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Streszczenie: Rak jajnika jest jedna z glownych przyczyn zgonow sposréd nowotworéw gineko-
logicznych, mimo iz stanowi zaledwie 3% wszystkich nowotworéw wykrywanych u kobiet. Jed-
nym z powoddéw wysokiej $miertelno$ci jest opornos¢ chemioterapeutyczna na cisplatyng. Celem
artykulu jest przeglad informacji na temat mozliwosci przeciwdzialania opornosci komorek raka
jajnika na cisplatyne przez wybrane czynniki (moryna, miR-424-3p), w oparciu o poznane mecha-
nizmy lezace u podstaw tego zjawiska.

U podtoza chemiopornosci znajduje si¢ m.in. uposledzenie apoptozy komorek nowotworowych in-
dukowanej przez cisplatyne, zwiazane z zaburzeniem funkcji biatek z rodziny BCL-2 oraz konstytut-
ywng aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB. W probach przetamywania opornosci komorek
raka jajnika na chemioterapeutyki wskazuje si¢ zatem na potencjalne zastosowanie naturalnych sub-
stancji pochodzenia roslinnego, bedacych inhibitorami NF-«B. Takg substancja jest moryna, zwiazek
zaliczany do flawonoidow. Ponadto, czasteczka wartg uwagi w aspekcie chemioporno$ci komorek
nowotworowych na cisplatyng jest rowniez wykazujaca dziatanie antyapoptotyczne galektyna-3,
ktorej ekspresja jest indukowana przez NF-kB. Galektyna-3 w swojej strukturze zawiera tzw. ,,mot-
yw przeciwko $mierci”, ktory jest takze charakterystyczny dla bialek z rodziny BCL-2 i odpowiada
za antyapoptotyczne dziatanie zarowno galektyny-3 jak i BCL-2. Poza czynnikami transkrypcyjny-
mi, takimi jak NF-xB, w regulacje ekspresji galektyny-3 sa zaangazowane réwniez mechanizmy
epigenetyczne. Czasteczka miR-424-3p wykazuje zdolnos¢ do hamowania ekspresji galektyny-3,
ale oprocz tego, jest niezaleznie wigzana z przeciwdziataniem opornosci chemioterapeutycznej nie-
drobnokomorkowego raka ptuca. W zwiazku z powyzszym zasadnym wydaje si¢ zwrocenie na nig
uwagi w aspekcie mozliwosci przeciwdziatania zjawisku chemiopornosci komorek raka jajnika.
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Proba zahamowania ekspresji galektyny-3 za pomoca réznych substancji w komorkach raka jajni-
ka mogtaby doprowadzi¢ do zwigkszenia ich wrazliwos$ci na cisplatyne i tym samym skutkowaé
udoskonaleniem istniejacych badz tez opracowaniem calkiem nowych strategii terapeutycznych
w leczeniu tego nowotworu.

Stowa kluczowe: rak jajnika, opornos$¢ terapeutyczna, galektyna-3, flawonoidy, mikroRNA

Summary: Ovarian cancer is the leading cause of death in women, despite the fact that it accounts
for only 3% of all female cancers. The reason for high mortality is chemotherapeutic resistance to
cisplatin. The aim of this article is to review information on the possibility of counteracting the re-
sistance of ovarian cancer cells to cisplatin by selected factors (morin, miR-424-3p), based on the
mechanism underlying this phenomenon.

Chemoresistance is caused by the failure in the cisplatin-induced apoptosis of cancer cells, which
is associated with dysfunction of the BCL-2 protein family and the constitutive activation of the
transcription factor NF-«B. In attempts to counteract the resistance of ovarian cancer cells to chemo-
therapy, the potential use of natural plant substances, that are NF-kB inhibitors, is indicated. An ex-
ample of such a substance is the flavonoid — morin. Another molecule worth to consider in relation
to chemoresistance of tumour cells to cisplatin is galectin-3, which exhibits anti-apoptotic properties
and which expression is induced by NF-kB. Galectin-3 in its structure contains an anti-death motif,
which is also characteristic of BCL-2 proteins family and is responsible for the anti-apoptotic effect
of both galectin-3 and BCL-2. In addition to transcription factors such as NF-kB, epigenetic mech-
anisms are also involved in the regulation of galectin-3 expression. The miR-424-3p molecule has
the ability to inhibit galectin-3 expression, but is also independently associated with non-small-cell
lung cancer chemoresistance counteracting. Consequently, it seems reasonable to draw attention to
this molecule in terms of the potential for counteracting the chemoresistance of ovarian cancer cells.
Attempting to suppress galectin-3 expression with various substances in ovarian cancer cells could
increase their sensitivity to cisplatin. Finally, it may result in improvements in existing or develop-
ing the entirely new therapeutic strategies for the treatment of this cancer.

Keywords: ovarian cancer, drug resistance, galectin-3, flavonoids, microRNA

WSTEP

Rak jajnika jest jedng z gtéwnych przyczyn zgondow sposréd nowotworow
ginekologicznych, mimo iz stanowi zaledwie 3% wszystkich nowotworow wy-
krywanych u kobiet. Najwiecej przypadkow odnotowuje sie¢ w Europie Srodko-
wo-Wschodniej, a najmniej w Afryce Zachodniej [1, 8].

Pomimo bardzo pomys$inych prognoz terapeutycznych w przypadku wcze-
snych etapéw rozwoju choroby, rak jajnika stanowi piata w kolejnosci przyczyne
zgonow z posrdd nowotworow dotykajacych kobiet na swiecie [9, 13]. Powodem
takiego stanu rzeczy jest brak specyficznych symptomoéw we wezesnych stadiach
choroby, trudna dostgpnos¢ anatomiczna jajnikow, specyficzna kinetyka wzrostu
guza (mozliwa przedkliniczna faza utajona) oraz stosunkowo duza rzadko$¢ wy-
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stepowania (wspomniane 3%) [1]. W zwigzku z powyzszym, ponad 70% pacjen-
tek jest diagnozowanych dopiero w zaawansowanym stadium choroby, co przed-
ktada si¢ na warto$¢ wskaznika 5-letniego przezycia mniejszg niz 20-30% (przy
uwzglednieniu przypadkéw poddanych leczeniu chirurgicznemu i chemioterapii).
Natomiast, posrod kobiet u ktérych nowotwor wykryto na wezesnym etapie roz-
woju choroby, wskaznik 5-letniego przezycia wynosi 90% [1, 9]. Nieprzypadko-
wo wigc rak jajnika bywa nazywany ,,cichym zabdjca”, a jego wczesna detekcja
stanowi gldéwny czynnik decydujacy o sukcesie terapeutycznym. Obecne metody
diagnostyczne nie sg dostatecznie dobrze rozwinig¢te ani wystarczajaco doktadne,
stad istnieje ciggla potrzeba poszukiwania nowych i dalszego rozwoju istnieja-
cych narzedzi 1, 9, 13].

Inng przyczyng wysokiej $miertelno$ci w przebiegu raka jajnika jest opornosé¢
chemioterapeutyczna oraz wysoki odsetek wznowy choroby. Zgodnie z zalecenia-
mi Amerykanskiego Towarzystwa Onkologicznego (ang. American Cancer Society)
oraz najnowszymi rekomendacjami Polskiego Towarzystwa Ginekologii Onkolo-
gicznej standardowa forma terapii tego nowotworu jest postepowanie skojarzone, na
ktore sktada si¢ leczenie chirurgiczne (cytoredukcja) oraz chemioterapia, obejmujaca
zwiazki platyny (cisplatyna lub karboplatyna), wykazujace dziatanie proapoptotyczne
na komorki nowotworowe oraz pochodne taksanu (paklitaksel lub docetaksel), kto-
re hamujg podzialy mitotyczne komorek nowotworowych [2, 3, 9, 13]. Okoto 20%
pacjentek z pierwotnym rakiem jajnika wykazuje opornos¢ na cytotoksyczne dzia-
fanie zwiazkéw platyny, co skutkuje szybka progresja nowotworu, doprowadzajac
ostatecznie do zgonu. U pozostatych 80% kobiet pomimo poczatkowo wysokiego
wskaznika odpowiedzi klinicznej po zastosowaniu chemioterapii opartej na zwigz-
kach platyny i taksanu, moga pojawiac si¢ nawroty choroby. Ponowne zastosowanie
powyzszych zwigzkéw w czasie wznowy, ujawnia nabyta opornos¢ na te chemiotera-
peutyki, co w konsekwencji rowniez prowadzi do zgonu pacjentki [9, 13].

Pomimo czgstego wystgpowania (wrodzonej lub nabytej) opornosci oraz
powaznych skutkéw ubocznych, cisplatyna ijej pochodne pozostaja gldéwnym
chemioterapeutykiem stosowanym w leczeniu raka jajnika [3]. Jednoczes$nie
oporno$¢ komorek tego nowotworu na cisplatyne, jest istotnym czynnikiem de-
cydujacym o niepowodzeniu stosowanych metod leczenia. Poszukiwanie mozli-
wosci przeciwdziatania temu niepozadanemu zjawisku stanowi wazny kierunek
badan nad nowotworami jajnikéw i w przysztosci pozwoli na udoskonalenie ist-
niejacych terapii [2, 3, 9, 13].

W $wietle powyzszych doniesien, celem przedstawionego artykutu jest prze-
glad informacji na temat mozliwo$ci przeciwdzialania opornosci komorek raka
jajnika na cisplatyn¢ (w oparciu o poznane do tej pory mechanizmy lezace u pod-
staw tego zjawiska) poprzez wybrane czynniki (moryna i miR-424-3p) i tym sa-
mym wytyczenie nowych kierunkéw badan.
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MECHANIZM OPORNOSCI NA
CISPLATYNE W RAKU JAJNIKA

Cis-diaminadichloroplatyna(ll) (ang. cis-diamminedichloroplatinum(il), CDDP),
znana rowniez jako cisplatyna, jest od roku 1978 stosowana w leczeniu wielu nowo-
tworow m.in.: ptuca, glowy i szyi, pecherza moczowego, jadra oraz jajnika [6, 11].

Mechanizm cytotoksycznego dziatania cisplatyny i jej pochodnych polega na
aktywnym wychwycie do wnetrza komorki, a nastepnie kowalencyjnym zwigza-
niu z DNA — tj. utworzeniu adduktow, ktore poza hamowaniem procesu replikacji,
inicjuja rowniez powstanie wigzan krzyzowych w obrebie jednej nici lub pomig-
dzy obydwiema niciami helisy DNA oraz pomi¢dzy DNA a biatkami, co finalnie
skutkuje utworzeniem jedno- lub dwuniciowych peknieé¢. Uszkodzenia DNA ak-
tywuja mechanizmy naprawy, a w przypadku gdy sa one zbyt rozlegle — indukuja
apoptoze komorki [4, 11, 16]. Dodatkowo cisplatyna moze roéwniez powodowac
uszkodzenia mitochondridéw, co takze prowadzi komorke na drogg apoptozy [4].

Na przestrzeni lat wykazano, ze opornosci komorek nowotworowych (w tym
raka jajnika) na cisplatyng¢ nie da si¢ wyjasni¢ jednym, prostym mechanizmem.
W zwigzku z tym faktem czynniki wywotujace chemioporno$¢ podzielono na 4
kategorie. Pierwsza z nich (tzw. ,,pre-target”) obejmuje wszystkie mechanizmy,
ktorych funkcjonowanie sprowadza si¢ do redukowania liczby uszkodzen DNA.
Chodzi tutaj m.in. o aktywnos¢ biatek transportowych, zapobiegajacych akumula-
cji cisplatyny w komorce poprzez hamowanie jej wnikania do cytoplazmy i jadra
oraz poprzez indukcje jej odptywu do przestrzeni pozakomorkowej. W przypadku
nadmiernego usuwania cisplatyny z komorki wskazuje si¢ m.in. na role biatka opor-
no$ci wielolekowej (ang. Multidrug Resistance Protein 1, MDR1), ktérego ekspre-
sja w przypadku raka jajnika czesto ulega podwyzszeniu i co jest faczone z jego
chemiopornos$cig. Grupa czynnikdéw typu ,, pre-target” zawiera roéwniez czasteczki
wigzace 1 neutralizujgce cisplatyne we wnetrzu komorki, np.: glutation [4, 11, 16].

Do drugiej kategorii czynnikow (tzw. ,, on-target”) zalicza si¢ wszystkie zja-
wiska, dzigki ktorym komorki nowotworowe maja wieksza zdolno$¢ do ignoro-
wania lub naprawy juz wystepujacych uszkodzen DNA. Takie uszkodzenia moga
by¢ wykrywane m.in. przez biatka systemu naprawy niesparowanych zasad (ang.
Mismatch Repair System, MMR), ktore jednak nie maja faktycznej zdolnosci na-
prawy zaistniatych defektow. W komorkach raka jajnika opornego na cisplatyne,
czesto obserwuje si¢ obnizony poziom ekspresji biatck MMR. Jednakze kiedy
uszkodzenia DNA zostang juz wykryte, dochodzi do aktywacji systemu naprawy
przez wycinanie nieprawidtowego nukleotydu (ang. Nucleotide Excision Repair
system, NER). Podwyzszona ekspresja biatek wchodzacych w sktad NER réwniez
wigzana jest z oporno$cig komorek nowotworowych na cisplatyne [4, 16].

W trzeciej grupie czynnikow wywotujacych chemiopornos¢ (tzw. ,, post-target ™)
znajduja si¢ procesy zmniejszajace podatnos¢ komorek na apoptoze (indukowana
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uszkodzeniami DNA), glownie poprzez deregulacje $ciezek sygnatowych zwia-
zanych z naturalng $mierciag komorek. Bardzo wazna role odgrywa tutaj biatko
P53, znane réwniez jako ,.straznik genomu”, ktére kontroluje cykl komoérkowy
oraz indukuje apoptoze komorek posiadajacych uszkodzenia DNA [16]. W 50%
przypadkow raka jajnika P53 wystepuje w formie zmutowanej, co jest wigzanie
z gorszg odpowiedzig kliniczng na leczenie cisplatyna. Za regulacje apoptozy od-
powiadaja rowniez biatka z rodziny BCL-2, wykazujace zaro6wno dzialanie pro-
jak i1 antyapoptotyczne i ktorych ekspresja roéwniez moze ulega¢ (odpowiednio)
obnizeniu lub podwyzszeniu, indukujgc opornos$¢ chemioterapeutyczng komorek
nowotworowych [4, 16].

Ostatnia kategoria (tzw. ,, off-target ’) obejmuje czynniki nieb¢dace bezposred-
nio zwigzane z mechanizmem dzialania cisplatyny, a jedynie posrednio — poprzez
zwickszanie zdolnosci komoérek nowotworowych do kompensowania negatyw-
nych skutkéw dziatania leku. Zalicza si¢ tutaj m.in. zjawisko autofagii, w ktorym
organelle komorkowe i sktadniki cytoplazmy sg trawione wewnatrz lizosomow.
Ten proces kataboliczny moze by¢ aktywowany pod wpltywem czynnikow stre-
sowych i ma za zadanie umozliwi¢ komodrce pozyskanie energii ze zbednych ele-
mentow, w celu przetrwania dtuzszego okresu czasu w niesprzyjajacych warun-
kach. Innym mechanizmem zaliczanym do tej kategorii czynnikow jest zmiana
fenotypu komoérek nowotworowych z epitelialnego na mezenchymalny. Proces
ten polega m.in. na utracie polarno$ci i regularnego ksztaltu komorek, w zamian
zwiekszajac ich ruchliwos$¢, a tym samym potencjal metastatyczny. Wzmozona
aktywacja zar6wno autofagii jak i tranzycji epitelialno-mezenchymalnej jest row-
niez wigzana z chemioporno$cig komoérek nowotworowych [4, 16].

Pomimo coraz lepszego zrozumienia procesow zwigzanych z opornoscia ko-
morek rakowych, pelne wyjasnienie mechanizméw lezacych u podstaw tego zja-
wiska wymaga dalszego zbadania [4]. Szczegdlny nacisk kladzie si¢ na czynniki
typu ,, post-target” odpowiadajace za uposledzenie apoptozy, jako ze to wlasnie za-
programowana $mier¢ komoérek nowotworowych jest gldownym i najwazniejszym
efektem dziatania cisplatyny. Poza zaangazowaniem w chemiopornos¢ biatka P53
oraz biatek z rodziny BCL-2, podkresla si¢ rowniez znaczenie apoptotycznych $cie-
zek sygnatowych m.in.: MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase — kinaza
biatkowa aktywowana mitogenami) oraz NF-«kB (ang. Nuclear Factor kB —jadrowy
czynnik transkrypcyjny kB) [7, 11, 23]. Zaburzong regulacj¢ NF-kB odnotowano
w przypadku wielu nowotwordow, jednoczesnie obserwujac, ze konstytutywna akty-
wacja NF-«kB ma zwigzek z opornoscig chemioterapeutyczng (te¢ zalezno$¢ opisano
m.in. takze w komoérkach raka jajnika CAOV-3 opornych na cisplatyne). Ponad-
to wykazano, ze inhibicja NF-xB skutkuje zwigkszeniem przeciwnowotworowe-
go efektu cisplatyny na komorki linii opornych na jej dziatanie [11]. W zwigzku
z powyzszym sugeruje si¢ jednoczesne stosowanie cisplatyny w potaczeniu z in-
hibitorami NF-kB w celu uzyskania lepszego efektu terapeutycznego [23].
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MORYNA JAKO INHIBITOR NF-xkB
O DZIALANIU PRZECIWNOWOTWOROWYM

W probach przetamywania opornosci komorek nowotworowych na chemio-
terapeutyki wskazuje si¢ na potencjalne zastosowanie naturalnych substancji po-
chodzenia ro$linnego, ktore dziatalyby jako inhibitory NF-kB. Terapia zlozona
z cisplatyny oraz zwigzku hamujacego NF-kB (podawanych jednoczesnie), moze
przynies¢ korzystne efekty terapeutyczne [23]. Przyktadem substancji, o potwier-
dzonym dziataniu inhibujacym NF-kB i tym samym zwi¢kszajacym wrazliwo$¢ ko-
moérek nowotworowych opornych na cisplatyne, jest kurkumina. Jednakze zwigzek
ten charakteryzuje si¢ stabg rozpuszczalnos$ciag w wodzie i zwigzang z tym faktem
staba biodostgpnoscia, co ogranicza jej dystrybucje w organizmie [11]. Dziatanie
hamujace NF-«xB (przy zdecydowanie lepszej rozpuszczalnosci w wodzie) wykazu-
ja rowniez flawonoidy z grupy flawonoli m.in. kemferol oraz dwa izomery struktu-
ralne: kwercetyna i moryna. Z po$rod tych trzech substancji najwigksza aktywnosé
inhibujaca NF-«B posiada moryna [10].

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA FLAWONOIDOW I MORYNY

Rosliny produkuja wiele drobnoczasteczkowych zwigzkow bedacych m.in.
elementami mechanizméw obronnych. Wsrod nich na uwage zastuguja flawo-
noidy — metabolity wtorne z grupy polifenoli, szeroko rozpowszechnione w ca-
lym kroélestwie roslin. Flawonoidy wykazujg zrdznicowane efekty farmako-
logiczne m.in.: przeciwzapalne, przeciwutleniajace, przeciwhepatotoksyczne
i przeciwwrzodowe oraz hamujace aktywnos$¢ licznych enzymow [10, 17, 20].
Podkresla si¢ rowniez ich dziatanie przeciwnowotworowe — zarowno w profilak-
tyce jak i wspomaganiu leczenia m.in. poprzez indukowanie apoptozy komorek
rakowych [7]. Flawonoidy sa regularnie spozywane dzieki obecnosci w owocach,
warzywach, herbacie, czerwonym winie, orzechach, nasionach, ziotach czy przy-
prawach, ktore sg stalym elementem diety. Ich dodatkowa zaletg sg niskie koszty
pozyskiwania oraz minimalne skutki uboczne dla organizmu. To wszystko spra-
wia, ze naturalnie wystepujace zwiazki chemiczne jak flawonoidy sg atrakcyjnym
obiektem badan farmakologicznych [17].

Moryna (3,5,7,2°,4’-pentahydroksyflawon), nalezaca do flawonoidow z gru-
py flawonoli, po raz pierwszy zostata wyizolowana z gatezi morwy biatej (Morus
alba L.) oraz czerwonego wina. Jest zwigzkiem obecnym w ros$linach z rodziny
morwowatych (Moraceae) np.: zo6tnicy pomaranczowej (Maclura pomifera), ale
takze w migdatowcu pospolitym (Prunus dulcis) z rodziny rézowatych (Rosaceae),
stodkim kasztanie (Castanea sativa) z rodziny bukowatych (Fagaceae) oraz guja-
wie pospolitej (Psidium guajava L.) z rodziny mirtowatych (Myrtaceae). Moryna
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wykazuje dziatanie farmakologiczne poprzez wlasciwosci przeciwzapalne i prze-
ciwhepatotoksyczne, zdolno$¢ do wymiatania wolnych rodnikéw (ochrona DNA
przed uszkodzeniami), inhibicje oksydazy ksantynowej, zapobieganie utlenianiu
lipoprotein o niskiej gestosci oraz aktywnos$¢ przeciwnowotworowa [7, 10, 17,
20]. W zwiazku z powyzszym moryna jest wykorzystywana w leczeniu chorob
sercowo-naczyniowych, cukrzycy, choréb neurodegeneracyjnych oraz nowot-
worow [20].

MECHANIZM PRZECIWNOWOTWOROWEGO
DZIALANIA MORYNY

Przeciwnowotworowe dziatanie moryny zostato potwierdzono w badaniach
m.in. poprzez hamowanie proliferacji komoérek linii: raka ptaskonabtonkowego
jamy ustnej, chtoniaka oraz raka jelita grubego, jak i rowniez poprzez inhibicje
wzrostu ludzkich komorek raka jelita grubego COLO205 wszczepionych do my-
szy z uposledzona odpornoscig [10, 17, 20]. Doktadny efekt przeciwnowotwo-
rowego dziatania moryny nie zostal jeszcze w pelni wyjasniony. Jednakze do tej
pory wykazano, ze moryna m.in.: indukuje aktywnos$¢ biatka P21, kaspaz i kinaz
aktywowanych stresem, a takze hamuje aktywno$¢ lipooksygenazy-1, cyklook-
sygenzay-2 (w makrofagach), glikoproteiny P i receptorow aktywowanych przez
proliferatory peroksysomoéw oraz zapobiega aktywacji AKT (ang. AKT serine/
threonine kinase — kinaza serynowo-treoninowa AKT, bedaca mediatorem $ciez-
ki sygnatowej o dziataniu antyapoptotycznym) i uwolnieniu z komorek tucznych
prozapalnych cytokin, takich jak: interleukina-6, interleukina-8, TNF-a (ang.
Tumor Necrosis Factor — czynnik martwicy nowotworu) [10]. Ponadto udowod-
niono, ze moryna hamuje aktywacj¢ NF-xB indukowang przez czynniki prozapal-
ne i kancerogeny: TNF-a, ceramid, lipopolisacharyd, interleuking-1, 12-mirysty-
nian-13-octan forbolu oraz nadtlenek wodoru [10, 17, 20].

NF-kB (czynnik transkrypcyjny zaangazowany m.in. w proliferacje komo-
rek, stan zapalny i kancerogeneze) jest heterodimerycznym, cytoplazmatycznym
kompleksem biatkowym zbudowanym z P50 (rodzina biatek R) oraz P65 (rodzina
biatek NF-kB). W formie nieaktywnej NF-kB jest utrzymywany w cytoplazmie
dzigki dodatkowej podjednostce inhibitorowej IxBa (ang. NF-xB Inhibitor o —
inhibitor a jadrowego czynnika transkrypcyjnego xB). Podczas aktywacji pod
wplywem prozapalnych czynnikow i kancerogenow dochodzi do (zaleznej od
fosforylacji) degradacji IkBa, co skutkuje uwolnieniem aktywnej formy NF-kB
i jej translokacja do jadra komoérkowego, gdzie jako czynnik transkrypcyjny re-
guluje ekspresje¢ gendw. Fosforylacja [kBa (skutkujaca jego degradacja) zachodzi
pod wptywem kinazy IkBa (zwanej IKK; ang. /kBa Kinase — kinaza inhibitora o
jadrowego czynnika transkrypcyjnego xB) [10, 11].
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Hamowanie aktywacji NF-kB (stymulowanej przez wymienione powyzej
czynniki prozapalne i kancerogeny) przez moryne jest niezaleznie od typu komor-
ki i polega na inhibicji IKK, co zapobiega degradacji IxBa i translokacji NF-xB
do jadra komorkowego, gdzie czynnik ten odpowiada m.in. za aktywacje genow
zwigzanych z przetrwaniem, proliferacja iinwazyjnosciag komorek nowotwo-
rowych. Tym samym moryna moze wzmaga¢ dziatanie proapoptotyczne w ko-
morkach nowotworowych, indukowane przez TNF-a oraz czynniki chemiotera-
peutyczne (paklitaksel, doksorubicyna) [10,17,20]. Ponadto wykazano réwniez,
ze w przypadku raka jelita grubego moryna indukuje apoptoz¢ poprzez hamowan-
ie ekspresji antyapoptotycznego biatka BCL-2 (w wyniku supresji $ciezki sygna-
lowej AKT), a takze indukcje kaspazy-8, kaspazy-9 i kaspazy-3 [7].

GALEKTYNA-3 1 JEJ ZWIAZEK Z OPORNOSCIA KOMOREK
NOWOTWOROWYCH NA CISPLATYNE

Czasteczka wartg uwagi w aspekcie chemiopornosci komorek nowotworo-
wych na cisplatyng jest rowniez galektyna-3, ktéra wykazuje strukturalne podo-
bienstwo do BCL-2 i ktorej ekspresja jest regulowana przez NF-xB. Galektyny sa
rodzing bialek wigzacych weglowodany o szczegolnie wysokim powinowactwie
do B-galaktozydow. Ich cecha charakterystyczna jest obecno$¢ w swojej strukturze
konserwatywnej domeny rozpoznajacej weglowodany CRD (ang. Carbohydrate
Recognition Domain). Dotychczas wyizolowano i zidentyfikowano 15 biatek z ro-
dziny galektyn, ktére (ze wzgledu na roznice w budowie) sklasyfikowano w 3
grupach:

* prototypowej (1 domena CRD);

* 7z powtorzeniami tandemowymi (2 domeny CRD);

* chimerowej (1 domena CRD potaczona z dluga domeng N-koncowa) [5, 21].

Jak dotad, jedynym przedstawicielem grupy chimerowej jest galektyna-3, be-
dgca biatkiem o masie pomigdzy 29- a 35-kDa, powstalym w wyniku ekspresji
genu LGALS3 [21].

BUDOWA I FUNKCJE GALEKTYNY-3

Synteza galektyny-3 odbywa si¢ w cytoplazmie, skad moze ulega¢ transloka-
cji do jadra komoérkowego oraz sekrecji na powierzchni¢ blony komodrkowej lub
do przestrzeni pozakomoérkowej [21]. Roznorodnos¢ lokalizacji komoérkowych,
w ktorych moze wystegpowac galektyna-3, przedktada si¢ na jej wielofunkcyjnosé
poprzez zaangazowanie w roznorodne procesy takie jak: adhezja typu komorka-
-komorka oraz komorka—macierz zewnatrzkomérkowa; wzrost, proliferacja i r6z-
nicowanie komorek; regulacja cyklu komoérkowego; sygnalizacja komorkowa;
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embriogeneza; apoptoza; angiogeneza; regulacja odpowiedzi immunologicznej;
a nawet sktadanie mRNA [5, 21].

W budowie galektyny-3 mozna wyrdzni¢ 3 strukturalne i funkcjonalne domeny:

* domena N-koncowa — obejmuje 12-aminokwasowa (unikatowg i konser-
watywng dla rodziny galektyn) sekwencje zawierajacg miejsce fosforyla-
cji (seryne); bierze udziat w sekrecji oraz translokacji do jadra komorko-
wego, a takze w sygnalizacji komdrkowe;j;

* domena kolagenopodobna — powtarzajaca si¢ sekwencja bogata w glicy-
ng, proling i tyrozyne;

* domena C-koncowa — zawiera 140-aminokwasowa domen¢ CRD oraz
tzw. motyw przeciwko $mierci (ang. anti-death motif) NWGR (asparagi-
na ,,N”, tryptofan ,,W”, glicyna ,,G”, arginina ,,R”), ktory jest rowniez
charakterystyczny dla biatek z rodziny BCL-2 i odpowiada za antyapop-
totyczne dziatanie zaréwno galektyny-3 jak i BCL-2 [5, 12, 18, 21].

REGULACJA EKSPRESJI GALEKTYNY-3

W warunkach fizjologicznych ekspresje galektyny-3 odnotowuje si¢ glow-
nie w komorkach ukltadu immunologicznego (aktywowanych makrofagach, ba-
zofilach, komorkach tucznych), komoérkach nablonkowych oraz neuronach czu-
ciowych [21]. Jednakze w warunkach patologicznych m.in. w kancerogenezie,
dochodzi do zaburzenia jej ekspresji i/lub zmiany lokalizacji komoérkowej (np.:
przemieszczenie z jadra komorkowego do cytoplazmy czesto wigzane jest ze
zmiang fenotypu komoérek nowotworowych z tagodnego na ztosliwy). W trakcie
onkogenezy galektyna-3 najprawdopodobniej bierze udziat w progresji, angioge-
nezie i metastazie poprzez deregulacj¢ procesoéw komorkowych, wtasciwych dla
lokalizacji komoérkowej w ktorej si¢ znajduje:

* nadekspresja frakcji cytoplazmatycznej skutkuje promocja transformacji

nowotworowej, progresja cyklu komoérkowego oraz inhibicja apoptozy;

» frakcja jadrowa odgrywa role w regulacji ekspresji genow zwigzanych
z rozwojem nowotworu, np.: cykliny D1;

» frakcja zewnatrzkomoérkowa wzmaga adhezje komorek nowotworowych
do macierzy zewnatrzkomorkowej oraz promuje ucieczke guza z ogniska
pierwotnego [5, 21].

Regulacja ekspresji galektyny-3 moze odbywaé si¢ zaré6wno na poziomie
transkrypcji jak i translacji, za pomoca réznych czynnikoéw i mechanizmow. Gen
LGALS3 znajduje si¢ na chromosomie 14 w locus q21-q22. W jego regionie pro-
motorowym obecnych jest kilka miejsc wigzacych rézne elementy regulatorowe:

*  5Skaset GC bedacych miejscami wigzania czynnika Spl;

* 5 motywéw CRE (ang. cAMP-dependent Response Element — cAMP-zalezny

element regulujacy transkrypcje);
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* 4 miejsca AP-1-podobne oraz 1 miejsce AP-4-podobne;

* 2 miejsca NF-kB-podobne;

* element indukowany onkogenem SIS;

» sekwencja typu konsensus dla czynnikow transkrypcyjnych posiadajacych

motyw helisa-petla-helisa [21].

Czynnik transkrypcyjny NF-kB odgrywa kluczowg role w odpowiedzi zapalnej
jak irowniez w opornosci komorek nowotworowych na apoptoze. W komdrkach
chioniaka z limfocytow T zainfekowanych wirusem ludzkiej biataczki z komoérek T
wykazano, ze NF-xB oddziatujagc z promotorem LGALS3, powoduje podwyzszenie
poziomu ekspresji galektyny-3. Z kolei w komorkach glejaka wielopostaciowego
zaobserwowano, ze zastosowanie inhibitora NF-kB skutkuje obnizeniem ekspres;ji
LGALS3. Podobne dziatanie wykazuje Nucling — biatko indukowane stresem 1 po-
wigzane z apoptosomami — ktory blokujac aktywacje NF-kB, powoduje zmniejszenie
ekspres;ji galektyny-3 i tym samym indukuje apoptoze komorek [21].

Poza czynnikami transkrypcyjnymi, w regulacje ekspresji LGALS3 sa zaanga-
zowane réwniez mechanizmy epigenetyczne, takie jak metylacja DNA czy regula-
torowe czasteczki miRNA [14 ,21]. W wielu nowotworach wykazano, ze metylacja
regionu promotorowego genu kodujacego galektyne-3, skutkuje zahamowaniem jej
ekspresji. Jednoczesnie, brak metylacji w obszarze promotorowym LGALS3 korelu-
je z wykrywalng ekspresja biatka. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze odnotowano réwniez
przypadki, kiedy pomimo braku metylacji promotora galektyny-3, nie obserwowano
jej ekspresji. Wskazuje to na fakt, ze ekspresja LGALS3 nie podlega regulacji przez
jeden okreslony czynnik, ale takze moze zaleze¢ od poziomu zrdéznicowania komoérek
lub typu tkanki — miejsca ekspresji [21]. Jako czasteczke miRNA zdolng do regulowa-
nia ekspresji galektyny-3 proponuje si¢ miR-424-3p, ktora w zwiazku z homologia do
mysiej czasteczki miR-322 wystepuje w literaturze rowniez pod ta druga nazwa [14].

ZWIAZEK GALEKTYNY-3 Z APOPTOZA I OPORNOSCIA
CHEMIOTERAPEUTYCZNA KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Zdolnos¢ galektyny-3 do wplywania na proces apoptozy jest coraz czgsciej
rozpatrywana w kontek$cie opornosci chemioterapeutycznej komoérek nowotwo-
rowych. Warto w tym miejscu zwroci¢ uwage na fakt, ze wg. niektérych danych
literaturowych dotyczacych raka prostaty, wplyw tego biatka na proces zapro-
gramowanej $mierci komorki, $cisle zalezy od jego lokalizacji komorkowe;.
Cytoplazmatyczna frakcja galektyny-3 wykazuje dziatanie antyapoptotyczne,
w przeciwienstwie do frakceji jadrowej, ktora stymuluje zaprogramowang $mierc
komorek. Jednakze, w przypadku raku jajnika na dzien dzisiejszy brak jest jakich-
kolwiek tego typu doniesien. Mechanizm antyapoptotycznego dziatania galekty-
ny-3 polega na zapobieganiu uszkodzeniom btony mitochondrialnej. W wyniku
tego nie dochodzi do zakltocenia transportu elektronow i utraty potencjatu mito-
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chondrialnego, a w konsekwencji uwolnienia cytochromu c i aktywacji kaspazy-9
i kaspazy-3 [5].

W kilku typach nowotworéw zaobserwowano, ze galektyna-3 hamuje apop-
tozg komorek wywotana przez staurosporyne, TNF-a, tlenek azotu oraz chemio-
terapeutyki, takie jak: cisplatyna i etopozyd. Co wiecej, substytucja glicyny na
alaning w motywie NWGR, skutkuje utratg opornosci komoérek nowotworowych
na apoptoz¢ indukowang przez cisplatyne [5]. Mechanizm antyapoptotycznego
dziatania galektyny-3 na komorki nowotworowe poddane dziataniu chemiotera-
peutykow nie zostal w pelni wyjasniony. Jednakze zaktada sig, Ze istotne znacze-
nie majg procesy takie jak:

fosforylacja galektyny-3 — nieulegajace fosforylacji (w wyniku substytu-
cji seryny-6 na alaning) formy tego biatka, nie wykazuja efektu antyapop-
totycznego na komoérki poddane dziataniu cisplatyny;

translokacja galektyny-3 — w odpowiedzi na dziatanie cisplatyny lub flu-
orouracylu dochodzi do translokacji galektyny-3 z jadra komoérkowego do
cytoplazmy 1 w konsekwencji do inhibicji apoptozy; translokacja jest za-
blokowana w przypadku niefosforylowanej formy biatka;

regulacja potencjatu mitochondrialnego i kaskady kaspaz — depolaryzacja
btony mitochondrialnej oraz uwolnienie cytochromu c i aktywacja ka-
spaz, bedace skutkiem dziatania cisplatyny, sa zahamowane w obecnosci
galektyny-3;

regulacja $ciezek sygnatowych zwigzanych z przezyciem/$Smiercig ko-
morek — np.: fosforylowana galektyna-3 zwigksza aktywno$¢ kinaz ak-
tywowanych mitogenami np.: pERK, ktore sg zaangazowane w regulacj¢
stabilnos$ci mitochondrialnej i apoptoze [5].

Niewatpliwy zwiazek galektyny-3 z opornoscia komoérek nowotworowych na
chemioterapeutyki, dostarcza mozliwo$¢ rozwoju iudoskonalania istniejacych
strategii leczenia poprzez zastosowanie czasteczek hamujacych ekspresje i ak-
tywnos$¢ tego biatka [5, 21].

CZASTECZKA miR-424-3P JAKO INHIBITOR EKSPRESJI

GALEKTYNY-3 PRZECIWDZIALAJACY OPORNOSCI

CHEMIOTERAPEUTYCZNEJ KOMOREK
NOWOTWOROWYCH

Czasteczka miR-424-3p (obok miR-424-5p) jest jednym z dwdch podtypow:
miR-424. W genomie ludzkim znajduje si¢ co prawda tylko jeden gen kodujacy
miR-424, ale w wyniku procesu dojrzewania moze powsta¢ jeden z dwoch podtypow
molekularnych, nazywanych: miR-424-3p oraz miR-424-5p, w zaleznosci od tego
z ktorego konca czasteczki pre-miRNA pochodzi (odpowiednio 3’ lub 5°) [13, 19].
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Zdolno$¢ miR-424-3p (ktéra zpowodu homologii z mysig czasteczka
miR-322 wystepuje w publikacjach rowniez pod ta druga nazwa) do hamowania
ekspresji LGALS3 zostata opisana w literaturze [14], w zwigzku z czym celowym
wydaje si¢ zwrocenie na nig uwagi w aspekcie mozliwosci przeciwdziatania che-
miopornosci komoérek nowotworowych (w tym raka jajnika) zwiazanej z galek-
tyng-3. Ponadto, pomijajac fakt regulacji ekspresji LGALS3 przez miR-424-3p,
czasteczka tego miRNA jest rowniez wigzana z opornoscig chemioterapeutyczng
roznych nowotwordw [15,22]. W niedrobnokomoérkowym raku ptuca wykazano,
ze zarowno miR-424-3p jak i -5p dziata supresyjnie na proliferacj¢, migracje¢ i in-
wazyjno$¢ komorek nowotworowych. Jednakze (tylko) podtyp -3p dodatkowo
zwigksza wrazliwo$¢ komorek opornych na cisplatyne i paklitaksel [22]. Inne ba-
dania wskazuja, ze miR-424 (bez doprecyzowania podtypu) przeciwdziata opor-
nosci komérek przewlektej biataczki szpikowej na imatynib oraz chemiopornosci
komorek raka sutka [15, 22]. Powyzsze dane wskazuja miR-424-3p jako potenc-
jalny punkt uchwytu w przeciwdziataniu opornosci komorek nowotworowych na
leki cytostatyczne [22].

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA CZASTECZEK miRNA

Odkryte w 1993 roku (u Caenorhabditis elegans) czasteczki mikroRNA (ang.
microRNA — miRNA) sa 18-25-nukleotydowymi (przecigtnie okoto 20-22-nukle-
otydowymi), niekodujacymi RNA, wysoce konserwatywnymi pomiedzy gatunkami
1 zaangazowanymi w posttranskrypcyjna regulacje ekspresji genow [1, 9, 13]. Dzia-
tanie miRNA polega na hamowaniu ekspresji gendéw poprzez wigzanie do 3’UTR
(ang. 3" Untranslated Region — region 3’ niepodlegajacy translacji) docelowej cza-
steczki mRNA i indukcje jej degradacji lub zablokowanie translacji [19]. Z uwa-
gi na fakt, ze miRNA nie wymaga catkowitej komplementarno$ci do docelowego
mRNA, jedna czasteczka miRNA moze regulowac ekspresje wielu mRNA i jedno-
czesnie jedna czasteczka mRNA moze by¢ kontrolowana przez wiele miRNA [9,
13, 19]. Szacuje sie, ze geny kodujace miRNA stanowig okoto 1% — 5% ludzkiego
genomu 1 reguluja co najmniej 30% gendéw kodujacych biatka [9].

Geny kodujace miRNA sg transkrybowane w jadrze komorkowym przy udzia-
le polimerazy RNA 11, czego efektem jest powstanie dtugich czasteczek pri-miR-
NA (ang. primary-miRNA — pierwotne miRNA). Pri-miRNA tworza struktury
typu szpilki do wlosow, podlegajace dalszej obrobce przez enzymy DROSHA
(z rodziny RNaz I1I) i PASHA do okoto 70-nukleotydowych czasteczek pre-miR-
NA (ang. precursor-miRNA — prekursorowe miRNA). Pre-miRNA, rowniez two-
rzace strukture typu szpilki do wlosow, sa eksportowane do cytoplazmy przez
eksportyne-5, gdzie podlegaja hydrolizie przez enzym DICER (podobnie jak
DROSHA nalezacy do rodziny RNaz III) do dojrzatych, okoto 22-nukleotydo-
wych, dwuniciowych czasteczek. Jedna z nici jest nastepnie wbudowywana do
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kompleksu RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex — kompleks wyciszajacy,
indukowany przez RNA) i na zasadzie komplementarnos$ci wyszukuje docelowa
czasteczke mRNA. Finalnie, do RISC dotacza si¢ rowniez docelowa czasteczka
mRNA, ktora nastgpnie ulega degradacji lub pozostaje zwiagzana z kompleksem
przez co nie dochodzi do translacji [13, 19].

ZNACZENIE CZASTECZEK miRNA
W KANCEROGENEZIE JAJNIKA

Czasteczki miRNA wplywajg praktycznie na wszystkie procesy komorkowe
m.in.: proliferacje i ro6znicowanie komorek, apoptozg, czy przebieg cyklu komorko-
wego, w zwiazku z czym sg jednocze$nie nierozerwalnie powigzane z kanceroge-
nezg [13]. W nowotworach ekspresja miRNA ulega zaburzeniu, przez co moga one
petni¢ role badz to supresorowa (poprzez hamowanie ekspresji mRNA onkogenow),
badz onkogenna (poprzez hamowanie ekspresji mRNA genéw supresorowych)
[1,9,13]. Szacuje sig, ze okoto 50% poznanych miRNA jest powigzanych z kancero-
genezg [9, 13]. Wykazano, ze miRNA sg waznym elementem onkogennych $ciezek
sygnatowych np.: onkogeny RAS (H-, K-, i N-RAS) w regionie 3’UTR zawieraja
miejsca wigzania czasteczek miRNA z rodziny LET-7, ktorych ekspresja w kance-
rogenezie r6znych nowotwordéw ulega obnizeniu [9].

W raku jajnika ekspresja miRNA rowniez zostaje zaburzona, co ma istotne zna-
czenie w deregulacji cyklu komérkowego, proliferacji i apoptozy, tym samym wpty-
wajac na progresje, metastaze i opornos¢ chemioterapeutyczng komérek nowotworo-
wych [9, 13]. Poszukiwanie czutych i specyficznych markeréw w grupie czasteczek
miRNA jest konieczne i moze przyczyni¢ si¢ wczesniejszej detekcji choroby wsrod
pacjentek (w mniej zaawansowanych stadiach), tatwiejszego rozpoznawania typu hi-
stologicznego nowotworu oraz lepszego monitorowania odpowiedzi na chemiotera-
pie, w konsekwencji zwigkszajac wartos¢ wskaznika 5-letniego przezycia. Sugeruje
si¢ nawet, ze markery wywodzace si¢ z grupy miRNA, w przypadku raka jajnika, sg
bardziej czute i swoiste niz markery nalezace do pozostatych rodzajow czasteczek ak-
tywnych biologicznie [9]. Nalezy rowniez pamigtac o tzw. ,.krazacych” czasteczkach
miRNA, ktore sa obecne w krwi obwodowej i charakteryzuja si¢ duza stabilnoscig
dzigki zwigzaniu z kompleksami biatkowymi Iub wbudowaniu do tzw. mikrop¢che-
rzykow btonowych (ang. microvesicles) np.: egzosomow, ktore chronig je przed dzia-
faniem RNaz. Dzi¢ki temu ,.krazace” miRNA stanowia duzy potencjal diagnostyczny
1 prognostyczny, a jednocze$nie metoda ich pozyskiwania jest bezinwazyjna [13].
Przyktadem miRNA, ktore ulegaja nadekspresji w nowotworach jajnika sa: miR-
141, miR-200a, miR- 200b, i miR-200c. Z kolei obnizong ekspresj¢ odnotowuje si¢
m.in. w przypadku: miR-125b1, miR-140, miR-145, i miR-199a. Nalezy tutaj zwro-
ci¢ uwage na miR-140, ktérego gen jest zlokalizowany w locus 6q22, ktore to locus
w raku jajnika bardzo czgsto ulega delecji [9].



286 D. BIEG, I. BEDNAREK

MiRNA poza spetianiem roli markeréw biologicznych moga by¢ obiektem
terapii antynowotworowych lub same w sobie stanowi¢ czasteczki terapeutyczne.
Przywracanie ich wlasciwego poziomu ekspresji moze odbywac si¢ za pomoca
mimetykow miRNA (kiedy celem jest podniesienie ekspresji) lub antysensowych
miRNA (kiedy ekspresja ma ulec obnizeniu). Aktualnie w pierwszej fazie badan kli-
nicznych znajduje si¢ czasteczka o nazwie MRX34, ktdra jest mimetykiem miR-34
1 jednoczesnie pierwszym lekiem przeciwnowotworowym z grupy miRNA (zasto-
sowanie w terapii raka watrobowokomoérkowego) [9, 13]. Co ciekawe, wykazano,
ze ekspresja miR-34 rowniez w przypadku raka jajnika jest znaczaco obnizona, co
czyni z niego potencjalny cel terapeutyczny dla MRX34 [13].

W kontekscie wszystkich wcze$niejszych rozwazan zasadnym wydaje sie¢
podjecie badan majacych na celu zaprojektowanie i zastosowanie mimetyku miR-
424-3p hamujacego ekspresje galektyny-3, w celu modulacji opornosci komoérek
raka jajnika na chemioterapie, w tym na cisplatyne.

PODSUMOWANIE

Pomimo nieustannego prowadzenia prac badawczych poruszajacych tematy-
ke chorob nowotworowych, w dalszym ciggu sg one jedng z gtownych przyczyn
zgonow. Nie inaczej jest w przypadku raka jajnika, ktory jest jednym z najbardziej
$miertelnych na calym $wiecie, mimo niewielkiego odsetka chorujacych. Jedna
z przyczyn powyzszej prawidtowosci jest, pojawiajaca si¢ bardzo czgsto w przebie-
gu tego nowotworu, opornos$¢ na chemioterapi¢ (wykorzystujaca zwigzki platyny),
ktora jest standardowa forma leczenia tej przypadtosci. Istnieje zatem koniecznosé
poszukiwania molekularnych mechanizméw stojacych tak u podtoza nowotworze-
nia oraz progresji choroby, jak i udoskonalania stosowanych terapii, w tym pozna-
nia i eliminowania zjawiska chemioporno$ci.

W ramach niniejszej pracy analizowano mozliwo$¢ przeciwdziatania opornosci
komorek raka jajnika na cisplatyne w powigzaniu z antyapoptotycznym biatkiem
— galektyng-3. Zahamowanie ekspresji galektyny-3 przez naturalny flawonoid ja-
kim jest moryna oraz mimetyk wystepujacej w organizmie czltowieka czgsteczki
miR-424-3p, mogtoby doprowadzi¢ do zwickszenia wrazliwosci komoérek nowo-
tworowych na cisplatyne i potencjalnie mogtyby przyczynic sie¢ do udoskonalenia
istniejacych badz opracowania catkiem nowych strategii terapeutycznych w lecze-
niu raka jajnika.
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