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STRESZCZENIE

W leczeniu onkologicznym coraz wigksza role odgrywaja leki celowane molekularnie. W terapii raka jajnika najbar-
dziej obiecujace wyniki daje zastosowanie lekéw z grupy inhibitoréw polimerazy poliADP-rybozy (PARP). Badania
kliniczne ostatnich lat wykazaly, ze inhibitory PARP stosowane w terapii podtrzymujacej wydtuzajg czas wolny od
progresji o wiele miesiecy. To zacheca do poszukiwania kolejnych lekéw celowanych i stwarza nadziejg, ze rak
jajnika moze sie sta¢ chorobg przewlekia, o wieloletnim przebiegu.

Problemem w badaniach nad rakiem jajnika jest heterogenno$¢ choroby. Ostatnie badania wskazuja, ze rozne
typy histologiczne moga mie¢ odrebne pochodzenie tkankowe. Wedtug wspodiczesnej wiedzy okreslenie ,rak
jajnika” jest sztucznym pojeciem, obejmujacym rézne inwazyjne raki zlokalizowane w obrebie miednicy. Ba-
dania genetyczne i immunofenotypowe wskazuja, ze niskozréznicowany rak surowiczy, najczestszy i najgorzej
rokujacy typ histologiczny, w wiekszosci przypadkow wywodzi sie z nabtonka jajowodu, raki endometrioidalne
i jasnokomorkowe wywodzg sig zas prawdopodobnie z endometrium. Dlatego w badaniach podstawowych
i przedklinicznych nad rakiem jajnika potrzebne sg dobrze scharakteryzowane modele odpowiadajgce poszcze-
gélnym typom histologicznym.

W niniejszej pracy omowiono najczesciej wykorzystywane linie komorkowe stosowane w badaniach in vitro.
Opracowanie ma na celu podsumowanie zalet i ograniczen réznych modeli, obejmujacych hodowle pierwotne
i stabilne linie komorkowe, model hodowli dwu- i tréjwymiarowej itp. W szczegdlnosci autorzy chcg zwrécei¢ uwage
badaczy, ze najczesciej stosowane linie komdrkowe SKOV3 i A2780 nie sg witasciwym modelem do badan nad
niskozréznicowanym rakiem surowiczym.

Stowa kluczowe: rak jajnika, badania in vitro, linie komdrkowe, hodowla 3D, niskozréznicowany surowiczy rak

jajnika, chemioopornosc

ABSTRACT

Nowadays, targeted therapy plays a growing role in oncological treatment. In ovarian cancer, particularly promising
results are achieved with poliADP-ribose (PARP) inhibitors. Recent clinical trials have shown that PARP inhibitors
can resultin significantly longer progression free survival. These results encourage for the search for other targeted
therapies and bring the hope that ovarian cancer can soon become a manageable chronic disease.

Main problem in ovarian cancer research is a heterogeneity of this disease. Recent studies have shown that
different histological types of ovarian cancer can originate from distinct tissues. According to the recent know-
ledge, “ovarian cancer” is an artificial term for distinct invasive cancers localized within the pelvis. Genetic and
immunophenotype analyses have shown that high-grade serous ovarian cancer, the most frequent histological
type and the one with the worst prognosis, originates mainly from fallopian tube epithelium, while endometrioid
and clear cell cancers originate from endometrium. For these reasons, in basic and preclinical studies on ovarian
cancer one has to carefully choose a well-defined model system, corresponding to the histological type of interest.
In this article, we discuss ovarian cancer cell lines most frequently used in in vitro studies. Our aim is to indicate
advantages and disadvantages of different models, encompassing primary and established cell cultures, two-
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and three-dimensional models, etc. In particular, we would like to alert the researchers, that most popular cell

lines SKOV3 and A2780, do not represent suitable model for the studies on high-grade serous ovarian cancer.

Key words: ovarian cancer, in vitro models, ovarian cancer cell lines, 3D cell culture, high-grade serous ovarian

cancer, chemoresistance
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Wstep

Rak jajnika charakteryzuje sie wysoka Smiertelnoscia.
Przyczyna tego zjawiska jest p6Zne rozpoznanie choroby,
zwiazane z bezobjawowym przebiegiem jej poczat-
kowych stadiéw i z brakiem skutecznych narzedzi do
wczesnej diagnostyki i do badaf przesiewowych.

Standardowe leczenie zaawansowanego raka jajnika
obejmuje zabieg chirurgiczny i chemioterapie na bazie
paklitakselu i pochodnych platyny. Wiekszos¢ pacjentek
odpowiada bardzo dobrze na leczenie, problemem sa
jednak nawroty choroby i narastajaca chemioopornosc.
Zazwyczaj w przebiegu raka jajnika wystepuje kilka
nawrotow, przeplatanych okresami wolnymi od obja-
wow choroby. Wznowy sa leczone gtéwnie za pomoca
chemioterapii, az do czasu wyksztatcenia si¢ opornosci.
W ostatnich latach w leczeniu nawrotowego raka jajnika
znajduja zastosowanie tzw. leki celowane, ukierunko-
wane na okreS§lone cele biologiczne. Badania kliniczne
wskazuja, ze czas przezycia chorych z rakiem jajnika
moze zostaé znaczaco wydtuzony dzieki takim lekom,
jak inhibitory polimerazy poliADP-rybozy (PARP)
czy tez — w mniejszym stopniu — lek antyangiogenny
bewacyzumab. Rak jajnika ma zatem szanse jako jeden
z pierwszych nowotwordw stac si¢ choroba przewlekla,
ktora bedzie mozna z powodzeniem kontrolowac przez
lata [1]. Leki celowane sa jednak obecnie bardzo drogie
i dlatego rekomenduje si¢ je do ograniczonej liczby
wskazan. W wielu krajach nie sg refundowane i dlate-
go nie sa jeszcze powszechnie stosowane w praktyce
klinicznej [2].

Pozytywne wyniki badan klinicznych z wykorzysta-
niem nowych lekéw biologicznych zachgcaja do dalszych
poszukiwan. Waznym problemem w badaniach nad
rakiem jajnika jest heterogenno$¢ tej choroby [1]. Aby
mozna bylo prawidlowo zaprojektowaé eksperyment
i uzyskaé wiarygodne wyniki, kluczowa role odgrywa
sprecyzowanie, jaki typ histologiczny raka jajnika ma
by¢ przedmiotem badan, i wybranie whasciwego modelu.

Heterogennos$é raka jajnika
W raku jajnika wyr6znia si¢ kilka typow histolo-

gicznych; najczedciej wystepuja raki: surowiczy, endo-
metrioidalny, jasnokomdrkowy i §luzowy. Klasyczna
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teoria zakladata, ze wszystkie te nowotwory wywodza
si¢ z pojedynczej warstwy mezotelialnego nabtonka
pokrywajacego jajnik (OSE, ovarian surface epithelium).
Przyjmowano, ze inicjacja procesu nowotworowego
zachodzi w OSE pod wplywem cyklicznej stymulacji
przez hormony, cytokiny i czynniki wzrostu, wydzielane
w procesie owulacji i gojenia si¢ tkanek po uwolnieniu
oocytu. Réznicowanie si¢ guza w kierunku poszcze-
gblnych typéw histologicznych miato by¢ zjawiskiem
wtérnym.

W 1999 roku Louis Dubeau zakwestionowat po-
wyzszy scenariusz i przedstawit koncepcje, zgodnie
z ktéra wigkszo$¢ przypadkéw raka jajnika wywodzi
si¢ z nablonkéw wyScietajacych struktury pochodzace
z przewodow Miillera, czyli szyjk¢ macicy, macice
i jajowody [3]. Z czasem zgromadzono dowody eks-
perymentalne na poparcie teorii Dubeau. Wykazano
zasadnicze réznice immunofenotypowe, genetyczne
i molekularne pomig¢dzy poszczegdlnymi typami histo-
logicznymi raka jajnika. Przyktadowo, wigkszo$¢ rakow
surowiczych wykazuje cechy wspdlne z miillerowskim
nabtonkiem wyScietajacym jajowody, m.in. ekspre-
sj¢ biatek HOXA i PAXS. Ekspresji tych biatek nie
obserwuje si¢ natomiast w OSE. Obecnie przyjmuje
sig, ze wickszo$¢ przypadkow niskozrdznicowanego
raka surowiczego jajnika (HGSOC, high-grade serous
ovarian cancer) wywodzi si¢ z zeztosliwialych komérek
nablonkowych jajowodu, ktére wtérnie implantujg si¢
na powierzchni jajnika i/lub otrzewnej. To tlumaczy
btyskawiczny rozsiew HGSOC. Z kolei dobrze zréz-
nicowane raki surowicze (LGSOC, low-grade serous
ovarian cancer) wywodza si¢ z torbieli inkluzyjnych
jajnika i maja zréznicowane pochodzenie. Czg$¢ tych
torbieli powstaje wskutek inwaginacji OSE, a czg¢§¢ —
w wyniku implantacji nabtonka strzepkéw jajowodu.
Pod wplywem lokalnego mikroSrodowiska w torbieli
moze nastapi¢ inicjacja procesu nowotworowego. Za
prekursory raka endometrioidalnego i jasnokomorko-
wego uwaza si¢ ogniska endometriozy — fragmenty
endometrium, ktére przemiescily si¢ w gore jajowodu
izagnieZzdzily na powierzchni jajnika. Przemawia za tym
m.in. ochronny efekt zabiegu podwiazania jajowoddow,
co obniza ryzyko rozwoju tych typéw histologicznych
wskutek zablokowania drogi migracji ich prekursoréw.
Raki $luzowe maja wiele cech morfologicznych wspdl-
nych z rakami przewodu pokarmowego oraz komdérkami
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gruczotowymi kanatu szyjki macicy. Ich pochodzenie
jest dotychczas wciaz niewyjasnione [4, 5].

Poszczegdlne typy histologiczne raka jajnika r6znia
si¢ takze profilem molekularnym. Niskozréznicowany
rak surowiczy jajnika charakteryzuje si¢ wysokim od-
setkiem mutacji w genie TP53 (ponad 95% przypad-
kéw) oraz utrata funkcji genéw BRCAI lub BRCA?2.
W HGSOC nie wystepuja mutacje innych genow,
charakterystyczna jest natomiast wysoka zmienno$¢
liczby kopii DNA w catym genomie (CNV, copy number
variation). Dobrze zrdznicowane raki surowicze charak-
teryzuja si¢ obecnoscia mutacji w genie BRAF lub KRAS.
Raki typu endometrioidalnego i jasnokomdrkowego
wykazuja niestabilno$¢ sekwencji mikrosatelitarnych
i mutacje w genie PIK3CA oraz PTEN. W raku jasno-
komoérkowym dodatkowo wystepuja mutacje w genie
ARIDIA, a w endometrioidalnym — w CTNNBI. Dla
typu §luzowego charakterystyczne sa mutacje genu
KRAS [5, 6].

W 2004 roku Ie-Ming Shih i Robert Kurman zapro-
ponowali podzial rakéw jajnika na dwa typy (tab. 1).
Typ II obejmuje HGSOC; czasem sg tu zaliczane row-
niez niskozréznicowane raki jasnokomdrkowe. Raki
typu Il sa zazwyczaj rozpoznawane w I1I lub IV stopniu
zaawansowania wedtug FIGO (Fédération internatio-
nale de gynécologie et d’obstétrique) i cechujg si¢ bardzo
zlym rokowaniem. Stanowig one okoto 75% wszystkich
zachorowan. Na typ I sktadaja si¢ pozostate typy histolo-
giczne. Ich rozpoznanie ustalane jest we wezesniejszych
stadiach, a rokowanie jest duzo lepsze [7].

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze wiedza na-
gromadzona w ciagu ostatnich kilkunastu lat kaze
zredefiniowad rozumienie choroby nazywanej tradycyj-
nie rakiem jajnika. Wiele danych wskazuje, ze jest to

sztuczny termin, obejmujacy rézne nowotwory zlokali-
zowane w miednicy, ktére maja odrgbna histogeneze,
inne tory mutacyjne i zréznicowany obraz kliniczny.
Wiedze o heterogennosci rakéw jajnika nalezy zatem
uwzglednia¢ zaréwno w postepowaniu klinicznym, jak
i w projektowaniu badan.

Modele in vitro wykorzystywane
w badaniach nad rakiem jajnika

Gléwnym modelem w badaniach podstawowych
i przedklinicznych nad rakiem jajnika sa linie komérko-
we utrzymywane w hodowli in vitro. Linie komérkowe
moga byc¢ ustabilizowane (zdolne do nieskoficzonej
liczby podziatéw in vitro) lub pierwotne, czyli swiezo
pobrane z organizmu. Najczegstszymi obiektami badan
sa komorki nowotworowe, prawidtowe komorki prekur-
sorowe danego nowotworu oraz komérki macierzyste.

Ograniczeniami modelu hodowli komérkowej sa
utrata histologii tkanek, brak sygnalizacji dokrewnej, pa-
rakrynnej i nerwowej oraz brak gradientéw sktadnikéw
odzywczych i innych substancji wystgpujacych w organi-
zmie zywym. Olbrzymie zalety modelu — tatwos¢ pro-
pagowania komorek, stabilnos$¢ i powtarzalno$¢ — de-
cyduja jednak o jego popularnoSci i niezastgpionej roli.

Pierwotne linie komorkowe

Krétkotrwate hodowle komdrek §wiezo pobranych
z organizmu sa cennym modelem, zwtaszcza jezeli wyniki
badan in vitro mozna skorelowac¢ z danymi klinicznymi.
Cechuja si¢ one jednak wieloma ograniczeniami, taki-
mi jak konieczno$¢ kazdorazowej preparacji komérek

Tabela 1. Podziat rakéw jajnika uwzgledniajacy cechy kliniczne i molekularne [na podstawie 7]

Typ | (25% zachorowan)

Typ 1l (75% zachorowan)

Dobrze zréznicowany rak surowiczy (LGSOC, low-grade serous
ovarian cancer)

Rak jasnokomoérkowy

Rak endometrioidalny

Rak mieszany

Rak sluzowy

Niskozréznicowany rak surowiczy (HGSOC, high-grade serous
ovarian cancer)

Wywodz3 sie ze zmian prekursorowych (nowotwory graniczne,
endometrioza)

Wywodz3 sie ze srédnabtonkowego raka jajowodu (STIC, serous
tubal intraepithelial cancer)

Mutacje somatyczne w genach KRAS, BRAF, PTEN, PIK3CA,
CCTNB1, ARID1A, PPP2RTA

95% przypadkéw ma mutacje w genie TP53
40-50% przypadkow ma inaktywacje genéw BRCA

Powolny wzrost

Szybki wzrost i duza agresywnos¢

Ograniczone do jajnika

Rzadko ograniczone do jajnika

Rozpoznanie w | i Il stopniu zaawansowania wg FIGO

Rozpoznanie w IIl i IV stopniu zaawansowania wg FIGO

Mata wrazliwo$¢ na chemioterapie

Duza wrazliwo$¢ na chemioterapie

Rzadkie nawroty

Czeste nawroty

Dobre rokowanie (80% 5-letnich przezy¢)

Zte rokowanie (10% 5-letnich przezyc)
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Tabela 2. Przyktady pierwotnych i uniesmiertelnionych nabtonkéw kontrolnych uwazanych za tkanke prekursorowa

raka jajnika

Nazwa linii Pochodzenie Rodzaj Rodzaj modyfikacji Oznaczone markery Pochodzenie
FT33-shp53-R24C FT Retrowirusowy system CK-7, PAX8 Creative Bioarray [8]
transferu genéw
(ekspresja hTERT, p53
shRNA, CDK4R24C)
HFTEC FT - CK-8/18, CK-14, CK-19 Life Line Cell Technology
(9]
HOSEpiC OSE - CK-14, CK-18, CK-19 ScienCell Research
Laboratories [10]
Human Primary OSE - CD326, E-kadheryna ABM [11]
Ovarian Surface
Epithelial Cells
HOSET1, OSE Lentiwirusowy system - Sasaki i wsp., 2009 [12]
HOSE2 transferu genéw
(ekspresja hTERT, Cdk4
i cykliny D1)
iFTSEC283 FT - - Gjyshi i wsp., 2018 [13]
I0SE-29, OSE Transfekcja matpim a-, f-, y-katenina, CA125,  Auersperg i wsp., 1999
I0SE-80 wirusem SV-40 E-kadheryna, [14]
(simian virus 40) F-aktyna,
pan-cytokeratyna
I0SE-C9, OSE Retrowirusowy system CK-7, CK-8, CK-14, CK-16, Li i wsp., 2007 [15]
I0SE-C10, transferu genéw CK-18,
I0SE-C21 (ekspresja hTERT) CK-19, CA125,
E-kadheryna
NOSE4, NOSE11, OSE - AE1/AE3, CA125, Lawrenson i wsp., 2009
NOSE19L3 CK-7, czynnik VIl EpCAM, [16]
E-kadheryna, FSP
OE-E6/E7 FT Retrowirusowy system CK-19 Lee i wsp., 2001 [17]
transferu genéw
(ekspresja onkoprotein
E6/E7 HPV 16)
Zrédlto: FT (fallopian tube epithelium) — nabtonek jajowodu, OSE (ovarian surface epithelium) — nabtonek pokrywajacy jajnik; rodzaj: | — linia immortali-

zowana, P — linia pierwotna

z materiatu biologicznego, powolny wzrost in vitro i ogra-
niczona zywotno$¢. Powtarzalno$¢ tego modelu jest
niska ze wzgledu na fakt, ze za kazdym razem komorki
pochodza od innego dawcy i z innego nowotworu. Do-
datkowo, w czasie hodowli post¢puje selekcja komorek
i zmienia si¢ ich wyjSciowy sktad.

W badaniach nad rakiem czesto wykorzystuje sie
jako kontrolg hodowle pierwotne nablonkéw uwazanych
za tkanke prekursorowa danego nowotworu. W raku
jajnika dlugo uzywano w tym celu komoérek nabtonka
jajnikowego — OSE. Odkad uznanie znalazta teoria
o pochodzeniu czg§ci HGSOC z nablonka jajowodu,
zasadne wydaje sie stosowanie jako kontroli réwniez
komorek tego nablonka. Wciaz jednak publikowane
sa prace, w ktorych wykorzystywano wylacznie OSE.
Jeszcze wigkszym bledem jest uzywanie calych frag-
mentow jajnika, zawierajacych elementy podScieliska
oraz komorki germinalne. Zgodnie z obecna wiedza

tkankami wyjSciowymi dla réznych rakéw jajnika sa:
nabtonek jajowodu, nabtonek jajnika, endometrium
i ogniska endometriozy oraz by¢ moze nablonek jelita
lub nabtonek pokrywajacy otrzewng. Przyktady pier-
wotnych i unieSmiertelnionych nablonkéw kontrolnych
zawiera tabela 2.

Komoérki prawidtowe utrzymuja sie w hodowli in vitro
przez okres 6-8 tygodni. Z czasem obserwuje si¢ utrate
swoistych markeréw, nastgpnie apoptozg lub proces
starzenia (senescence). Zestarzate komorki sa olbrzymie,
maja liczne wakuole i przestaja si¢ dzieliC.

Pierwotne hodowle komérek raka jajnika moga by¢
wyprowadzone z guz6w litych lub plynu otrzewnowego.
W pierwszym przypadku preparatyka rozpoczyna si¢
od mechanicznego rozbicia tkanki i enzymatycznego
wytrawienia bialek macierzy zewnatrzkomoérkowe;j.
W przypadku plynu otrzewnowego wskazana jest
wstepna eliminacja erytrocytéw, np. poprzez wirowanie
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w gradiencie gestoSci. Z hodowli pierwotnej mozna
eliminowa¢ fibroblasty poprzez tzw. réznicowa tryp-
synizacj¢ — fibroblasty sa odtrawiane od podtoza juz
po okoto 2 minutach traktowania trypsyna, a komorki
nowotworowe wykazuja silniejsza adhezj¢. Hodowle
pierwotne komorek raka jajnika sa stosunkowo tatwe do
wyprowadzenia w poréwnaniu z innymi nowotworami
— ich zalety stanowig duza zywotno$¢, silna adhezja do
podtoza i szybkie podzialy komérkowe. W przypadku
pozyskiwania materialu od chorych po chemioterapii
zywotnos$¢ komoérek moze by¢ ograniczona, a ich wzrost
w warunkach in vitro spowolniony. Nalezy tez pamigtac,
ze komorki te przeszly juz proces selekcji i nie reprezen-
tuja wszystkich klonéw komdrkowych obecnych w guzie
przed rozpoczegciem leczenia [18].

Pierwotne hodowle komérek nowotworowych czgsto
zamieraja po okoto 2-3 miesigcach utrzymywania in
vitro. W niektérych przypadkach udaje si¢ wyprowadzi¢
stabilne linie komérkowe. W praktyce autoréw, dys-
ponujac materiatem z plynu otrzewnowego od o$miu
pacjentek, udalo si¢ wyprowadzi¢ jedna stabilng lini¢
nowotworowa [19]. Tan A. Ince i wsp. opracowali nie-
dawno specjalne medium hodowlane (OCMI, Ovarian
Carcinoma Modified Ince) do wyprowadzania stabilnych
linii komorkowych raka jajnika. Medium to bazuje na
komercyjnie dostepnej pozywce WIT-T (Cellaria), prze-
znaczonej do hodowli ludzkich komoérek nabtonkowych
gruczolu piersiowego, zawiera dodatek surowicy oraz
naskorkowego czynnika wzrostu (EGF, epidermal growth
factor), insuliny, hydrokortyzonu, toksyny cholery, a dla
komorek wywodzacych si¢ z raka endometrioidalnego
lub Sluzowego takze 17-f-estradiol (wariant OCMIe).
Wedhug Ince i wsp. medium OCMI pozwala otrzymac
stabilne linie raka jajnika w 95% przypadkéw [20].

Stabilne linie komodrkowe

Ustabilizowane linie komdérkowe sa najczeSciej
wykorzystywanym modelem w badaniach nad rakiem.
Ich zastosowaniu zawdzigczamy znaczacy postep w ro-
zumieniu biologii nowotworéw. Za ustabilizowane
mozna uznac takie linie, ktére byly pasazowane in vitro
co najmniej 60 razy, maja stabilny profil genetyczny,
dobrze si¢ dziela, sa Zzywotne, a ich utrzymanie w hodowli
jest bezproblemowe. W bazach danych, takich jak The
Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) lub The Cancer
Genome Atlas (TCGA), skatalogowano do tej pory po-
nad 1000 r6znych linii komérek nowotworowych, w tym
kilkadziesiat linii raka jajnika.

Stabilne linie komérek nowotworowych doS¢ wiernie
odzwierciedlaja spektrum zmian genetycznych guzéw
wyjSciowych. Jednak proces unie§miertelniania i dtu-
gotrwala hodowla in vitro moga wplynaé na zmiang ich
profilu molekularnego. Linie komérkowe udostepniane
wspotczesnie przez profesjonalne repozytoria maja

scharakteryzowany profil genetyczny; w tym celu naj-
czesciej wykorzystuje si¢ analiz¢ dtugosci wybranych
powtarzajacych si¢ sekwencji (STR, short tandem
repeats). Laboratoria badawcze powinny co kilka lat
weryfikowac profil STR posiadanych linii komdrkowych
i w przypadku wykrycia niezgodnoSci pozyska¢ nowa
transze¢ komorek z autoryzowanego repozytorium. Takie
postepowanie powoli staje si¢ standardem. Redakcje
czasopism naukowych coraz czeSciej wymagaja podania
zrodta komorek i nie akceptuja wykorzystania komorek
o niezweryfikowanym profilu genetycznym.

Wiele powszechnie wykorzystywanych linii komor-
kowych zostato wyprowadzonych kilkadziesiat lat temu.
W niektdrych przypadkach dopiero wspélczesne analizy
molekularne pozwolily wykry¢ pewne pomytki w ich
klasyfikacji. Prawdopodobnie niektdre linie zostaty na
poczatku Zle sklasyfikowane badZ zamienione z inny-
mi. Takie sytuacje wykryto nawet w panelu NCI-60,
obejmujacym 60 linii komérkowych wyprowadzonych
w National Cancer Institute w Bethesdzie, powszechnie
stosowanym do badaf przedklinicznych nowych lekéw
[21]. Przyktadem jest linia MDA-MB-435, przez wiele
lat uznawana za lini¢ raka piersi. Na podstawie oceny
profilu ekspresji genéw [22], analizy kariotypu, poréw-
nawcze] hybrydyzacji genomowej (CGH, comparative
genomic hybridization) oraz analizy polimorfizméw SNP
(single nucleotide polymorphism) [23] wykazano, ze linia
ta jest identyczna z linia komdrkowa czerniaka M14.
Dyskusja dotyczaca pochodzenia obu tych linii wciaz
trwa [24]. Inna linia raka piersi, znana jako MDA-N, na
podstawie analizy molekularnej okazata si¢ identyczna
z linia MDA-MB-435. Z kolei linia MCF-7/ADR-RES,
opisywana jako oporny na adriamycyn¢ wariant linii
raka piersi MCF-7, najprawdopodobniej jest wariantem
linii raka jajnika OVCARS [25]. Okazatlo si¢ tez, ze
wiele klasycznych linii komdrkowych jest zanieczysz-
czonych domieszka komorek raka szyjki macicy HeLa
— pierwszej w historii ustabilizowanej nowotworowej
linii komdrkowej [26, 27]. Z takich niepewnych modeli
komoérkowych najlepiej zrezygnowac juz na etapie pla-
nowania eksperymentow.

Modele komoérkowe do badan nad rakiem jajnika

W przypadku badan nad rakiem jajnika doktadne
sprecyzowanie pochodzenia linii komérkowych jest
szczegblnie wazne, poniewaz poszczegélne typy histolo-
giczne stanowia wlasciwie odrebne jednostki chorobowe.
Niestety, swiadomosS¢ tego jest wciaz jeszcze zjawiskiem
nowym i niezupelnie powszechnym. Co wigcej, wiele
powszechnie stosowanych linii komérkowych raka jaj-
nika ma niejasne pochodzenie histologiczne — albo od
poczatku nieokreslone, albo zakwestionowane wspot-
cze$nie, w toku poglebionych analiz.

W 2013 roku ukazata si¢ praca Michaela S. Anglesio
i wsp., w ktérej po raz pierwszy zwrdcono uwage na
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potrzebe reklasyfikacji dostgpnych modeli komoérko-
wych raka jajnika pod wzgledem ich wyjSciowego typu
histologicznego [28]. Kolejne dwie prace, Silvi Domc-
ke i wsp. [29] oraz Corine Beaufort i wsp. [30], ktore
mialy na celu uporzadkowanie wiedzy o dostgpnych
modelach komérkowych i uczulenie badaczy na pro-
blem ich pochodzenia histologicznego, analizuja panel
kilkudziesigciu linii komérkowych raka jajnika. Mimo
wyczerpujacych analiz molekularnych, morfologicznych
i genetycznych, pochodzenia wielu linii nadal nie udato
si¢ precyzyjnie ustaliC.

Jak opisano w czgéci pt. ,,Heterogenno§c raka jajni-
ka”, najczestszym typem raka jajnika jest niskozroznico-
wany rak surowiczy (HGSOC), ktory cechuje si¢ rowniez
najgorszym rokowaniem. Nalezatoby zatem oczekiwac,
ze ten typ histologiczny stanowi gtéwny przedmiot badan
podstawowych i przedklinicznych. Analiza publikacji
indeksowanych w bazie PubMed wskazuje, ze najczgsciej
cytowane sa linie SKOV3, A2780, OVCAR3, CAOV3
i IGROV1, wérdd ktérych nie ma dobrego modelu
HGSOC [29].

Lini¢ SKOV3 zwyczajowo uznaje si¢ za model raka
surowiczego. Jednak w oryginalnym artykule opisujacym
jej wyprowadzenie zostata ona jedynie lakonicznie opi-
sana jako ,linia komérkowa gruczolakoraka pochodzaca
z plynu wysigkowego pacjentki z rakiem jajnika” [31].
Z kolei linia A2780 zostata opisana jako wyprowadzona
z gruczolakoraka endometrioidalnego [32] i p6zZniejsze
badania potwierdzaja te klasyfikacje.

Domcke i wsp. wykorzystali dane z publicznych repo-
zytoriow — CCLE oraz TCGA — aby poréwnac profile
ekspresji gendw w liniach komérkowych i w preparatach
pooperacyjnych raka jajnika. Biorac dodatkowo pod
uwage profile genetyczne komérek (obecnos¢ okreslo-
nych mutacji i zmienno$¢ liczby kopii DNA — CNV),
autorzy zaproponowali ranking 47 linii komdrkowych
pod katem ich przydatnosci jako modeli HGSOC. Linie
komoérkowe SKOV3i A2780 otrzymaly etykiete unlikely
HGSOC (nie odpowiadaja HGSOC) [29]. Komorki tych
linii nie maja gtéwnych cech HGSOC, takich jak wysoki
poziom CNYV oraz obecno$¢ mutacji w genach TP53
i BRCAI lub BRCA2. Zamiast tego posiadaja mutacje
w genach niezwigzanych z HGSOC, takich jak ARID1A
(charakterystyczne dla raka jasnokomdrkowego i en-
dometrioidalnego) oraz PIK3CA (zwigzane z rakiem
jasnokomérkowym).

Takze Anglesio i wsp. jednoznacznie kwestionuja
przydatnos¢ linii SKOV3 i A2780 jako modeli HGSOC
[28]. Beaufort i wsp. klasyfikuja linie SKOV3 i A2780
jako pochodzace z raka jasnokomoérkowego lub endo-
metrioidalnego (putative histology: endometrioid/clear
cell) [30]. Shaw i wsp. wykazali, ze guzy rozwijajace si¢
z komodrek SKOV3 po podaniu myszom nagim maja
morfologie raka jasnokomodrkowego z akumulacja gli-
kogenu w cytoplazmie (obraz mikroskopowy ,,jasnych”
komorek) [33]. Podobny obraz obserwowano w hodowli

trojwymiarowej (3D, three-dimensional culture) komdrek
SKOV3 [34].

Podsumowujac, analizy wykonane w ostatnich
latach potwierdzily, ze komdrki A2780 wywodza si¢
z raka endometrioidalnego, oraz wykazaly, ze komorki
SKOV3 reprezentuja najprawdopodobniej raka jasno-
komorkowego. Klasyfikacja komérek SKOV3 nadal nie
jest catkiem jednoznaczna, poniewaz niektorzy autorzy
raportuja obecno$¢ mutacji TP53, co stanowi typowa
ceche rakow surowiczych.

OVCARa3jest trzecia najczesciej cytowana linia raka
jajnika. Uzyskano ja z plynu wysigkowego od pacjentki
z nawrotowym rakiem jajnika zdiagnozowanym jako
,,stabo zréznicowany gruczolakorak brodawkowaty” [32].
Zaréwno OVCARS3, jak i CAOV3 maja mutacje TP53,
jednak zdaniem Domcke i wsp. pod wzgledem innych
cech odbiegaja od charakterystyki HGSOC [29]. Inni
badacze uznaja, ze komorki linii OVCAR3 z duzym
prawdopodobiefistwem reprezentuja HGSOC [30, 34].

Linia IGROV1, ostatnia spoSrdd pigciu najczes-
ciej cytowanych, wykazuje fenotyp hipermutatorowy,
a w klasteryzacji hierarchicznej na podstawie profilu
ekspresji gendw lokalizuje si¢ z dala od linii jajnikowych,
a blisko linii komérkowych pochodzacych z nowotwordw
pluca, watroby, zotadka i jelita cienkiego [29]. W ana-
lizie Beaufort i wsp. komérkom IGROV1 przypisano
etykiete mixed histology [30]. Jest to wigc linia, ktdra
trudno jednoznacznie sklasyfikowad, i dlatego lepiej
z niej zrezygnowac przy planowaniu badan, na rzecz
innych, bardziej wiarygodnych modeli.

Linie komorkowe OAW42 i ES2 s3 rzadziej wy-
korzystywane w badaniach nad rakiem jajnika, a ich
pochodzenie histologiczne jest réwniez niejasne. Linia
ES2 jest sprzedawana przez kolekcjg¢ ATCC (American
Type Culture Collection) jako model raka jasnokomor-
kowego, jednak histologia guza wyjSciowego nie zostata
opisana w artykule Zrédlowym [35]. Na podstawie cech
molekularnych Beaufort i wsp. uznali, ze komorki ES2
odpowiadaja rakowi jasnokomdrkowemu [30], nato-
miast Anglesio i wsp. kwestionuja ten typ histologiczny
na podstawie badan in vivo: w guzach z komoérek ES2
nie zaobserwowali oni komorek z jasna cytoplazma bo-
gata w glikogen [28]. Z kolei Domcke i wsp. klasyfikuja
komorki ES2 jako possibly HGSOC [29].

Linie OAW42 opisano w publikacji Zrédlowej jako
wyprowadzona z surowiczego raka jajnika. Wspoélczes-
ne badania w wickszosci potwierdzaja typ surowiczy
[30, 36], ale nie niskozréznicowany. W pracy Domcke
i wsp. linia ta otrzymata etykiete unlikely HGSOC [29].
Lee i wsp. ocenili, ze architektura struktur tworzonych
przez komérki OAW42 w hodowli 3D odpowiada do-
brze zréznicowanemu (G1) rakowi surowiczemu [34].
Watpliwosci nastrecza jednak obecno$¢é mutacji genéw
ARIDIA i PIK3CA (cecha rakéw endometrioidalnych
i jasnokomoérkowych) [29, 30]. Jest to wiec kolejny
niepewny model raka jajnika, ktéry powinien zostaé
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zastapiony wspoélczesnie wyprowadzonymi liniami ko-
moérkowymi o zdefiniowanym pochodzeniu.

Jak wykazano powyzej, wrdd najczesciej stosowa-
nych linii raka jajnika nie ma wiarygodnego modelu
HGSOC: dwie linie pochodza z raka surowiczego,
ale niekoniecznie niskozréznicowanego (OVCARS3
i CAOV3), linia SKOV3 najprawdopodobniej odpo-
wiada rakowi jasnokomérkowemu, a A2780 — endome-
trioidalnemu; IGROV1 by¢ moze wywodzi si¢ z innego
narzadu, dwa modele maja niepewne pochodzenie
histologiczne (ES2 i OAW42).

Najrozsadniej byloby zrezygnowaé z uzywania linii
o niejasnym pochodzeniu, jednak — paradoksalnie — sa
one wciaz powszechnie wykorzystywane. Przyczyn tego
zjawiska moze by¢ kilka. Cz¢$¢ badaczy prawdopodobnie
nie ma §wiadomosci problemu. Czasami za$ o popular-
noSci danej linii decyduja aspekty techniczne — duza
zywotnos$¢ komoérek, mate wymagania, szybkie podziaty
itp. Pewnym argumentem za stosowaniem tych linii jest
tez fakt, Ze sa one dobrze scharakteryzowane i maja
obszerna dokumentacje literaturowa, do ktérej mozna
odnie$¢ wyniki swoich badan.

Niestabilnosé modeli komorkowych

Kolejnym problemem moze by¢ niestabilno$¢ linii
komorkowych w hodowli ir vitro. Wiele linii jest w uzy-
ciu od lat 70. i 80. XX wieku. W r6znych laboratoriach
na $wiecie, a nawet w r6znych repozytoriach pod jedna
nazwa wystepuja rézne klony tej samej linii komdrkowe;.

Beaufort i wsp. poréwnali dwa warianty komdrek
SKOV3 i A2780 — pochodzace z europejskiego repo-
zytorium ECACC (European Collection of Autenthicated
Cell Lines) i z laboratorium akademickiego, w ktérym
sa one propagowane od lat. Wigkszo$¢ analiz data takie
same wyniki dla obu wariantéw, jednak zaobserwowano
takze r6znice, np. we wrazliwosci na docetaksel i pakli-
taksel w przypadku linii A2780 oraz we wrazliwosci na
paklitaksel, karboplatyng, doksorubicyng i gemcytabing
w przypadku SKOV3. Dwa warianty SKOV3 réznity
si¢ tez obecno$ciag mutacji w genach HRAS i APC oraz
poziomem ekspresji biatka EpCAM. Z kolei warianty
A2780 r6znily sie pod wzgledem mutacji w genie BRCA?2.

Innym przyktadem takich réznic jest mutacja genu
TP53 w linii SKOV3. W pracy Beaufort i wsp. stosowano
dwie metody detekcji mutacji: glgbokie sekwencjono-
wanie wybranych amplikonéw oraz sekwencjonowanie
eksonéw metoda SOLID (supported oligo ligation detec-
tion). W linii SKOV3 tylko metoda gltebokiego sekwen-
cjonowania wykryto mutacj¢ przesuniecia ramki odczytu
(c.del267C) [30]. Obecnos¢ tej mutacji w komorkach
SKOV3 zostata wczesniej opisana przez zespot Ogechi
Ikediobi [37]. Stosujac sekwencjonowanie metoda San-
gera, autorzy niniejszej pracy w swoich badaniach wykryli
te mutacj¢ w komérkach SKOV3 z kolekcji amerykan-
skiej (ATCC) [19]. Elias i wsp. wspomnieli obecnos¢
(nieokreslonej) mutacji delecji/zmiany ramki odczytu

w opornym na cisplatyne wariancie linii SKOV3-cis [38].
Z kolei Anglesio i wsp. nie zaobserwowali mutacji 7P53
w komoérkach SKOV3 [28], na co powotano si¢ w pracy
Ince i wsp. [20]. Domcke i wsp. powotali si¢ na dane
z encyklopedii CCLE, ktéra réwniez nie odnotowuje
mutacji TP53 w linii SKOV3 [29].

Opisane rozbieznos$ci moga by¢ skutkiem wielolet-
niej hodowli; linia SKOV3 jest w uzyciu od 1973 roku
i obecnie na calym Swiecie istnieje wiele jej réznych
klonéw. Inna przyczyna moze by¢ stosowanie réznych
metod detekcji mutacji przez r6znych autoréw. Ponadto,
wielu autoréw powoluje si¢ na wyniki cudzych badan
i nie weryfikuje ich eksperymentalnie.

Innym przyktadem réznic wystepujacych w ustalo-
nych modelach komdérkowych jest ekspresja markera
WT1. Ince i wsp. nie zaobserwowali ekspresji WT1
w linii A2780 [20], podczas gdy autorzy niniejszej pracy
w swoim eksperymencie wykrywali pojedyncze komorki
WT1-dodatnie. Roznice dotycza tez ekspresji EpCAM
w linii OVCAR3: Domcke i wsp. uzyskali wynik nega-
tywny [29], podczas gdy autorzy zaobserwowali umiar-
kowany odczyn we wszystkich komorkach [19]. Takze
wyniki oznaczania przez autoréw ekspresji markera
CD44 w przypadku trzech linii kom6rkowych: SKOV3,
OVCAR3i0AW42 [19] odbiegaty od wynikéw Beaufort
i wsp. [30].

Warto natomiast zwrdci¢ uwage, ze trzy typy mor-
fologii komorek (epitelialny, wrzecionowaty i okragly)
opisane przez Beaufort i wsp. [30] sa prawdopodobnie
cechg do$¢ stabilng i charakterystyczna dla r6znych linii
komorkowych. W swoich badaniach autorzy niniejszego
opracowania poczynili identyczne obserwacje: komorki
SKOV3, OAW42 i OVCARS3 wykazywaly morfologi¢
epitelialna, ES2 mialy ksztalt opisywany jako wrzecio-
nowaty, a A2780 — okragly. Beaufort i wsp. wykazali
istotny zwiagzek pomiedzy morfologia komérek a pocho-
dzeniem linii komérkowej: 14 sposréd 19 linii 0 mor-
fologii epitelialnej pochodzito z ptynu wysickowego.
Dodatkowo, komérki o morfologii epitelialnej czesciej
pochodzity z raka surowiczego (83%) w poréwnaniu
z komo6rkami okraglymi (33%) i wrzecionowatymi
(56%). Typ morfologiczny korelowal réwniez z lecze-
niem zwigzkami platyny: 10 na 14 pacjentek, od ktérych
pochodzily komérki typu epitelialnego, otrzymywato
wczesniej chemioterapi¢ oparta na zwiazkach platyny
[30]. Wyprowadzona przez autoréw linia OVPAS wy-
kazuje morfologi¢ epitelialng i ma cechy przypisywane
temu typowi morfologicznemu: pochodzi z plynu wysie-
kowego od chorej z surowiczym rakiem jajnika, ktéra
byla wcze$niej leczona pochodnymi platyny [19].

Modele komérkowe niskozréznicowanego raka
surowiczego jajnika

Jak wynika z wcze$niej przytoczonych danych, duza
czgs¢ badan nad rakiem jajnika wykonano na liniach
komérkowych, ktdre nie odpowiadaja HGSOC. Wynika
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to z dwoch przyczyn — po pierwsze, do niedawna nie
byto wiedzy na temat fundamentalnych réznic pomiedzy
poszczegdlnymi typami histologicznymi raka jajnika,
po drugie za$, brakuje dobrze zdefiniowanych modeli
komérkowych HGSOC. Prawdopodobnie nie bez zna-
czenia s3 tez aspekty praktyczne: chetniej wybierane sa
linie komérkowe, ktére cechuja si¢ niskimi wymagania-
mi hodowlanymi, krétkim cyklem podziatlowym, dobrym
wzrostem guzow po zaszczepieniu in vivo itp. To moze
czegSciowo ttumaczy¢ ogromng popularnoéé linii SKOV3.

Wedtug Domcke i wsp. najlepszymi modelami
HGSOC s3 stosunkowo mato znane komérki KU-
RAMOCHI i OVSAHO [29]. Te dwie linie oraz
JHOS4 (réwniez rekomendowana przez Domcke)
byly obszernie testowane przez Kevina Eliasa i wsp.
[38], ktdorzy potwierdzili cechy HGSOC. Okazato si¢
jednak, ze komorki tych linii cechujg si¢ pewnymi
ograniczeniami, takimi jak staby wzrost w myszach
z niedoborem odpornoéci (SCID, severe combined
immunodeficiency), obserwowany szczeg6lnie w przy-
padku linii JHOS4 [38].

Jak wspomniano wcze$niej, Ince i wsp. opracowali
medium hodowlane OCMI, ktére umozliwia wydajne
wyprowadzanie linii komoérkowych raka jajnika. Stosujac
OCMLI, wyprowadzono pi¢¢ nowych linii komérkowych:
OCI-P5x, OCI-Ula, OCI-P8p, OCI-P2a i FCI-P2p
od chorych z potwierdzonym HGSOC [20]. Linie te
sa udostepniane przez Sylvester Comprehensive Center
Life Tumor Culture Core w UM Miller School of Me-
dicine w Miami. Sa juz pierwsze publikacje, w ktérych
wykorzystano te linie [39, 40], wcigz jednak nie ma prac
bezposrednio poswigconych HGSOC.

Wyprowadzona niedawno przez zesp6t autoréw linia
OVPAS jest kolejnym modelem HGSOC, ktory zostanie
wkrotce udostgpniony poprzez ECACC. Linia ta ma
wazne zalety praktyczne: stosunkowo szybki wzrost (czas
podwojenia — 44 godziny) i odporno$¢ na niekorzyst-
ne warunki hodowli, takie jak wysoka konfluencja czy
zuzyte podioze [19].

Modele do badania podioza opornosci
na chemioterapie

W leczeniu zaawansowanego raka jajnika wazna
role odgrywa chemioterapia. W wigkszosci przypadkow
odpowiedz na leczenie jest bardzo dobra; pierwotna
chemiooporno$¢ guza jest zjawiskiem rzadkim. Problem
stanowi natomiast oporno$¢ pojawiajaca si¢ w przypad-
ku nawrotéw choroby.

Do badan nad molekularnym podtozem nabyte;j
chemioopornosci wykorzystuje si¢ linie komdrkowe,
ktore cechuja si¢ zréznicowana wrazliwoscia na leki
cytotoksyczne. Wiele linii komérkowych pochodzacych
z plynu otrzewnowego od pacjentek z wodobrzuszem
wykazuje opornos¢ na zwiazki platyny i inne leki. W tym
czasie nastapita selekcja klonalna i przetrwaty wylacznie

komorki tolerujace wysokie stezenie lekéw. Przyktadem
sa oporne na cisplatyne komérki KURAMOCHI czy
OVPAS, w przypadku ktérych IC50 dla cisplatyny wynosi
16,23 uM [19].

Linie wyprowadzone z guzéw pierwotnych zwykle
wykazuja wrazliwo$¢ na zwigzki cytotoksyczne i moga by¢
wykorzystane do otrzymania wariantu komoérkowego opor-
nego na badany lek. Przykladem sa komorki A2780 pobra-
ne z guza przed rozpoczeciem chemioterapii. Komorki tej
linii sa wrazliwe na cisplatyne i paklitaksel. Wyprowadzono
jednak liczne warianty, ktére cechuja si¢ opornoScia na te
i inne leki, np. topotekan, doksorubicyne czy auranofine.
Roéwniez linia IGROV1 pochodzi od pacjentki nieleczonej
ijest wrazliwa na cisplatyne oraz ma liczne, stworzone w la-
boratoriach warianty oporne na rozne leki. Linia SKOV3
pochodzi od chorej, ktdra byta leczona za pomoca tiotepy,
1 komorki te wykazuja wrazliwo$¢ na pochodne platyny. Na
potrzeby badaf wyprowadzono liczne warianty komdrkowe
oporne na cisplatyne, karboplatyne, etopozyd, paklitaksel,
winblastyng czy winkrystyng (tab. 3).

Klasyczne mechanizmy chemioopornosci obejmuja
usuwanie leku przez transportery ABC, detoksyfikacje
z udzialem glutationu, nasilenie sygnalizacji proprze-
zyciowej, wydajna naprawe uszkodzeh DNA i zahamo-
wanie apoptozy w komodrkach nowotworowych. Nowsze
badania wskazuja, ze w raku jajnika wystepuje wiele
bardziej ztozonych mechanizméw odpowiedzialnych za
rozwdj chemiooporno$ci. Wsrdd istotnych czynnikéw
wymienia si¢ obecnos¢ fibroblastow zwigzanych z rakiem
(CAF, cancer associated fibroblasts) [68, 69], zmiany
sktadu biatkowego macierzy zewnatrzkomoérkowej [70,
71], zjawisko przejscia epitelialno-mezenchymalnego
(EMT, epithelial-mesenchymal transition) [72], obec-
no$¢ komorek macierzystych [73], a takze mechanizmy
epigenetyczne [74-76]. Wrazliwo$¢ na chemioterapi¢
i rokowanie mogg by¢ takze zwigzane z okreS§lonym
profilem ekspresji gendw w guzie, chociaz wyniki badan
genomicznych nie sa spdjne [77-79].

Nowotworowe komorki macierzyste

Teoria nowotworowych komdrek macierzystych
(CSLC, cancer stem-like cells) zaktada istnienie swoistej
populacji komérek cechujacych si¢ zdolnoS§cia samood-
nowy oraz réznicowania w kierunku wszystkich popu-
lacji komoérkowych guza. Komorki te maja zwigkszony
potencjat klonogenny i zdolno$¢ tworzenia sferoidow in
vitro oraz potencjat tworzenia guzoéw (tumorogennosc) in
vivo. Zgodnie z niektorymi koncepcjami w raku jajnika
komorki macierzyste guza sa odpowiedzialne zaréwno za
rozwdj guza pierwotnego, jak i Srddotrzewnowy rozsiew
choroby, jej nawroty i chemioopornos¢ [80, 81].

Préby wyodrebnienia komoérek macierzystych raka
jajnika z guza lub z hodowli komérkowych bazuja na
detekcji okreslonych markerdw, ocenie cech funkcjonal-
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Tabela 3. Linie komoérkowe raka jajnika stosowane do badan nad mechanizmami opornosci na leki

Linia Warianty komérkowe Odpowiedz
wyjsciowa g '% % na cytostatyk
[J] - P
€ o E R -
3 & ¢ T g
(9] (] = Q.
= o
A2780 T P N CP, P
A2780AFR (Landini, 2017) [41] Aura
A2780° (Behrens, 1987) [42]; A2780°S (Masuda, 1988) [43]; A2780R", cp
A2780R2 (Januchowski, 2014) [44]; A2780°30, A2780€200, A2780¢F70
(Sak, 2015) [45]; A2780%'2 (Sun, 2018) [46]
A2780APR (ECACC) [47]; A2780PR", A2780PR2 (Januchowski, 2014) [44]
A2780PT™X (Han, 2013) [48]; A2780PR!, A2780PR? (Januchowski, 2014) [44], P
A2780™R, A278 0PTX10 (Sak, 2015) [45]
A2780W1TRT  A2780W1TR2 (Januchowski, 2014) [44] Topo
COLO-704 A R b.d.
COLO-704rCPDP1000 (RCCLC) [49] CcP
ES2 T P N
ES2PR20 (Jazaeri, 2013) [50], ES2¢'2 (Sun, 2018) [46] CcP
ES2TR160 (Ho, 2018) [51] P
IGROV1 T P N cp
IGROV1™05, IGROV1™! (Perego, 1996) [52], IGROV1 (Stewart, 2006) [53], cp
IGROV1€PPP (Stordal, 2012) [54]
IGROV1°HP (Benedetti, 2008) [55] oP
IGROV1MX3 (Maliepaard, 1999) [56] MK
IGROV 178 (Maliepaard, 1999) [56] Topo
KURAMOCHI A R CP CcP
OAW?28 (41M) A R b.d.
41M<sR (Judson, 2012) [57] CcP
OAW42 A R CP
OAW42A (Redmond, 1993) [58] CP D,
EP, TP,
WB,
WK
OoVa0 A b.d. b.d.
OV90CA, OV90<P (Sherman-Baust, 2011) [59] CcP
0V90P-6, OV90P-7 (Sherman-Baust, 2011) [59] D
0OV90P-3, OV90P7 (Sherman-Baust, 2011) [59] P
OVCAR3 A R CF, CP P
CP.D OVCAR3PPP(Lju, 2017) [60] cP
OVCAR4 A R CcpP CcP
PEO1 A R CcpP
PEO1¢PPP (Macleod, 2005) [61] CP
SKOV3 A R T
SKOV3P! (Yu, 1993) [62] P
SKOV3CPPP-P (Yan, 2007) [63], SKOV3PR2> (Jazaeri, 2013) [50] CP
SKOV3YP (Kubota, 1994) [64] EP
SKOV3CBP (Li, 2004) [65] MK
SKOV3™xo+P (Yan, 2007) [63], SKOV3™ (Lee, 2015) [66] P
SK VCRO0'5, SK VCR?1, SK VCR?%>, SK VCR% (Bradley, 1989) [67] WK
OVPA8 A R CP, P CcP
KP, P

Pochodzenie: A (ascites) — ptyn wysiekowy, T (tumor) — guz; czas pobrania: P (primary disease) — choroba pierwotna, R (relapsed disease) — wznowa, b.d.
— brak danych; cytostatyk: Aura — auranofina, CF — cyklofosfamid, CP — cisplatyna, D — doksorubicyna, EP — etopozyd, KP — karboplatyna, MK — mito-
ksantron, OP — oksaliplatyna, P — paklitaksel, T — tiotepa, Topo — topotekan, TP — tenopozyd, WB — winblastyna, WK — winkrystyna, N — nietraktowane
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nych i potencjatu klonogennego oraz tumorogennosci.
Wsrdéd proponowanych markeréw CSLC sg biatka
typowe dla embrionalnych komdérek macierzystych,
jak NANOG, OCT4, NESTIN, ABCG2 czy BMI-1,
oraz markery powierzchniowe CD133, CD117, CD44,
CD24, EpCAM. Niektdrzy autorzy wskazuja aktywnos¢
dehydrogenazy aldehydowej ALDHI1 jako typowa
dla CSLC [82]. Inng cechg funkcjonalng przypisywa-
na CSLC jest aktywno$¢ transporteréw ABC, ktéra
umozliwia usuwanie zwiazkéw cytotoksycznych i innych
substancji. Ceche t¢ wykorzystuje si¢ do selekcji metoda
cytometrii przeplywowej (FACS, fluorescence-activated
cell sorting). Komorki wydajnie usuwajace barwnik Ho-
echst 33342 tworza w cytogramie FACS tzw. populacje
boczna (SP, side population). W niektérych badaniach
potwierdzono, ze komorki SP cechuja si¢ wigksza tu-
morogennoscia.

Niestety, zadne dotychczasowe badania nie po-
zwolily wyodrebni¢ wiarygodnego zestawu markerdw
umozliwiajacego izolacj¢ komdrek macierzystych raka
jajnika. Wiele badan wskazuje, ze fenotyp tych komérek
moze by¢ bardzo zmienny. Najczesciej wskazuje si¢ na
markery CD133, CD44, CD24 i CD117 w polaczeniu
z aktywno$cia ALDH1. Przyjmuje si¢, ze CSLC sta-
nowia niewielki odsetek komoérek obecnych w guzie
pierwotnym. Jednak — paradoksalnie — ekspresja
CD44 czy CD24 bywa obserwowana w bardzo duzym
odsetku komorek guza. Moze to by¢ efekt plastycznosci
fenotypowej komdrek guza, ktére podlegaja przejsciu
epitelialno-mezenchymalnemu (EMT) i dalszym prze-
mianom w kierunku fenotypu niezréznicowanego/
/macierzystego [83]. Prawdopodobnie nie wszystkie
komorki z ekspresja tych markeréw maja cechy funk-
cjonalne CSLC. Wykazano natomiast, ze wysoka eks-
presja CD133, CD117, CD44 czy CD24 moze korelowaé
z niekorzystnymi cechami kliniczno-patologicznymi (jak
np. niski stopien zréznicowania histologicznego, wyzszy
stopiefi zaawansowania klinicznego, chemiooporno$é
czy krétszy czas przezycia).

Teoria komdrek macierzystych guza ma istotne
implikacje w terapii: wskazuje si¢, ze CSLC potrafia
przetrwac chemioterapie¢ i da¢ poczatek wznowie. Ce-
lowanie w nowotworowe komdrki macierzyste moze
wigc stanowic atrakcyjna opcje terapeutyczna [18]. Dla
wielu markeréw CSLC opracowano juz inhibitory, ktére
sa obecnie testowane w badaniach przedklinicznych
(obszerny przeglad w pracy Klemby i wsp. [81]).

Mezenchymalne komorki macierzyste

W wielu nowotworach wykrywa si¢ obecnos$¢ mezen-
chymalnych komoérek macierzystych (MSC, mesenchy-
mal stem cells). W przypadku raka jajnika komorki te
pochodza prawdopodobnie z thuszczu trzewnego [84, 85].

Zesp6t Ann Klopp wykazal, ze komorki macierzyste
trzewnej tkanki thuszczowej wyizolowane z sieci (omen-

tum) wplywaja stymulujaco na komorki raka jajnika
w doSwiadczeniach in vitro: stymuluja ich proliferacje,
tempo migracji oraz chemio- i radioopornos¢ [84].
Zespo6t Ronalda J. Buckahnovica zaobserwowal, ze wy-
izolowane z guza mezenchymalne komoérki macierzyste
(CA-MSC, cancer-associated mesenchymal stem cells)
stymuluja proliferacj¢, ekspresje markeréw macierzy-
stoSci 1 wzrost chemiooporno$ci komorek raka jajnika
in vitro [86]. W opinii tych badaczy CA-MSC obecne
w raku jajnika pochodzg z sieci. Prawidtowe MSC
migruja do guza i ulegaja przemianie do CA-MSC pod
wplywem lokalnego mikro§rodowiska, na ktore sktadaja
si¢ czynniki wydzielane przez komorki nowotworowe
oraz hipoksja. CA-MSC maja zmieniony wzor ekspresji
ponad 1000 genéw w poréwnaniu z prawidtowymi MSC
z tkanki thuszczowej. Lan G. Coffman i wsp. wykazali, ze
dla oddziatywan z komdrkami raka kluczowe znaczenie
ma pochodzenie MSC. MSC ze szpiku kostnego stymu-
luja proliferacj¢ komorek raka piersi, ale nie komorek
raka jajnika. Komorki raka jajnika reaguja natomiast
na stymulacj¢ przez MSC z thuszczu trzewnego (sieci).
I odwrotnie — mikro§rodowisko guza piersi powoduje
przemian¢ MSC ze szpiku kostnego w CA-MSC, ale nie
wywiera takiego wptywu na MSC z tkanki ttuszczowe;j.
Te zjawiska moga mie¢ zwiazek z tkankowo swoistym
przerzutowaniem raka piersi do kosci, a raka jajnika —
do otrzewnej [85]. By¢ moze wyjasnia to tez wystepujace
w literaturze rozbieznosci — raz obserwowano stymu-
lujacy efekt MSC w stosunku do komérek raka, kiedy
indziej za§ — hamujacy ([87]). Odmienne efekty mogly
by¢ zwiazane z rodzajem uzytych MSC.

Trojwymiarowe modele komoérkowe (3D)

Omowione wezesniej modele in vitro dotyczyly ho-
dowli komoérek w monowarstwie (2D, two-dimensional
culture), ktora jest technicznie wygodniejsza i fatwiejsza,
ale bardziej odbiega od warunkéw fizjologicznych w gu-
zie. Gléwne ograniczenie tego modelu stanowi brak
typowego mikroSrodowiska. Ma to szczeg6lne znaczenie
w przypadku testowania nowych lekéw — dlatego wyniki
badan uzyskane w modelu 2D czgsto nie potwierdzaja
si¢ pO6zniej w badaniach in vivo [88, 89].

Czgéciowym rozwigzaniem tego problemu sa tréj-
wymiarowe modele in vitro (3D). Wypehiaja one luke
pomiedzy modelami dwuwymiarowej hodowli komérko-
wej a modelami zwierzecymi. Modele 3D z jednej strony
pozwalaja czesciowo symulowaé cechy Srodowiska in
vivo, a z drugiej strony oferuja wigkszos¢ zalet hodowli
tradycyjne;.

Modele 3D sa konstruowane przez stworzenie
komoérkom warunkéw wzrostu promujacych tworzenie
tzw. sferoidow (struktur 3D) lub poprzez wszczepianie
komoérek w tréjwymiarowe rusztowania, zbudowane
z bialek macierzy zewnatrzkomérkowej lub syntetycz-
nych biomateriatéw [89, 90].
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Janet Lee i wsp. do indukcji formowania sferoidéw
uzyli ptytek powlekanych poli-2-hydroksyetylometa-
nolem (poliHEMA), otrzymujac hodowle 3D dla 31
roznych linii raka jajnika. Poréwnanie cech biologicz-
nych i molekularnych komérek w hodowli 2D i 3D
oraz w formie ksenoprzeszczepow mysich wykazalo, ze
modele 3D w duzo wigkszym stopniu odzwierciedlaly
cechy guzéw. Komoérki w hodowli 3D charakteryzowaly
si¢ wolniejsza proliferacja i wigksza chemioopornoscia.
Wystepowaly takze réznice w ekspresji wybranych
biomarkeréw: w modelu 3D obserwowano wyzsza eks-
presje E-kadheryny i b-kateniny oraz nizsza ekspresj¢
wimentyny niz w hodowli 2D. Tylko 30% badanych linii
wykazywato ekspresje WT1, CA125 i PAXS, przy czym
CA125 i PAXS8 mialy podwyzszona ekspresj¢, a WT1 —
obnizona w hodowlach 3D [34].

Victoria Heredia-Soto i wsp. badali sferoidy raka
jajnika wytworzone przez komdrki 16 réznych linii.
Sferoidy o Srednicy 400 um pozwalaly uzyska¢ poziom
dyfuzji sktadnikéw odzywczych i tlenu charakterystyczny
dla glebokosci guza wynoszacej 100 um. Testy na tym
modelu mozna byto prowadzi¢ nawet przez 14 dni, bez
wytworzenia si¢ nadmiernych obszaréw martwicy. Testy
cytotoksycznoSci wykazaly wyzsza tolerancj¢ komorek na
traktowanie platynag w modelach 3D niz 2D [91].

Unikalna cecha raka jajnika jest przerzutowanie
w formie tzw. wszczepow do otrzewnej i sieci. Sie¢
stanowi fald trzewny, bogaty w tluszcz, ktdry ostania
narzady jamy brzusznej. Powierzchnig sieci i otrzewnej
pokrywa pojedyncza warstwa komoérek mezotelialnych,
umieszczonych na blonie podstawnej, zbudowane;j
z kolagenu typu I i IV, fibronektyny, wiktronektyny
i lamininy. Zrab tkanki zawiera fibroblasty, komorki
uktadu odpornosciowego, komérki §rédbtonka oraz
biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej. Wszczepy raka
jajnika moga by¢ inicjowane zaréwno przez pojedyncze
komorki nowotworowe, jak i przez sferyczne agregaty
komoérkowe o wielkosci 30-200 wm, ktore ztuszezyly si¢
z guza pierwotnego. Struktury te kraza w ptynie otrzew-
nowym i moga ulec adhezji do nabtonka otrzewne;.
Dokladny sktad oraz cechy funkcjonalne sferoidéw raka
jajnika w procesie przerzutowania dootrzewnowego nie
zostaly jeszcze poznane [91].

Maria Barbolina i wsp. opracowali tréjwymiarowy
model przerzutéw dootrzewnowych, w ktérym komor-
ki raka jajnika hodowano w Zelach 3D zbudowanych
z kolagenu typu I. Wykazano, ze sygnalizacja integryny
inicjowana przez wiazanie kolagenu prowadzi do eks-
presji czynnika transkrypcyjnego EGRI1 (early growth
response 1), ktory indukuje ekspresje MT1-MMP (me-
talothionein-matrix metallopeptidase), promujac prote-
olityczng degradacje kolagenu i inwazj¢ do otrzewne;j
[92, 93]. Podobny model zostat wykorzystany przez
Daniel¢ Loessner i wsp. do badania interakcji pomiedzy
komorkami raka jajnika a macierza zewnatrzkomorkowa

oraz mechanizméw opornosci na leki. Komoérki OV-
-MZ-6 i SKOV3 byly wprowadzane do syntetycznych
hydrozeli na bazie glikolu polietylenowego, z mozliwo-
$ciag modulowania cech biofizycznych (jak sztywnos¢)
i biochemicznych (miejsca wigzace integryng, stopien
aktywnosci proteazy). Zele te s stabilne nawet przez 28
dni, co umozliwia prowadzenie dtuzszych eksperymen-
téw. Wykazano, Ze proliferacja komdrek w Srodowisku
3D byta zalezna od proteolitycznej przebudowy macierzy
zewnatrzkomorkowej. Komorki raka jajnika w hodowli
3D wykazywaly wyzsza przezywalno$¢ po traktowaniu
paklitakselem niz komérki w hodowli 2D [94].

Taru Muranen i wsp. wykorzystali model 3D do ana-
lizy mechanizméw nabywania opornosci przez komorki
raka jajnika i raka piersi na leczenie drobnoczastecz-
kowym inhibitorem S$ciezki PI3K/mTOR — BEZ235.
Testowano sferoidy utworzone na matrycy rBM (re-
constituted basement membrane) oraz bez udzialu rBM.
Komoérki zakotwiczone w matrycy rBM byly bardziej
oporne na BEZ235; komodrki pozbawione kontaktu
z rBM latwiej ulegaly apoptozie. W komorkach przyta-
czonych do rBM obserwowano wyzsza ekspresje wielu
biatek sygnatowych warunkujacych przezycie, co moze
thumaczy¢ ich lepsza odpowiedZ adaptacyjng i wyzsza
opornos¢ na inhibitor [95].

Modele hodowli 3D sa wykorzystywane rowniez do
otrzymywania kultur organotypowych, zawierajacych
mieszane populacje komorek (np. adipocyty, makrofagi,
komorki §rodbtonka), co lepiej odwzorowuje fizjologie
guza. Modele te moga by¢ tworzone z wykorzystaniem
ustalonych linii kom6rkowych Iub komdrek pierwotnych
[96]. W modelach organotypowych wskazane jest uzywanie
komorek znakowanych, np. fluorescencyjnie. To umozli-
wia wizualizacje¢, a takze odseparowanie i badanie czystych
populacji komérek, np. pod katem zmian poziomu eks-
presji mRNA, miRNA i/lub okre§lonych biatek [90, 96].

Bardzo interesujace obserwacje poczyniono w mo-
delu hodowli mieszanej komoérek raka jajnika z pierwot-
nymi ludzkimi adipocytami zawierajacymi znakowane
fluorescencyjnie lipidy. W uktadzie tym zaobserwowano
transfer lipidow z adipocytéw do komoérek nowotwo-
rowych, co prowadzilo do przyspieszonej proliferacji
komérek raka, zaréwno in vitro, jak i po podaniu
myszom. Obecno$¢ adipocytow stymulowata réwniez
tempo migracji i inwazji komérek nowotworowych. Te
wyniki sugeruja, ze kwasy thuszczowe dostarczane przez
adipocyty moga stanowi¢ Zrodlo energii dla komoérek
raka jajnika [97]. W opinii autoréw to zjawisko moze
takze mie¢ zwiazek z obserwacjami wskazujacymi na
gorsze rokowanie w raku jajnika u kobiet z otyloScia [98].

Podjeto tez probe stworzenia modelu 3D odwzoro-
wujacego kancerogeneze komodrek nabtonka jajowodu.
Badania Kate Lawrenson i wsp. opieraly si¢ na modelu
sferoidéw z pierwotnych ludzkich komérek FTSEC
(fallopian tube secretory epithelial cells), wyizolowanych
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z jajowodéw bezposrednio po zabiegu chirurgicznym.
Formowanie sferoidéw indukowano poprzez posiew
FTSEC na podtozach powleczonych poliHEMA. Sfero-
idy sktadaly si¢ z cylindrycznej warstwy komdrek nabton-
kowych otaczajacych rdzef hialinowy, przypominajacy
macierz zewnatrzkomdrkowa nabtonka jajowodu. Sfero-
idy utrzymywaly si¢ w hodowli przez 30-60 dni. Analiza
profilu ekspresji gendéw ujawnita zmiany w ekspresji
ponad 1000 genéw w komodrkach hodowanych w modelu
3D w poréwnaniu z hodowla klasyczna. Byly to gtéwnie
geny zaangazowane w proces replikacji DNA i kontrolg
cyklu komdrkowego [99]. Stosujac podobna technike,
zesp6l ten otrzymal model 3D unie$miertelnionych,
transformowanych pierwotnych komoérek nabtonka
pokrywajacego jajnik. Opisane modele nadaja si¢ do
badania mechanizméw kancerogenezy i pochodzenia
HGSOC, a takze do badan przesiewowych potencjalnych
nowych lekéw [96].

Systemy hodowli 3D, chociaz technicznie bardziej
skomplikowane, zyskuja coraz wigksze znaczenie,
gdyz pozwalajg uzyska¢ warunki bardziej zblizone do
rzeczywistych. Wyniki eksperymentéw prowadzonych
rownoczes$nie w hodowlach 2D i 3D potwierdzaja duzo
lepsze odwzorowanie biologii raka jajnika w hodow-
lach tréjwymiarowych. Ograniczeniami modelu 3D
pozostaja brak funkcjonalnego unaczynienia oraz brak
komorek posredniczacych w adaptacyjnej odpowiedzi
immunologicznej [88]. Inne ograniczenia obejmuja mata
dostepnos$¢ komorek pierwotnych i krotka zywotnosé
hodowli 3D [96].

Whnioski

Linie komdrkowe raka jajnika sa wygodnym mo-
delem do badan in vitro. Hodowla komdérkowa jest
stosunkowo tania i prosta, cechy molekularne komérek
nowotworowych w hodowli do§¢ wiernie odwzorowuja
wyjéciowy profil guza. Przy wykorzystaniu stabilnych linii
komoérkowych powtarzalno$¢ modelu pomigdzy réznymi
laboratoriami i poszczegdlnymi eksperymentami jest
stosunkowo duza.

Do ograniczefi modelu komdrkowego naleza
brak typowej histologii tkanek, brak funkcjonalnego
unaczynienia oraz komérek posredniczacych w ada-
ptacyjnej odpowiedzi immunologicznej, a takze brak
sygnalizacji dokrewnej, parakrynnej i nerwowej oraz
gradientéw réznych substancji wystepujacych w orga-
nizmie zywym.

Czeéciowym rozwigzaniem powyzszych probleméw
sa hodowla tréjwymiarowa (3D) w obecnosci biatek ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej lub biopodobnych polime-
row oraz hodowle mieszane komérek nowotworowych
z innymi elementami komdrkowymi guza (hodowla
organotypowa).

Niestety, w przypadku wielu popularnych linii ko-
morkowych raka jajnika problemem jest ich lakoniczna
charakterystyka, ktéra znajdujemy w oryginalnych arty-
kutach opisujacych ich wyprowadzenie. Mimo duzych
wysitkéw czynionych w ostatnich latach nie udalo si¢
w petni zweryfikowaé pochodzenia histologicznego kilku
powszechnie uzywanych linii komdrkowych.

Co wiecej, wsrdd najczeéciej stosowanych linii raka
jajnika nie ma pewnego modelu HGSOC, jest nato-
miast jedna linia, ktéra moze nawet pochodzi¢ z innego
narzadu (IGROV1), sa dwa modele o niepewnej histo-
logii (ES2 i OAW42) i dwa modele raka surowiczego,
ale niekoniecznie niskozréznicowanego (OVCAR3
i CAOV3). Najczesciej wykorzystywana linia SKOV3
najprawdopodobniej pochodzi z raka jasnokomorko-
wego, a druga najbardziej popularna A2780 odpowiada
rakowi endometrioidalnemu.

Jako najbardziej wiarygodne modele niskozréznico-
wanego raka jajnika sa obecnie wskazywane dwie niemal
nieznane linie KURAMOCHI i OVSAHO, a takze tro-
che czesciej wykorzystywana w badaniach linia OVCAR4
[29]. Ince i wsp. opisuja pie¢ wyprowadzonych przez siebie
linii (OCI-P5x, OCI-Ula, OCI-P8p, OCI-P2a i FCI-P2p)
jako posiadajace fenotyp HGSOC [20], jednak linie te do
tej pory niemal nie byly wykorzystywane w nauce. R6w-
niez linia OVPAS wyprowadzona przez zespot autorow
pochodzi od pacjentki z histologicznie potwierdzonym
HGSOC i wszystkie badania molekularne i genetyczne
przeprowadzone przez autoréw potwierdzaja ten fenotyp.
Linia ta zostanie wkrétce udostgpniona przez ECACC.

Przy wyborze modelu do badaf nad rakiem jajnika
trzeba zwrdci¢ uwage na jego specyfike — zaréwno
zalety, jak i ograniczenia. Nie ma modelu doskonalego
ani uniwersalnego — do postawionych sobie celow
badawczych nalezy dobraé najlepszy mozliwy model.
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