Streszczenie

Rak jajnika charakteryzuje ¢sinajwyzszg umieralndciag ze wszystkich nowotworow
ztosliwych kobiet. Wciz poszukiwane g nowe markery nowotworowe mgoe poprawd
zarowno diagnostyk jak i umaliwi¢ bardziej efektywa terape raka jajnika. Ponadto, ze
wzgledu na dug toksyczné¢ stosowanych cytostatykéw prowadzong lsadania nad
Zwigzkami mogcymi wspomagéaleczenie przeciwnowotworowe.

Melatonina (MLT) jest hormonem syntetyzowanym gt@viprzez szyszynk ktory
poprzez swoje btonowe receptory MT1, zaovptywa& na wzrost i progresjwielu typow
nowotworéow ziéliwych cziowieka.

Celem pracy byto okétenie ekspresji receptorow melatoninowych MT1 wadah raka
jajnika oraz linii prawidlowego nabtonka piciowedego narzdu. Ponadto, celem byto
rowniez zbadanie potencjalnego synergistycznego dziafglhi w skojarzonym stosowaniu
z cisplatyra na ww. komorki i roli receptorow MT1 w tym mechamiie.

Do bada wykorzystano ling komorkows prawidtiowego nabtonka powierzchniowego
jajnika IOSE 364 oraz linie komorkowe raka jajnikak-OV-3 (komorki nowotworowe
o sredniej agresywniei) i OVCAR-3 (komorki nowotworowe o wysokiej agy@snosci).

Ekspresj receptorow MT1 ww. liniach komoérkowych badano zyaiem metod:
real-time PCR, immunofluorescencyjnej oraz WestBlot. Dodatkowo, przeprowadzono
testy przeywalnasci (SRB) magce na celu zbadanie wptywu MLT na prolifekakpmorek
oraz na jej potencjalne synergistyczne dziatanieisplatyr3. W celu sprawdzenia roli
receptorow MT1 w mechanizmie dziatania MLT z cispta na ww. komorki, testy
te prowadzone byty tele z wzyciem antagonisty receptorow MT1 — luzindolu.

Wykazano ekspresjreceptorow MT1 na poziomie mRNA i biatka z wykasniem
wszystkich stosowanych metod. Nagey poziom mRNA receptorow MT1 obserwowano

w linii prawidtowej IOSE 364, a najwgzy w linii OVCAR-3. Odwrotne wyniki uzyskano



badajc ekspresgj receptora MT1 na poziomie biatka - napsy ekspresj receptorow MT1
stwierdzono w linii IOSE 364, a napsiza w liniit OVCAR-3. Testy SRB wykazatye MLT
obnizatla przeywalnas¢ komorek w sposob zaley od dawki, zaréwno prawidtowego
nabtonka powierzchniowego jajnika IOSE 364, jak amorek raka jajnika SK-OV-3
i OVCAR-3. Ponadto MLT w kombinacji z cisplatynistotnie obntata przeywalnas¢
badanych komérek w poréwnaniu do samej cisplatymziatanie synergistyczne
obserwowano w linii prawidtowej IOSE 364 i nowotware] SK-OV-3 przy zastosowaniu
kombinacji najwyszego sfzenia melatoniny (2 mM) i cisplatyny (5 pg/ml), natiast w linii
nowotworowej OVCAR-3 przy dwdch najugzych zastosowanychegéniach melatoniny
(I mM i 2 mM) oraz cisplatyny w @teniu 2,5 pg/ml. We wszystkich pozostatych
kombinacjach melatoniny i cisplatyny stwierdzonaatimie addytywne poradzy badanymi
zwigzkami. Dodanie luzindolu — antagonisty receptoréWwIM- nie wptyrto na dziatanie
MLT w potaczeniu z cisplatysn

Podsumowujc, w niniejszych badaniach wykazanase komérki zaréwno
prawidiowego nabtonka powierzchniowego |IOSE 364 zommka jajnika SK-OV-3
i OVCAR-3 ekspresjonygj receptor MT1. Najwiszy poziom biatka receptora MT1
stwierdzono w komorkach prawidiowych IOSE 364, ajniiazy w komorkach
nowotworowych stabo zedmicowanych OVCAR-3. Melatonina w farmakologicznych
stezeniach obrdata przeywalnas¢ komérek badanych linii w sposéb zalg od dawki.
Najsilniej obniata przeywalnas¢ komorek prawidtowych IOSE 364, a najstabiej konkére
nowotworowych SK-OV-3. Ponadto melatonina w wybm@@nystzeniach wykazywata
synergistyczne dziatanie w kombinacji z cisplatya dziatanie to wydaje gby¢ niezalene
od receptorow blonowych MT1 (testy z luzindolem).rzéprowadzone badania
zaprezentowane w tej pracy potwierdzagasadn& badania melatoniny jako leku

wspomagajcego chemioteragpicisplatyry w raku jajnika.



Abstract

Ovarian cancer is characterized by the highestahtyramong all malignant cancer in
women. Research on the new tumor markers, whichimpgove the diagnostics and make
the therapy of ovarian cancer more effective, @ilecentinued. Furthermore, due to the high
toxicity of the chemotherapeutic drugs, researclthemew agents which may support cancer
treatment are required.

Melatonin (MLT) is a neurohormone synthesized malny the pineal gland, which,
via its membrane receptors MT1, may affect the gnoand progression of many types of
human malignant cancer.

The aim of the study was evaluation of MT1l melatomeceptors expression
in ovarian carcinoma cell lines and normal epitebvarian cell line. Furthermore, potential
synergistic effect of MLT in combination with cigpin on the studied cell lines and role of
MT1 receptor in this mechanism have been deteredhat

In this study normal epithelial ovarian cell liI®SE 364 and ovarian carcinoma cell
lines: SK-OV-3 (medium grade of cell invasivenes®YCAR-3 (high grade of cell
invasiveness) have been used.

Expression of melatonin receptors MT1 in studiel tees was evaluated using
real-time PCR, immunofluorescence and Western. Bldditionally, SRB viability assays
have been performed in order to determinate ef&dILT on cell proliferation and its
potential synergistic effect in combination withsgliatin. In order to assess role of MT1
receptors in this mechanism SRB viability assagsehalso been performed with MT1
receptors antagonist - luzindole.

Expression of MT1 receptor on mRNA as well as protevel have been confirmed
by all used methods. The lowest level of MT1 reocephRNA was observed in normal

epithelial ovarian cells IOSE 364 and the highegel of that expression has been shown in



OVCAR-3. Opposite to that results the highest esqicm of MT1 receptor on protein level
was observed in IOSE 364 and the lowest expresssrbeen presented in OVCAR-3 cells.
SRB assays results showed that decrease of edlility after MLT treatment is dependent
on the dose both in normal epithelial ovarianscé®SE 364 and ovarian carcinoma cells
SK-OV-3 and OVCAR-3. In addition, the MLT used iangbination with cisplatin decreased
significantly viability of examined cells when coaned to cisplatin used alone. The
synergistic effect was observed in the normal d€ISE 364 and cancer cells SK-OV-3 as
a result of using the combination of the highestcemtrations of melatonin (2 mM) and
cisplatin (5 mg/ ml) and in OVCAR-3 cells as a flesif melatonin treatment using MLT
concentration 1 mM and 2 mM and cisplatin at cobtegion of 2,5 ug/ml. All other
combinations of melatonin and cisplatin resulted additive effect of the analyzed
compounds. Luzindole (MT1 receptor antagonistsatinent did not affect the activity of
MLT in combination with cisplatin.

In conclusion, the present study demonstrateditbtt normal epithelial ovarian cells
IOSE 364 and ovarian carcinoma cells SK-OV-3, OVCARXxpress the MT1 receptor. The
highest level of MT1 receptor protein was founachormal cell line IOSE 364, and the lowest
level in poorly differentiated cancer cell OVCAR-3Melatonin at pharmacological
concentrations decreased viability of examinedscekpending on the dose. The most
reduced cell viability was observed in normal céSE 364 and the least reduced cell
viability was presented in cancer cells SK-OV-2afILT treatment. Additionaly, melatonin
used at certain concentrations together with dspla@sulted in a synergistic effect and this
effect seems to be independent on MT1 membrangt@se(SRB assays with luzindole).
Results presented in this paper confirm the redsliyaof the research on melatonin as an

agent supporting chemotherapy with cisplatin inr@racancer.



