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STRESZCZENIE

WSTEP: Typowa strategiag leczenia raka jajnika jest operacja chirurgiczna oraz podawana po niej chemioterapia wyko-
rzystujaca leki cytostatyczne, w tym cisplatyng. Niestety u wigkszosSci pacjentek dochodzi do nawrotu choroby, ktorego
glownym powodem jest wyksztatcanie przez komorki nowotworowe opornosci na cisplatyne. Z tego wzglgdu intensyw-
nie poszukuje si¢ nowych rozwigzan terapeutycznych, m.in. terapii skojarzonej, ktorej przyktadem jest jednoczesne
traktowanie komorek lekiem cytostatycznym oraz hipertermia. Celem pracy byta ocena zmian fenotypowych oraz funk-
cjonalnych w komorkach raka jajnika poddanych dziataniu cisplatyny i/lub umiarkowanej hipertermii.

MATERIAL | METODY: Linie komoérek raka jajnika SKOV-3 [ATCC: HTB-77] oraz TOV-21G [ATCC: CRL-11730]
stymulowano do apoptozy z wykorzystaniem dichlorku cis-diamino platyny (I). Nastepnie komorki poddawano dziata-
niu umiarkowanej hipertermii poprzez umieszczenie w temperaturach 39°C 1 40°C oraz w temperaturze standardowe;
37°C. Zmiany fenotypowe w obrgbie badanych komdrek weryfikowano z wykorzystaniem barwienia fluorescencyjnego
z uzyciem oranzu akrydyny, bromku etydyny oraz DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol). Zmiany funkcjonalne odno-
szgce sie do migracji in vitro komérek analizowano testem zarastania rany (wound healing assay).

WYNIKI: Wykazano, ze dzialanie na komorki cisplatyna indukowato §mier¢ komorek o charakterze apoptotycznym, przy
czym zauwazono efekt potencjalizacji dziatania cytostatyku na komorki poprzez zastosowanie umiarkowanej hiperter-
mii (39°C oraz 40°C). Dodatkowo, w przypadku komorek linii SKOV-3 traktowanych wspomnianymi czynnikami, za-
obserwowano istotny statystycznie spadek migracji komorek in vitro w odniesieniu do populacji komoérek kontrolnych.
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WNIOSKI: Traktowanie komorek raka jajnika cisplatyna oraz umiarkowang hipertermia prowadzi do zmian fenotypo-
wych, charakterystycznych dla procesow apoptozy. Dodatkowo zastosowanie obu tych czynnikéw indukuje takie
zmiany w komorkach, ktoére zmniejszaja migracj¢ komorek, a tym samym wplywaja na zmniejszenie potencjalu meta-
statycznego komorek raka jajnika.

StOWA KLUCZOWE

rak jajnika, hipertermia, apoptoza, cisplatyna, zmiany morfologiczne, test migracji komoérek in vitro

ABSTRACT

INTRODUCTION: The typical treatment strategy used for ovarian cancer is surgery followed by chemotherapy using
cytostatic drugs, including cisplatin. Unfortunately, the majority of patients experience a relapse of the disease, the main
reason for which is the development of cisplatin resistance. Due to this, new treatment strategies are being sought,
including combination therapy, an example of which is the simultaneous treatment of cells with a cytostatic drug and
hyperthermia. The aim of the study was to assess the occurrence of phenotypic and functional changes in ovarian cancer
cells treated with cisplatin and/or moderate hyperthermia.

MATERIAL AND METHODS: Ovarian cancer cell lines SKOV-3 and TOV-21G were stimulated to apoptosis using cis-
-diammineplatinum(ll) dichloride. Subsequently, the cells were subjected to hyperthermia by placing them in
temperatures of 39°C, 40°C and a standard temperature of 37°C. Phenotypic changes within the cells were verified by
fluorescent staining with acridine orange, ethidium bromide and DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Functional
changes related to in vitro cell migration were analyzed with the wound healing assay.

RESULTS: It was shown that the effect of cisplatin on the cells led to death by apoptosis, whereby the effect of
potentiating the action of the cytostatic agent by the use of moderate hyperthermia was noticed. In addition, in the case
of cells of the SKOV-3 line treated with the aforementioned agents, a statistically significant decrease in cell migration
was observed in relation to the population of control cells.

CONCLUSIONS: The obtained results indicate that the treatment of ovarian cancer cells with cisplatin and moderate
hyperthermia leads to the appearance of phenotypic changes in these cells, characteristic of apoptotic processes. In
addition, the application of both agents induces such changes in the cells that reduce cell migration, thereby reducing
the metastatic potential of ovarian cancer cells.
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ovarian cancer, hyperthermia, apoptosis, cisplatin, morphological changes, wound healing assay

chemioterapia wykorzystujaca leki cytostatyczne —
przede wszystkim cisplatyng lub karboksyplatyng, po-
dawang jednocze$nie z paklitakselem [5]. Duza cze$é

WSTEP

Rak jajnika staje si¢ coraz powazniejszym problemem
wsrod Polek. W ciggu ostatnich 20 lat liczba nowych
przypadkow tej choroby w naszym kraju wzrosta o po-
nad 40% (z 2033 odnotowanych przypadkéw w 2000 r.
do 4669 w 2020 r.) i jak pokazuja dane szacunkowe,
w kolejnych latach nadal bedzie wzrasta¢ [1,2]. Biorac
pod uwagge wszystkie rodzaje nowotwordw, rak jajnika
jest piatym najcze$ciej wystepujacym i czwartym naj-
bardziej $miertelnym nowotworem U polskich kobiet
[1]. Wysoka $miertelno$§¢ wynika przede wszystkim
z bardzo p6znego wykrywania choroby, co spowodo-
wane jest glownie niejednoznacznymi objawami oraz
brakiem wysoko specyficznego badania przesiewowego,
pozwalajacego z catkowita pewnoscia stwierdzi¢ wy-
stepowanie raka jajnika. Z tego tez powodu wigkszo$¢
pacjentek trafia do gabinetu lekarza, gdy choroba osia-
gnie stan zaawansowany [3,4]. Typowa terapia stoso-
wang w przypadku takich pacjentek jest operacja chi-
rurgiczna polegajaca na wycigciu guza oraz tuz po niej
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pacjentek dobrze odpowiada na terapie, osiagajac pelng
odpowiedz na leczenie; niestety po pewnym czasie
u wigkszosci z nich dochodzi do nawrotu choroby,
w gldwne] mierze spowodowanego wyksztatlcaniem
mechanizméw opornosci na cisplatyng przez trakto-
wane nig komorki [5]. Ze wzglgdu na rosnacy problem
cisplatynoopornosci intensywnie poszukuje si¢ nowych
strategii leczenia, ktore znaczaco poprawityby efektyw-
nos¢ i skuteczno$¢ dziatania cisplatyny, zmniejszajac
W ten sposob rozwoj opornosci na lek. Coraz czgstsza
strategig naukowcOw pozwalajgcg na osiggnigcie tego
celu jest stosowanie terapii skojarzonej, polegajacej na
jednoczesnym zastosowaniu kilku czynnikéw wyka-
zujacych dziatanie przeciwnowotworowe. Przyktadem
terapii skojarzonej jest m.in. jednoczesne traktowanie
komorek nowotworowych lekiem cytostatycznym oraz
hipertermig, na czym skupiono si¢ w niniejszej pracy.

Celem badan byta ocena indukcji zmian fenotypowych
w zakresie morfologii i zmian funkcjonalnych w od-
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niesieniu do zdolnosci do migracji in vitro komoérek
raka jajnika poddanych dziataniu cisplatyny i umiar-
kowanej hipertermii.

MATERIAL | METODY

Hodowla komérek

Linie komorek reprezentujacych raka jajnika — cispla-
tynooporna linia SKOV-3 [ATCC: HTB-77] oraz cispla-
tynowrazliwa linia TOV-21G [ATCC: CRL-11730] -
hodowano w pozywce DMEM + GlutaMAX-I (Gibco)
z 10-proc. zawartoscig bydlecej surowicy ptodowe;j
(PAN-Biotech) oraz dodatkiem antybiotyku (gentamy-
cyna; Sigma), w standardowych warunkach $rodowi-
ska: temperatura 37°C, wilgotno$¢ powietrza 95%, za-
warto$¢ dwutlenku wegla 5%.

Stymulacje komorek do apoptozy przeprowadzono
z wykorzystaniem roztworu cisplatyny (Sigma) w ste-
zeniu koncowym 50 nM dla linii SKOV-3 oraz 5 nM
dla linii TOV-21G. Wybrane stezenia cisplatyny wy-
standaryzowano we wczesniejszych badaniach [6,7].
Komoérki poddawano dziataniu hipertermii, stosujac
godzinng inkubacj¢ w temperaturach 39°C i 40°C. Po
godzinnej inkubacji komorki przeniesiono do standar-
dowej temperatury 37°C, po czym hodowano je w stan-
dardowych warunkach w kolejnych interwatach czaso-
wych (24 godz. oraz dodatkowo 48 i 72 godz.) przy
analizie migracji komorek.

Analiza zmian fenotypowych

Zmiany fenotypowe w obrgbie jadra i cytoplazmy ba-
danych komorek weryfikowano na podstawie oceny
obrazéw mikroskopowych z zastosowaniem mikro-
skopu fluorescencyjnego (Eclipse Ti2-E Nikon). Ko-
moérki wybarwiano oranzem akrydyny (Invitrogen by
ThermoFisher; 10 pg/ml), DAPI (4',6-diamidyno-2-fe-
nyloindol; Invitrogen by ThermoFisher; 300 nM) i/lub
mieszaning bromek etydyny/oranz akrydyny (Invitro-
gen by ThermoFisher/Sigma; 100 pg/ml/10 pg/ml).
Dla kazdej z prob wykonano zdjgcia z zastosowaniem
powiekszenia 10- oraz 20-krotnego.

Wyszukiwano zmiany morfologiczne w obrebie jadra
komérkowego oraz cytoplazmy wskazujace na aktyw-
ny proces apoptozy w komorkach; dla kazdej z prob
wyznaczono $rednig procentowg liczbe komorek
apoptotycznych.

Analiza zmian funkcjonalnych

Weryfikacje zmian funkcjonalnych, zachodzacych pod
wpltywem cisplatyny i hipertermii, polegajacych na
zmianach w zdolnos$ci komoérek do migracji, analizo-
wano z wykorzystaniem testu migracji komorek in vitro
(wound healing assay). W przypadku obu linii komér-
kowych — po przeprowadzeniu stymulacji apoptozy —

w kazdym z dotkéw ptytek 6-dotkowych wykonano
rys¢ przebiegajaca przez jego srodek. Nastgpnie ko-
morki inkubowano w standardowych warunkach $ro-
dowiska przez 72 godz. Od momentu wykonania rysy
co 24 godz. prowadzono jej obserwacj¢ i wykonywano
dokumentacj¢ zdjeciowa z wykorzystaniem mikro-
skopu odwroconego (Axiovert 40 CFL Zeiss).

Oceng zmian w zdolno$ciach migracyjnych komorek
przeprowadzono na podstawie parametru okreslanego
jako procent zamknigcia rany. Parametr ten weryfi-
kowano z zastosowaniem programu ImageJ poprzez
automatyczne wyznaczenie koncowej krawedzi wy-
konanego zarysowania, a nastepnie obliczenie jego
powierzchni. Procent zamknigcia rany obliczono za
pomoca algorytmu: procent zamkniecia rany (%) =
[O(0) — O()/0(0)] x 100%, gdzie O(0) to obszar za-
rysowania w czasie 0, a O(t) to obszar zarysowania
po danym czasie inkubacji, przy zalozeniu, ze obszar
zmierzony w czasie 0 wynosi 0%.

Analiza statystyczna wynikow

Analizg statystyczna wykonano za pomocg programu
Statistica (Wersja 13.3, Tipco Software, USA).
W trakcie analizy zmian fenotypowych badanych
komorek, aby poréwnaé $rednie warto$ci zmiennych
pomigdzy prébami, wykonano analiz¢ wariancji
ANOVA. W przypadku analizy zmian funkcjonalnych
wyniki dla prob badanych poréwnano z wynikami dla
prob kontrolnych za pomoca testu t-Studenta dla prob
niezaleznych. W obu przypadkach dane ilosciowe
przedstawiono w postaci $redniej wraz z odchyleniem
standardowym. Jako wyniki istotne statystycznie
uznano te o wartosci prawdopodobienstwa testowego
p <0,05.

WYNIKI

Analiza zmian fenotypowych
Komorki linii SKOV-3

Komorki stanowiagce probe kontrolng badania (nie-
traktowane cisplatyna, hodowane w temperaturze
37°C) wykazywaly morfologi¢ typowa dla komorek
prawidlowych — miaty okragly, regularny ksztalt, jadra
komorkowe znajdowaly si¢ w centralnej czesci komor-
ki i wykazywaly umiarkowana zielong fluorescencj¢
w przypadku barwienia oranzem akrydyny (ryc. 1) lub
umiarkowang jasnoniebieska fluorescencje w przypad-
ku barwienia DAPI (ryc. 2).

Komérki stanowigce probe badang (traktowane cis-
platyna, poddane dziataniu hipertermii) wykazywaty
znaczace zmiany w morfologii, wskazujace na procesy
wczesnej 1 pdznej apoptozy (ryc. 3 i 4). Komorki zali-
czone do grupy wczesnoapoptotycznych charakteryzo-
waly si¢ znaczacym zmniejszeniem objetosci, konden-
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sacja jadra komorkowego i emisja silnej zielono-zottej
(oranz akrydyny) lub niebieskiej (DAPI) fluorescenc;ji.
Komoérki pdznoapoptotyczne cechowaly sie jeszcze
wicksza kondensacjg, a takze fragmentacja jadra
komoérkowego oraz emisja silnie zielonej fluorescencji
(oranz akrydyny) lub silnie niebieskiej fluorescencji
(DAPI). W puli ocenianych komoérek mozna byto takze
zaobserwowac obecno$¢ ciatek apoptotycznych.

Dziatanie na komorki cisplatyna w stezeniu 50 nM oraz
traktowanie ich temperaturami 37°C, 39°C oraz 40°C
doprowadzito do $mierci komorek na drodze apoptozy
(ryc. 3 i 4). W stosunku do populacji komoérek sta-
nowiacych kontrolg liczba komorek apoptotycznych
W populacjach traktowanych cisplatyng oraz podda-
nych dzialaniu hipertermii byla znaczaco wyzsza
(p <0,01; tab. I'i ).

%

Ryc. 1. Proba kontrolna — komarki linii SKOV-3 hodowane w temperaturze
37°C, nietraktowane cisplatyna, wybarwione oranzem akrydyny; A) komorki
linii SKOV-3 stanowigce kontrole (10 x 10), B) komarki linii SKOV-3 stano-
wigce kontrole (10 x 20).

Fig. 1. Control sample — SKOV-3 cells cultured at 37°C, not treated with
cisplatin, stained with acridine orange; A) SKOV-3 control cells (10 x 10),
B) SKOV-3 control cells (10 x 20).

Ryc. 2. Préba kontrolna — komorki linii SKOV-3 hodowane w temperatu-
rze 37°C, nietraktowane cisplatyna, wybarwione DAPI; A) komorki linii
SKOV-3 stanowigce kontrole (10 x 10), B) komérki linii SKOV-3 stanowiace
kontrole (10 x 20).

Fig. 2. Control sample — SKOV-3 cells cultured at 37°C, not treated with
cisplatin, stained with DAPI; A) SKOV-3 control cells (10 x 10), B) SKOV-3
control cells (10 x 20).

Ryc. 3. Komdrki linii SKOV-3 traktowane cisplatyng w stezeniu 50 nM oraz
poddane dziataniu hipertermii, wybarwione oranzem akrydyny; A) komorki
w fazie wezesnej apoptozy — przyklad zaznaczony strzatka (10 x 20), B) ko-
morki w fazie péznej apoptozy — przyktad zaznaczony strzatka (10 x 20).
Fig. 3. SKOV-3 cells treated with cisplatin at concentration of 50 nM and
subjected to hyperthermia, stained with acridine orange; A) cells in early
apoptosis phase — example marked with arrow (10 x 20), B) cells in late
apoptosis — example marked with arrow (10 x 20).

Ryc. 4. Komdrki linii SKOV-3 traktowane cisplatyng w stezeniu 50 nM oraz
poddane dziataniu hipertermii, wybarwione DAPI; A) komorki w fazie weze-
snhej apoptozy — przyktad zaznaczony strzatka (10 x 20), B) komorki w fazie
poznej apoptozy — przyktad zaznaczony strzatka (10 x 20).

Fig. 4. SKOV-3 cells treated with cisplatin at concentration of 50 nM and
subjected to hyperthermia, stained with DAPI; A) cells in early apoptosis
phase — example marked with arrow (10 x 20), B) late apoptotic cells —
example marked with arrow (10 x 20).

Tabela I. Zestawienie $redniego odsetka komorek apoptotycznych linii SKOV-3 poddanej dziataniu cisplatyny w stezeniu 50 nM oraz czynnika termicznego
Tabela I. Summary of average percentage of apoptotic cells of SKOV-3 line treated with cisplatin at concentration of 50 nM and thermal agent

Kontrola 37°C + cisplatyna 39°C +cisplatyna  40°C + cisplatyna Wartosé testu
(50 nM) (50 nM) (50 nM) analizy wariancji ANOVA
Srednia procentowa liczba 5,96 +0,97 16,08 + 0,23 20,25 + 3,43 14,00 £ 1,51 p<0,05

komorek apoptotycznych

Tabela Il. Wartosci p testu analizy wariancji ANOVA dla poréwnywanych préb

Table Il. ANOVA p-values for compared samples

Kontrola vs 37°C + cisplatyna
(50 nM)

Kontrola vs 39°C + cisplatyna
(50 nM)

Kontrola vs 40°C + cisplatyna
(50 nM)

p<0,01

p <0,001

p<0,01
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Komdrki linii TOV-21G

Dla populacji komoérek kontrolnych, analogicznie do
linii SKOV-3, obserwowano przewaznie morfologi¢
typowa dla komorek prawidtowych — regularny, nieco
wydtuzony ksztalt o okragtych i centralnie utozonych
jadrach komoérkowych. Cytoplazma komorek wybar-
wiata si¢ jednorodnie, komorki wykazywaty umiarko-
wang zielong fluorescencje oranzu akrydyny (ryc. 5)
lub umiarkowang jasnoniebieska fluorescencje w przy-
padku barwienia DAPI (ryc. 6).

Po potraktowaniu komorek cisplatyng/hipertermia
obserwowano w ich morfologii zmiany, ktore wskazy-
waly na procesy wczesnej i pdznej apoptozy (ryc. 7
i 8). Komorki zaliczone do grupy wczesnoapopto-
tycznych charakteryzowatly si¢ zmniejszeniem objgto-
$ci, kondensacjg jadra komorkowego i emisjg bardzo
silnej zielono-zottej (oranz akrydyny/bromek etydyny)
lub silnej niebieskiej (DAPI) fluorescencji. Komorki
péznoapoptotyczne cechowaly si¢ jeszcze wigksza
kondensacja, a takze fragmentacja jadra komorkowego,
potozonego w komorce asymetrycznie. Dodatkowo za-
obserwowano, ze wykazywaly one pomaranczowo-

-czerwong fluorescencj¢, zwigzang z przenikaniem do
ich wnetrza bromku etydyny poprzez uszkodzenia bto-
ny komorkowej. W przypadku barwienia DAPI obser-
wowano silng niebieska fluorescencje jadra komorko-
wego, mozna byto takze zaobserwowaé obecnosé cia-
ek apoptotycznych.

Dziatanie na komorki linii TOV-21G cisplatyng w ste-
zeniu 5 nM oraz traktowanie ich temperaturami 37°C,
39°C i 40°C doprowadzito do $mierci komorek na dro-
dze apoptozy (ryc. 7 i 8). W stosunku do populacji ko-
moérek stanowiacych kontrole (komorki hodowane
w temperaturze 37°C, nietraktowane cisplatyng) liczba
komorek apoptotycznych w populacjach traktowanych
cisplatyna oraz poddanych dziataniu temperatur 39°C
i 40°C byta wyzsza (tab. Il i IV). Zaobserwowane r6z-
nice w liczbie komorek apoptotycznych byty istotne
statystycznie (p < 0,01 oraz p < 0,05). Mimo zaobser-
wowanych roznic w liczbie komorek apoptotycznych
dla populacji komérek traktowanych cisplatyng oraz
temperaturg 37°C w stosunku do populacji komorek
stanowigcej kontrole roznice te nie wykazaty istotnosci
statystycznej (p = 0,36).

Ryc. 5. Proba kontrolna — komérki linii TOV-21G hodowane w temperaturze
37°C, nietraktowane cisplatyna, wybarwione oranzem akrydyny i bromkiem
etydyny; A) komorki linii TOV-21G stanowigce kontrole (10 x 10), B) komorki
linii TOV-21G stanowigce kontrole (10 x 20).

Fig. 5. Control sample — TOV-21G cells cultured at 37°C, not treated with
cisplatin, stained with acridine orange and ethidium bromide; A) TOV-21G
control cells (10 x 10), B) TOV-21G control cells (10 x 20).

Ryc. 7. Komérki linii TOV-21G traktowane cisplatyng w stezeniu 5 nM oraz
poddane dziataniu hipertermii, wybarwione oranzem akrydyny i bromkiem
etydyny; A) komorki w fazie wczesnej apoptozy — przyktad zaznaczony
strzatka (10 x 20), B) komorki w fazie pdznej apoptozy — przyktad zazna-
czony strzatkg (10 x 10).

Fig. 7. TOV-21G cells treated with 5 nM cisplatin and hyperthermia, stained
with acridine orange and ethidium bromide; A) cells in early apoptosis phase
- example marked with arrow (10 x 20), B) late apoptotic cells — example
marked with arrow (10 x 10).

Ryc. 6. Préba kontrolna — komorki linii TOV-21G hodowane w temperatu-
rze 37°C, nietraktowane cisplatyna, wybarwione DAPI; A) komorki linii
TOV-21G stanowigce kontrole (10 x 10), B) komorki linii TOV-21G stano-
wigce kontrole (10 x 20).

Fig. 6. Control sample — TOV-21G cells cultured at 37°C, not treated with
cisplatin, stained with DAPI; A) TOV-21G control cells (10 x 10), B) TOV-21G
control cells (10 x 20).

Ryc. 8. Komorki linii TOV-21G traktowane cisplatyng w stezeniu 5 nM oraz
poddane dziataniu hipertermii, wybarwione DAPI; A) komorki w fazie wezes-
nej apoptozy — przykfad zaznaczony strzatkg (10 x 10), B) komérki w fazie
poznej apoptozy — przyktad zaznaczony strzatka (10 x 20).

Fig. 8. TOV-21G cells treated with cisplatin at concentration of 5 nM and
subjected to hyperthermia, stained with DAPI; A) cells in early apoptosis
phase — example marked with arrow (10 x 10), B) late apoptotic cells —
example marked with arrow (10 x 20).
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Tabela lll. Zestawienie $redniego odsetka komorek apoptotycznych linii TOV-21G poddanej dziataniu cisplatyny w stezeniu 5 nM oraz czynnika termicznego
Table lll. Summary of average percentage of apoptotic cells of TOV-21G line treated with cisplatin at concentration of 5 nM and thermal agent

Kontrola 37 C *cisplatyna  39°C + cisplatyna  40°C + cisplatyna Wartosé testu
(5 nM) (5nM) (5 nM) analizy wariancji ANOVA
Srednia procentowa liczba komaérek 780088 1912 £4.13 6237 £1077 101841088 ><0001

apoptotycznych

Tabela IV. Warto$ci p testu analizy wariancji ANOVA dla poréwnywanych prob

Table IV. ANOVA p-values for compared samples

Kontrola vs 37°C + cisplatyna
(5 nM)

Kontrola vs 39°C + cisplatyna
(5 nM)

Kontrola vs 40°C + cisplatyna
(5 nM)

p=0,36

p<0,001

p<0,05

Analiza zmian funkcjonalnych
Komorki linii SKOV-3

W ramach analizy zmian funkcjonalnych komoérek pod-
danych dziataniu cisplatyny oraz hipertermii, polegaja-
cych na zmianie szybkosci migracji komorek raka jaj-
nika, przeprowadzono test migracji komorek in vitro.
Test prowadzono z zastosowaniem temperatur 37°C,
39°C i 40°C oraz cisplatyny w stezeniu rownym 50 nM.

Tabela V. Wyniki testu t Studenta dla pomiaru po 24 h

W kazdym z analizowanych przypadkéw zaobserwo-
wano znaczacy, hamujacy wptyw wymienionych czyn-
nikéw na zdolno$¢ komoérek nowotworowych do mi-
gracji, w porownaniu z komérkami niepoddanymi dzia-
faniu wspomnianych czynnikow, jednak najistotniejsze
zahamowanie tempa migracji wystgpito w przypadku
traktowania komorek cisplatyng oraz temperaturg 39°C
(tab. V=VIII).

Table V. Student's t-test results for measurement after 24 h

Kontrola

Cisplatyna + 39°C

24h 24h L P
Procent zamkniecia rany 353+ 1,51 415+1,71 23,63 p < 0,001
Tabela VI. Wyniki testu t Studenta dla pomiaru po 48 h
Table VI. Student's t-test results for measurement after 48 h
Kontrola Cisplatyna + 39°C t
48h 48h P
Procent zamknigcia rany 4217 £0,19 542 +1,81 34,91 p < 0,001
Tabela VII. Wyniki testu t Studenta dla pomiaru po 72 h
Table VII. Student's t-test results for measurement after 72 h
Kontrola Cisplatyna + 39°C t
72h 72h P
Procent zamknigcia rany 71,75+0,33 1,81+247 48,60 p < 0,001
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Komdrki linii TOV-21G

W ramach analizy zmian funkcjonalnych komorek
poddanych dziataniu cisplatyny oraz hipertermii, pole-
gajacych na zmianie szybkos$ci migracji komoérek ra-
ka jajnika, przeprowadzono test migracji komorek
in vitro. Test prowadzono analogicznie do warunkow
termicznych stosowanych dla linii SKOV-3, ale
z indukcja cisplatyna o stgzeniu 5 nM.

Znaczacy wplyw wymienionych czynnikoéw na zdol-
no$¢ komorek nowotworowych do migracji, w po-
rownaniu z komorkami niepoddanymi dziataniu tych
czynnikow, zaobserwowano jedynie podczas trakto-
wania komorek cisplatyna oraz temperaturg 40°C
(tab. IX=XII). W przypadku traktowania komorek
temperaturami 37°C oraz 39°C nie zaobserwowano
znaczacych roznic w zdolnosci komorek do migraciji.

Tabela IX. Wyniki testu t Studenta dla pomiaru po 24 h
Table IX. Student's t-test results for measurement after 24 h

Cisplatyna + 40°C

Kontrola

24h 24h J P
Procent zamkniecia rany 34,16 £ 1,88 21,01 £2,59 71 p<0,05
Tabela X. Wyniki testu t Studenta dla pomiaru po 48 h
Table X. Student's t-test results for measurement after 48 h
Kontrola Cisplatyna + 40°C t
48h 48h P
Procent zamknigcia rany 76,21 £0,91 35,80 £ 1,06 49,94 p < 0,001
Tabela XI. Wyniki testu t Studenta dla pomiaru po 72 h
Table XI. Student's t-test results for measurement after 72 h
Kontrola Cisplatyna + 40°C t
72h 72h P
Procent zamknigcia rany 82,02 £ 0,20 65,09 £ 1,90 15,33 p<0,05
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DYSKUSJA

Wyksztalcanie oporno$ci na cisplatyng przez komorki
nowotworowe staje si¢ coraz powazniejszym proble-
mem, ktory znaczaco utrudnia proces leczenia chorych
z rakiem jajnika. Cisplatyna zostata wprowadzona do
stosowania terapeutycznego w 1978 r. jako lek o wy-
jatkowo efektywnym dziataniu cytostatycznym w przy-
padku wielu rodzajow nowotworow, m.in.: raka gtowy
i szyi, raka jadra, raka jajnika czy raka pecherza mo-
czowego [8]. Tak szeroki zakres nowotworow mozli-
wych do leczenia z zastosowaniem opisywanego leku
wynika z wielokierunkowego mechanizmu jego cyto-
toksycznego dziatania [8]. Najwazniejszym celem
dziatania cisplatyny jest genomowe DNA — po wnik-
nieciu do komorki lek wiaze si¢ z zasadami azotowy-
mi w DNA, prowadzac do powstania wewnatrznicio-
wych adduktow oraz migdzyniciowych wigzan krzyzo-
wych [9]. Powstawanie wspomnianych uszkodzen pro-
wadzi do uszkodzenia materiatu genetycznego, co z ko-
lei wywoluje aktywacje mechanizmow naprawy DNA,
przede wszystkim mechanizmu naprawy przez wycina-
nie nukleotydu (nucleotide excision repair — NER) oraz
naprawy niesparowanych zasad (mismatch repair —
MMR). Gdy mechanizmy te okazg si¢ nieskuteczne,
w komorce dochodzi do aktywacji procesu apoptozy
i w konsekwencji $mierci komorki [9].

Dodatkowo cisplatyna wywotuje w komoérkach stan
stresu oksydacyjnego poprzez zwigkszenie intensyw-
nosci produkcji reaktywnych form tlenu, ktére powo-
dujac oksydacyjne uszkodzenia biatek, lipidow i DNA,
prowadza do apoptozy komorek nowotworowych
[8,10].

Cisplatyna wywotuje takze uszkodzenia mitochon-
drialnego DNA, skutkujace uwolnieniem z tego orga-
nellum cytochromu C oraz prokaspazy 9. Uwolnione
sktadniki taczg si¢ z czynnikiem Apaf-1 (apoptotic pro-
tease activating factor 1) oraz ATP (adenozyno-5'-tri-
fosforan), tworzac apoptosom, ktory nastepnie akty-
wuje kaspaze 9. Aktywowana kaspaza 9, oddziatujac
z kolejnymi kaspazami, prowadzi do aktywacji kaspaz
3, 617, ktore indukuja apoptoze komorki [8,10].
Pomimo tak szerokiego spektrum dziatania cisplatyny
komorki nowotworowe zdotaly wyksztatci¢ szereg me-
chanizmow pozwalajacych im na uniknigcie cytotok-
sycznego dziatania leku. Do przyktadowych mechani-
zmoéw cisplatynoopornosci zalicza si¢ zmiany w funk-
cjonowaniu transporterow btonowych, wewnatrzko-
morkowa inaktywacje cisplatyny czy tez wzrost efek-
tywnosci dziatania mechanizméw naprawy uszkodzen
DNA [11,12].

Ze wzgledu na rosngcy problem cisplatynoopornosci
intensywnie poszukuje si¢ nowych metod terapii raka
jajnika, sposrod ktorych szczegolne zainteresowanie
wzbudza terapia skojarzona, czyli terapia polegajaca na
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jednoczesnym zastosowaniu kilku czynnikéw wyka-
zujacych dzialanie przeciwnowotworowe. Przykladem
tego rodzaju leczenia jest opisywana w niniejszej
pracy, a takze przez innych autoréw [13] terapia pole-
gajaca na jednoczesnym stosowaniu leku cytostatycz-
nego oraz hipertermii.

Jak wykazata analiza zdj¢¢ wykonanych w trakcie ba-
dan, jednoczesne traktowanie komorek linii nowotwo-
rowych raka jajnika cisplatyng oraz podwyzszona tem-
peratura prowadzi do znaczacego wzrostu liczby komo-
rek apoptotycznych w poréwnaniu z komdrkami kon-
trolnymi (niepoddanymi dziataniu leku, hodowanymi
w temperaturze 37°C). Zardéwno dla linii SKOV-3, jak
i TOV-21G najwigkszy wzrost skutecznosci cytotok-
sycznego dzialania cisplatyny zaobserwowano w przy-
padku polaczenia jej stosowania z traktowaniem komo-
rek temperaturg 39°C. W warunkach tych $rednia pro-
centowa liczba komoérek apoptotycznych w przypadku
linii SKOV-3 wynosita 20,25%, co stanowito wzrost
0 14,29% w stosunku do komorek stanowigcych kon-
trolg. W przypadku linii TOV-21G $rednia procentowa
liczba komorek apoptotycznych wynosita 62,37%, co
stanowito wzrost az o 54,57% w stosunku do proby
kontrolnej.

Ponadto w trakcie badan dokonano weryfikacji wplywu
terapii kombinowanej, taczacej dziatanie cisplatyny
z hipertermia, na zdolno$¢ komorek raka jajnika do mi-
gracji. Zdolnos¢ komorek do migracji regulowana jest
przez liczne biatka cytoszkieletu. Ustalono, ze w ko-
morkach nowotworowych dochodzi do szeregu zmian
w aktywnosci tych bialek, m.in. profiliny, kofiliny, fi-
laminy A czy radyksyny, co w konsekwencji powoduje
zmiany w zdolno$ciach migracyjnych komorek, przy-
czyniajac si¢ do procesu przerzutowania [14,15]. Ze
wzgledu na obecno$é licznych zmian utatwiajacych ko-
moérkom nowotworowym procesy migracji obnizanie
zdolnos$ci migracyjnych tych komoérek jest waznym za-
daniem lekow przeciwnowotworowych.

Analize wptywu cisplatyny oraz hipertermii na ko-
morki raka jajnika przeprowadzono z wykorzystaniem
testu migracji komorek in vitro. Szczegdlnie obiecuja-
ce wyniki uzyskano w przypadku traktowania komo-
rek linii SKOV-3 cisplatyng oraz temperaturg 39°C.
W przypadku linii komérek TOV-21G najwigksze za-
hamowanie migracji komodrek osiggnieto w przypadku
traktowania ich cisplatyng oraz temperaturg 40°C, jed-
nak wyniki te nie byly tak obiecujace jak w przypadku
linii SKOV-3.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania potwier-
dzaja wzrost efektywnosci cytotoksycznego dziatania
cisplatyny wobec komorek raka jajnika podczas stoso-
wania leku w potaczeniu z lagodna hipertermia —
w trakcie badan najlepsze wyniki zaobserwowano dla
potaczenia cisplatyny i temperatury 39°C. Terapia sko-
jarzona moze si¢ okaza¢ skutecznym $rodkiem umoz-
liwiajacym leczenie nowotworu jajnika, nadal jednak
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istnieje koniecznos$¢ dalszych badan w tym zakresie,
tak aby mozliwe bylo jej bezpieczne stosowanie U pa-
cjentek.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki wskazuja, ze jednoczesne traktowa-
nie komorek raka jajnika linii SKOV-3 oraz TOV-21G
cisplatyna oraz tagodna hipertermiag prowadzi do licz-
nych zmian fenotypowych w komorkach, wskazuja-
cych na procesy apoptozy. Zmiany te dotyczyly przede
wszystkim struktury, rozmiarow i potozenia jadra ko-
moérkowego, a takze struktury cytoplazmy badanych
komérek. Ustalono takze, iz jednoczesne dziatanie na

komoérki badanymi czynnikami prowadzi do zmian
funkcjonalnych, polegajacych na hamowaniu ich zdol-
noéci do migracji. Hamujacy efekt czynnikéw byt
znacznie silniejszy w stosunku do linii SKOV-3 niz
TOV-21G. Uzyskane wyniki sugeruja pozytywny
wplyw jednoczesnego stosowania hipertermii oraz cis-
platyny na skuteczno$¢ dziatania przeciwnowotwo-
rowego terapii.
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