadek poziomu
ekspresji SNAIL oraz ALDH1A1, przy jednoczesnym wzro$cie ekspresji CD24, CD44 oraz
KIT/CD117.

Analiza fenotypu powierzchniowego komorek badanych linii z uzyciem cytometrii
przeplywowej wykazala m.in. w komoérkach linii IGROV 1 wzrost odsetka komorek o
fenotypie CD24+CD44+CD117+ po ekspozycji na fenforming oraz w linii SK-OV-3 wzrost
odsetka komorek o fenotypie CD24-CD44+.

Stwierdzono nast¢pnie, ze po 6-dobowej ekspozycji na 0,5 mM fenforminy frakcja
komorek linii IGROV 1 byta zdolna do dalszego wzrostu w obecnosci tego czynnika. W celu
dokladniejszej charakterystyki tych komorek, uzyskano wariant IGROV 1/FEN, ktorego
komorki tolerowaty obecno$¢ fenforminy podczas dalszej hodowli. Rownolegle prowadzono
takze hodowle kontrolng (IGROV 1/K) w pozywce bez fenforminy. Po 71 dniach ciaglego
wzrostu w obecnosci fenforminy wprowadzono kolejny wariant, ktérego komorki namnazano
bez dodawania fenforminy do pozywki (IGROV 1/DF), natomiast w 160. dobie hodowli z
komorek wariantu IGROV 1/DF wyprowadzono czwarty wariant (IGROV 1/DF/FEN),
ktorego komodrki ponownie namnazano w obecnosci 0,5 mM fenforminy.

Wykazano, ze komorki wariantow IGROV 1/FEN oraz IGROV 1/DF/FEN maja
znacznie obnizone tempo proliferacji w porownaniu z komoérkami wariantow IGROV 1/K
oraz IGROV 1/DF. Komorki wariantu IGROV 1/DF/FEN wykazaly obnizone tempo migracji
w poréwnaniu z pozostalymi wariantami. Wykazano takze, ze dlugotrwaly wzrost komorek
IGROV 1 w obecnosci fenforminy prowadzit do obnizenia potencjatu klonogennnosci, jednak
oddziatywanie to mialo charakter odwracalny, poniewaz zaobserwowano wzrost tego
potencjalu w komoérkach wariantu IGROV 1/DF. Wrazliwo$¢ na cisplatyne byta zwigkszona
w komorkach wariantow dtugotrwale namnazanych w obecno$ci fenforminy w pordwnaniu z
komoérkami hodowli kontrolnej, przy czym komorki wariantu IGROV 1/DF wykazaty szybsze



tempo proliferacji po ekspozycji na cisplatyne¢ w poréwnaniu z komoérkami pozostatych
wariantow (IGROV 1/FEN i1 IGROV 1/DF/FEN). Moze to wskazywaé, ze zjawisko
indukowanej przez fenforming wigkszej wrazliwosci na cisplatyng bylo czeSciowo
odwracalne.

Przeprowadzono takze analiz¢ globalnego profilu ekspresji gendéw z uzyciem metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (RNAseq) w komoérkach wszystkich czterech ww.
wariantow hodowli linii IGROV 1. Analiza ta pozwolita wykry¢ dwie grupy genow, ktorych
ekspresja zmienia si¢ w skoordynowany 1 odwracalny sposob w zaleznosci od obecnosci
fenforminy w podtozu hodowlanym. W pierwszej grupie 629 gendéw, ktorych poziom
ekspresji ulegl pierwotnie spadkowi po ekspozycji na fenforming, a nastepnie wzrostowi po
zaprzestaniu dodawania tego leku, sg m.in.: STYXL2, MGAT4C, AXL i ZWINT. W drugiej
grupie 674 genow, ktorych poziom ekspresji pierwotnie ulegt wzrostowi po ekspozycji na
fenforming a nast¢pnie spadkowi po zaprzestaniu dodawania tego leku, wykryto m.in.:
CLMN, CDK6, SEMAS5A, ABCB1, TWIST1, SNAI1 oraz MYC. Analizy skalowania
wielowymiarowego (MDS) wykazaly najwigksze podobienstwo fenotypu komorek wariantow
IGROV 1/FEN oraz IGROV 1/DF/FEN, natomiast komoérki wariantu IGROV 1/DF wykazaty
wicksze podobienstwo do dwoch ww. wariantow, niz do komorek hodowli kontrolnej.

Zaobserwowano ponadto, ze komorki dlugotrwale namnazane w obecnos$ci fenforminy
(IGROV 1/FEN) ujawnity obnizone tempo proliferacji oraz zmniejszony potencjat
klonogennosci, przy czym zmiany te byly odwracalne. Jednoczesnie w komoérkach IGROV
1/FEN doszto w tych warunkach do wzrostu ekspresji istotnych regulatorow
macierzystosci/agresywnosci  komoérek nowotworowych, w tym: HMGA2, KIT/CD117,
TWIST1, ABCB1, LGR5, LIN28A, ALDH1A1, GLIS1, MYC, NR5A2, CLMN, CDK®6 oraz
SEMASA. Wykazano przy tym, ze zmiany poziomu ekspresji TWIST1, ABCB1, MYC,
NR5A2, CLMN, CDKG6 oraz SEMASA byty odwracalne, zaleznie od obecnosci fenforminy w
pozywce.

Wykazano takze, ze dlugotrwate namnazanie komorek kontrolnych (IGROV 1/K) w
standardowych warunkach spowodowato szereg istotnych zmian fenotypu tych komorek.
Zaobserwowano m.in. znaczacy wzrost poziomu ekspresji genéw: STYXL2, MGAT4C, AXL,
STK11, SNAI1, CD24, CD44 i MYC oraz znaczacy spadek poziomu ekspresji genow ZWINT,
HMGA2, LGR5, LIN28A, TWIST1, ALDH1A1, KIT/CD117 i NR5A2 pomigdzy 6. a 229.
dniem hodowli, a takZze znaczacy wzrost odsetka komorek o fenotypie CD24+CD44+.

Analizy ontologiczne wykonane dla grupy genow, ktorych poziom ekspresji obniza si¢

w sposob odwracalny w komorkach linii IGROV 1, w zalezno$ci od obecnosci fenforminy,
wykazaty m.in., ze geny te sg zwigzane z procesami podziatow komorkowych, starzenia
komorkowego czy epigenetycznej regulacji poziomu ekspresji genow. Analogiczne analizy
wykonane dla grupy genow, ktorych poziom ekspresji w odwracalny sposéb wzrasta w
obecnosci fenforminy nie ujawnilty Zadnych termindéw ontologicznych.
Wykazano takze, ze komorki linii IGROV 1 mogg uzyskiwa¢ opornos¢ na fenformine m.in.
na drodze odwracalnego wzrostu poziomu ekspresji genu opornosci wielolekowej ABCB1
(MDR1).

Wyniki analiz sekwencjonowania nastepnej generacji wykazaty takze, iz dtugotrwaty

wzrost komorek linii IGROV 1 w obecnos$ci fenforminy jest rowniez zwigzany ze spadkiem
poziomu ekspresji genow biorgcych udziat w biosyntezie lipidow (SLC25A1, ACLY, PPARG,



ACACA, FASN, SCD), ktorych zwigkszona ekspresja jest ujawniana przez komorki o cechach
nowotworowych komodrek macierzystych. Diugotrwaty wzrost komoérek linii IGROV 1 w
obecnosci fenforminy powoduje takze wzrost poziomu ekspresji gendw zwigzanych z
pozyskiwaniem energii z kwasow tluszczowych (ACSL1, CPT1A), ktorych podwyzszona
ekspresja rowniez jest wigzana z nabywaniem przez komoérki nowotworowe cech zto§liwosci.



