Do oceny aktywnos$ci metabolicznej komorek oraz potencjatu proliferacyjnego zostaty
zastosowane testy: AlamarBlue oraz wbudowania bromodeoksyurydyny (BrdU). Zmiany w
ekspresji gendw zmierzono za pomoca metody tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (Real-time PCR), natomiast zmiany w ilosci biatka oznaczono za pomoca
metody Western blot. Pomiar aktywnosci kaspazy-3 zostat przeprowadzony zgodnie z metoda
Nicholsona i wspotpracownikow (1995). Pomiar stezenia estradiolu wykonano za pomocag
metody ELISA z zastosowaniem komercyjnie dostepnych zestawow. Aktywnos¢ deacetylaz
histondw okreslono fluorymetrycznie za pomoca komercyjnie dostgpnego zestawu.

Przeprowadzone badania wykazaty zalezne od typu nowotworu rdznice w poziomie
ekspresji genu receptora leptyny (ObR) w komorkach epitelialnych jajnika. Najnizsza ekspresja
charakteryzowata si¢ linia komorek prawidtowych HOSEpiC oraz linia nowotworowa SK-OV-
3. Wyzszg ekspresje genu ObR zanotowano w linii komoérkowej nowotworu jajnika
jasnokomorkowego: TOV-21G. Najwyzsza ekspresja charakteryzowaty si¢ linie CaOV-3 oraz
OVCAR-3. Zarowno w komorkach prawidtowych, jak i nowotworowych zaobserwowano
obecnos¢ dhugiej i krotkiej izoformy receptora leptny. Leptyna w dawce notowanej w osoczu
0s6b otylych stymulowata proliferacje komorek linii nowotworowych CaOV-3 oraz OVCAR-
3, efekt ten nie byl obserwowany w linii HOSEpiC. Wykazano hamujacy wplyw antagonistow
receptora leptyny, SHLA 1 Lan2, na leptyna stymulowang proliferacj¢ komorek
nowotworowych linii CaOV-3 oraz OVCAR-3. Jako mechanizm hamowania proliferacji przez
antagonistow receptora leptyny, wskazano wptyw na obnizenie poziomu ekspresji genow i
biatek zaangazowanych w cykl komérkowy, takich jak kinazy cyklino-zalezne: Cdk2 i Cdk4,
jak rowniez obnizenie poziomu fosforylacji biatka STAT-3 oraz kinazy Akt uczestniczacych w
transdukcji sygnatu leptynowego.

Dodatkowo wykazano stymulacyjny wplyw leptyny na poziom ekspresji genow
deacetylaz histonéw HDACI, HDAC7 1 HDAC9 w linii OVCAR-3, jak rowniez ekspresji biatka
HDAC1 w komorkach CaOV-3 oraz HDAC4-5 w linii OVCAR-3. Antagonista SHLA obnizat
poziom ekspresji gendéw HDACI, HDAC4-6 i HDAC9 w komdrkach OVCAR-3 oraz HDAC4
w linii CaOV-4. Najwyzsza aktywnos¢ deacetylaz histonow zanotowano w linii komodrek
opornych na chemioterapie: OVCAR-3. Nie wykazano natomiast wptywu zaréwno leptyny jak
i antagonistow ObR na aktywnosé¢ deacetylaz histonow.

Rowniez w przypadku linii komorek wywodzacych si¢ z warstwy ziarnistej obecnosé
krotkiej i dlugiej formy ObR wykazano zarowno w komorkach prawidlowych, jak
i nowotworowych z wyzszym poziomem ekspresji receptora leptyny w komdrkach

nowotworowych (linie COV434 oraz KGN) niz w komorkach prawidtowych (HGrCl).




Stymulacyjny wplyw leptyny na proliferacje komoérek zanotowano w przypadku linii
nowotworowych i nienowotworowych. Zaréwno SHLA, jaki i Lan2 hamowal proliferacje
komorek obu linii nowotworowych, podczas gdy Lanl wykazal podobne dziatanie jedynie w
komoérkach linii KGN. Bloker SHLA najefektywniej hamowal leptyna stymulowana
proliferacje w linii HGrCl. Podobnie jak w komodrkach wywodzacych sie z warstwy
nablonkowej wykazano zahamowanie ekspresji cykliny D, Cdk2 i Cdk4. Zanotowano wyzszg
ekspresje ERa w komdrkach nowotworowych a ERB w linii prawidtowej. Lanl w linii
COV434 i wszyscy trzej stosowani antagonisci w linii KGN obnizali ekspresje ERa. Ponadto
wykazano hamujacy wplyw Lan2 na leptyng stymulowang sekrecje estradiolu w linii HGrCl1
oraz KGN.

Okreslajac mozliwos¢ dzialania antagonistow receptora leptyny, jako inhibitorow
deacetylaz histonéw, wykazano wyzszg aktywnos$¢ deacetylaz histonow w komorkach linii
KGN niz w linii COV434 oraz stymulujacy wplyw leptyny na ekspresj¢ HDACS - 7 w linii
COV434 1 HDACY9 w linii KGN. Zaréwno SHLA, jak i Lan2 obnizali ekspresj¢ genow HDAC]
w COV434 oraz HDAC7 i HDAC9 w komorkach KGN. Ponadto Lan2 obnizat poziom biatka
HDACS i HDAC9 w komédrkach COV434,

Na podstawie otrzymanych wynikow badan sugeruje sig¢, ze zastosowani antagonisci
receptora leptyny hamuja proliferacj¢ komérek nowotworowych wywodzacych si¢ zarowno z
nabtonka jajnika, jak i warstwy ziarnistej poprzez obnizenie poziomu ekspresji genow i biatek
cyklu komodrkowego, jak réwniez poprzez zahamowanie S$ciezek sygnalizacyjnych
uruchamianych przez leptyne. Wykazano, ze w komorkach ziarnistych wybrani antagonisci
ObR powoduja zmiany w stosunku ekspresji receptora estrogenowego na korzys¢ formy J,
ktéra dominuje w komoérkach nienowotworowych. Dodatkowo sugeruje sie, ze antagonisci
receptora leptyny obnizajg ekspresje wybranych deacetylaz histonow, wykazujac potencjalne
korzysci dzialania na poziomie epigenetycznym. W zwiazku z powyzszym, antagoniSci
receptora leptyny moga by¢ brani pod uwage jako zwigzki potencjalnie terapeutyczne we
wspomaganiu leczenia nowotworéw jajnika wywodzacych si¢ z warstwy komorek

nabtonkowych i ziarnistych.
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