Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Via Medica Journals

Przeciwnowotworowy efekt sulindaku
w hodowlach komorek raka jajnika

Antitumor effects of sulindac in ovarian cell cultures
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Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy byfo zbadanie wraZliwosci komdrek réznych linii raka jajnika na dziatanie niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych (NLPZ).
Materiaty i metody: Wrazliwos¢ komorek raka jajnika na cytotoksyczny efekt NLPZ oceniano metodg koloryme-
tryczng w tescie zywotnosci z uzyciem barwnika MTT.
Wyniki: Z grupy 6 badanych NLPZ obejmujgcej: sulindak, siarczek sulindaku, sulfon sulindaku, kwas acetylosalicy-
lowy, nimesulid i rofekoksyb, Zywotnosc komorek raka jajnika w najwiekszym stopniu ograniczat sulindak i siarczek
sulindaku. Dotyczyto to wszystkich czterech badanych linii raka jajnika: SKOV-3, MDAH 2774, CAOV-1 i OVP-10.
Staby efekt przeciwnowotworowy, ujawniajgcy sie podczas przedtuzonej 72-godzinnej inkubacji wykazywat sulfon
sulindaku i rofekoksyb. Kwas acetylosalicylowy i nimesulid pozbawione byty istotnego dziatania na komdrki raka
jajnika.
Whioski: Uzyskane wyniki zachecajg do przeprowadzenia badar klinicznych, mogagcych odpowiedziec¢ na pytanie
czy sulindak znajdzie zastosowanie jako leczenie uzupetniajace standardowej chemioterapii raka jajnika.
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Abstract

Objective: The purpose of our study was to assess susceptibility of cells of various ovarian cell lines on different

nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs).

Materials and methods. Cytotoxic effect of NSAIDs was tested using MTT colorimetric assay.

Results: Amongst 6 NSAIDs tested: sulindac, sulindac sulfide, sulindac sulfone, acetylsalicylic acid, nimesulide,
and rofecoxib, viability of ovarian carcinoma cells was compromised most strongly by sulindac and sulindac sulfide
and concerned all the cell lines tested: SKOV-3, MDAH 2774, OVCA-1, and OVP-10. Sulindac sulfone and rofecoxib
also displayed some cytotoxic effect during prolonged 72-hour incubation. Other NSAIDs tested: nimesulide and
acetylsalicylic acid were devoid of cytotoxic effect on ovarian cancer cells.

Conclusion: Our results are encourage enough to conduct clinical trials that could allow to draw conclusions
regarding potential application of sulindac in the adjuvant treatment of a standard chemotherapy of ovarian

cancer.

Key words: ovarian cancer / sulindac / nonsteroidal anti-inflammatory drugs

Wstep

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) przyciagaja od
wielu lat uwagg badaczy w zwiazku z chemoprewencyjnym dzia-
faniem w stosunku do niektorych nowotwordw, przede wszyst-
kim raka jelita grubego [1]. W tym typie nowotworu obserwuje
si¢ czgsto nadekspresj¢ cyklooksygenazy 2 (COX-2), co koreluje
ze stopniem zaawansowania zmian nowotworowych [2]. Chemo-
prewencyjne dziatanie NLPZ w stosunku do raka jelita grubego
wykazano migdzy innymi u pacjentéw z rodzinng polipowatos-
cia gruczolakowa, stosujac takie leki jak: kwas acetylosalicylowy
(aspiryna), sulindak oraz specyficzne inhibitory COX-2 z grupy
koksybow. W tym ostatnim przypadku w badaniach zaobserwo-
wano wzrost powiklan sercowo-naczyniowych, w tym zawatow
serca, co stawia pod znakiem zapytania uzycie koksybow (w tym
celekoksybu i rofekosybu) w profilaktyce i leczeniu chor6b no-
wotworowych [3, 4].

W ostatnich latach coraz wigksza uwage zwraca si¢ na bez-
posrednie przeciwnowotworowe dziatanie NLPZ. Efekt ten czg-
sto nie jest zwigzany z wlasciwoscia hamowania COX-1 i/lub
COX-2 [5], lecz wynika z indukowania apoptozy w komorkach
nowotworowych [6, 7].

Cel pracy

W niniejszej pracy zbadano bezposredni wplyw NLPZ, za-
réwno specyficznych blokeréw COX-2 (rofekoksyb, nimesulid)
jak i dziafajacych niewybidrczo na cyklooksygenazy (kwas ace-
tylosalicylowy, sulindak, siarczek sulindaku, sulfon sulindaku),
na komorki ustalonych linii raka jajnika: CAOV-1, SKOV-3,
MDAH 2774, OVP-10.

Materiaty i metody

Komérki nowotworowe

W pracy badano nastgpujace linie komorek raka jajnika:
CAOV-1, OVP-10, SKOV-3 oraz MDAH 2774. Linia CAOV-1
pochodzita od dr Macieja Siedlara z Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Lini¢ OVP-10 udostgpni-
fa dr Barbara Szaniawska z Zaktadu Biologii Komorki, Centrum
Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie.
Linie SKOV-3 i MDAH 2774 pochodzity z ATCC (American
TBype Culture Collection).
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Komoérki hodowane byly w mediach: Dulbecco’'s MEM (wy-
sokoglukozowe - 4,5¢g/1 glukozy) (Gibco BRL) (linie: SKOV-3,
MDAH 2774, CAOV-1) badz RPMI-1640 (Gibco BRL) (linia
OVP-10) z dodatkiem antybiotykow (penicylina + streptomycy-
na + amfoterycyna), 2-merkaptoetanolu (2-ME, st¢zenie 50 uM)
i 10% ptodowej surowicy cielgcej (FCS) (wszystkie odczynniki
z Gibco BRL) w butelkach hodowlanych (Nunc) w warunkach
37°C, 5% CO,. Komorki pasazowane byly co 3-5 dni po uprzed-
niej trypsynizacji.

Odczynniki

W pracy badano nastgpujace NLPZ: sulindak (Biomol), siar-
czek (sulfid) sulindaku (Biomol) - metabolit sulindaku wykazuja-
cy hamujace dziatanie na cyklooksygenazy in vitro, sulfon sulin-
daku (Biomol) - metabolit pozbawiony dziatania hamujacego na
cyklooksygenazy in vitro, kwas acetylosalicylowy (Sigma), ro-
fekosyb (Merc), nimesulid (Biomol). Roztwory wyjsciowe (200
mM) uzyskiwano rozpuszczajac odpowiednie zwiazki w DMSO
(Sigma).

Ocena zywotnoS$ci komorek w hodowlach z NLPZ
—testz MTT

Bezposredni wptyw NLPZ na wzrost badanych linii nowo-
tworowych oceniany byl in vitro przy uzyciu standardowego
testu MTT. Komorki do testu zawieszano w pozywce hodowla-
nej (RPMI-1640 lub Dulbecco’s) w stezeniu 2 x 10%/ml (do 24
godzinnej inkubacji) i 0,6 x 10%ml (do 72 godzinnej inkubacji).
Nastepnie porcje 2 x 10* badz 6 x 10° komorek w 100 pl pozywki
rozlewano do studzienek (ptaskodennych) ptytki 96-studzienko-
wej (Corning), po czym dodawano do komorek na ptytce odpo-
wiednie rozcienczenia NLPZ w pozywce hodowlanej do tacznej
objetosci 200l na studzienkg. Komorki inkubowano w tempe-
raturze 37°C w atmosferze 5% CO,, nastgpnie wykonywano test
z MTT. Stosowano trzykrotne powtorzenia dla kazdego z bada-
nych stgzen.

W celuwykonaniatestuzMTT dokazdej studzienki zhodowa-
nymi komoérkami dodawano po 25l (stgzenie 2,5mg/ml) roztwo-
ru MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyltetrazolium]
(Sigma). Po 4-godzinnej inkubacji komorki wirowano przez 10
minut w warunkach 350xg, usuwano 200 pl supernatantu i doda-
wano roztwor DMSO z 1 N HCl (zmieszane w stosunku 25:1).
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Spektrofotometryczny odczyt absorbancji wykonywano przy
dhugosci fali 550nm. Wartosci $rednie i odchylenia standardowe
liczono z trzykrotnych powtdrzen dla poszczegdlnych stezen.
Efekt cytotoksyczny/cytostatyczny badanych substancji przed-
stawiony zostat jako wzgledna zywotnos¢ (% kontroli) komoérek
i obliczany byt na podstawie wzoru:

Odczyt studzienki z komérkami

i badanym lekiem = Odczyt ta

Wzgledna _

o ir = x 100%
zywotnos¢

Odczyt kontroli (bez leku) — Odczyt tha

Analiza statystyczna
W celu okreslenia znamienno$ci statystycznej roznic
w otrzymanych wynikach stosowano test ¢ Studenta.

Wyniki

Jak pokazano na rycinie 1, inkubacja komorek raka jajnika
CAOV-1 z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi: sulinda-
kiem, sulfonem sulindaku, siarczkiem sulindaku, aspiryna (kwa-
sem acetylosalicylowym) i nimesulidem, nie powodowala zna-
czacych zahamowan we wzro$cie komorek. Wyjatek stanowit su-
lindak i siarczek sulindaku, ktére w najwyzszych stezeniach (200
uM) obnizaty zywotnos$¢ komorek CAOV-1 juz po 24-godzinnej
inkubacji. Po 72 godzinach hodowli z sulindakiem i siarczkiem
sulindaku, przy zastosowaniu najwyzszych dawek 200uM do-
chodzito do obnizenia zywotnosci o prawie 100% w przypadku
sulindaku 1 90% w hodowlach z siarczkiem sulindaku. Sulindak
jako jedyny dziatal statystycznie istotnie rowniez w st¢zeniu 100
M, chociaz juz nie tak silnie jak podczas inkubacji w stezeniu
200 uM.

Linia ludzkiego raka jajnika SKOV-3 byta podobnie wraz-
liwa na dziatanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych jak
CAOV-1: wyraznie na obnizenie zywotno$ci oddziatuje sulin-
dak. (Rycina 2).

Efekt dzialania sulindaku by} zauwazalny juz po 24 godzi-
nach i poglebiat si¢ po 72 godzinach. Natomiast dziatanie siarcz-
ku sulindaku byto widoczne dopiero po 72 godzinach hodowli.
W przypadku sulindaku, podczas inkubacji przedtuzonej st¢zenia
50uM i 25uM rowniez obnizaly zywotno$é komorek, aczkolwiek
W znacznie mniejszym stopniu.

Procz sulindaku i siarczku sulindaku, statystycznie istotnie
ograniczajaco na zywotno$¢ komorek SKOV-3 podczas 72 go-
dzinnej inkubacji dziataty najwyzsze st¢zenia sulfonu sulindaku
oraz rofekoksybu.

Jak przedstawiono na rycinie 3, tak jak w przypadku dwoch
poprzednich linii ludzkiego raka jajnika, cytotoksycznie na ko-
morki MDAH 2774 dziatat szczego6lnie silnie siarczek sulindaku
i sulindak, ograniczajac zywotno$¢ juz po 24 godzinach hodowli.
Po 72 godzinach inkubacji z MDAH 2774, w przypadku czte-
rech z szesciu badanych zwiazkow zaobserwowano statystycznie
istotne obnizenie zywotnosci komorek nowotworowych. Byly to:
siarczek sulindaku, sulindak, sulfon sulindaku oraz rofekosyb.
Najsilniej z tej czworki dziatat siarczek sulindaku, ktory w daw-
kach 200 i 100 uM redukowal zywotno$¢ komorek do wartosci
10-20%.

Wydaje sig, ze linia OVP-10 jest bardziej wrazliwa na dzia-
tanie NLPZ niz wyzej omowione linie komérkowe. (Rycina 4).
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Rycina 1. Przezywalno$¢ komérek ludzkiego raka jajnika CAOV-1 po 24 i 72
godzinach hodowli z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi.
Podano wartoci $rednie z 3 powtorzen +1 SD.
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Rycina 2. Przezywalno$¢ komérek ludzkiego raka jajnika SKOV-3 po 24 i 72
godzinach hodowli z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi.
Podano warto$ci $rednie z 3 powtérzen +1 SD.
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Rycina 3. Przezywalno$¢ komoérek ludzkiego raka jajnika MDAH 2774 po 24 i 72
godzinach hodowli z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi.
Podano warto$ci $rednie z 3 powtorzen +1 SD.
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Rycina 4. Przezywalno$¢ komoérek ludzkiego raka jajnika OVP-10 po 24 i 72
godzinach hodowli z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi.
Podano wartosci $rednie z 3 powtorzen +1 SD.
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Efekt ten uwidoczniony zostat zwlaszcza po 72 godzinach
inkubacji z lekami. Dwudziestoczterogodzinna hodowla ujaw-
nila, Ze sulindak i jego metabolity oraz — w niewielkim stopniu
— rofekoksyb wplywaja hamujaco na zywotno$¢ badanej linii
nowotworowej. Natomiast przedtuzona inkubacja z badanymi
zwigzkami spowodowatla istotne nasilenie efektu cytotoksycz-
nego. Dotyczylo to wszystkich NLPZ, z wyjatkiem kwasu ace-
tylosalicylowego. Najsilniej dziatat, podobnie jak w przypadku
wczesniej przedstawionych linii komorek raka jajnika, sulindak
i siarczek sulindaku.

Co ciekawe, zaobserwowano nieznaczne stymulowanie
wzrostu komoérek nowotworowych wszystkich badanych linii
raka jajnika w 24-godzinnej hodowli z najwyzszymi stezeniami
nimesulidu.

Dyskusja

Wydaje sig, ze obecne metody leczenia nowotworow, zarow-
no chemioterapia jak i radioterapia, osiagaja juz kres mozliwosci
terapeutycznych w stosunku do wigkszosci nowotworow. Doty-
czy to rowniez raka jajnika, ktoéry w stopniu IV zaawansowania
klinicznego staje sig¢ coraz bardziej oporny na kolejne kursy che-
mioterapii 1 jest praktycznie nieuleczalny [8, 9].

Od ponad 20 lat intensywnie prowadzone sa badania nad
wplywem niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) na
procesy karcynogenezy i nowotworzenia. Wykazano, ze niekto-
re NLPZ hamuja rozw¢j indukowanych nowotworéw u zwierzat
[10, 11].

W ostatnim dziesigcioleciu wykazano ponadto w wielu ba-
daniach, ze NLPZ wykazuja bezposredni efekt przeciwnowotwo-
rowy in vitro w stosunku do komdrek réznych ustalonych linii
nowotwordw [7, 12, 13].

W niniejszych badaniach wykazano, Ze sulindak i jego czyn-
ny metabolit in vitro siarczek sulindaku (hamujacy aktywno$é¢
cyklooksygenaz) wywieraja powtarzalne cytotoksyczne dziatanie
w stosunku do komorek réznych linii raka jajnika. W dostgpne;j
literaturze wptyw NLPZ na komorki raka jajnika nie byt badany
w porownywalnym zakresie — pojedyncze prace pokazujg wptyw
wyselekcjonowanych NLPZ. W jednej z prac wykazano migdzy
innymi brak istotnego wptywu kwasu acetylosalicylowego na
komorki liniit CAOV-3 [14], co jest zgodne z naszymi wynika-
mi na wszystkich czterech badanych liniach raka jajnika. W in-
nej z prac, podobnie jak w niniejszym opracowaniu, ujawniono
wrazliwos$¢ linii SKOV-3 na siarczek sulindaku. Wykazano, ze
zjawisko to bylo zwiazane z indukcjg proapoptotycznego biatka
NAG-1 [15]. Siarczek sulindaku dziatat cytotoksycznie rowniez
na komorki raka jajnika linii 2008 [16].

W naszych badaniach selektywny inhibitor COX-2 rofekok-
syb wykazywat umiarkowany, zalezny od zastosowanej linii raka
jajnika efekt cytotoksyczny, co jest zgodne z wynikami badan
testujacych inne leki z tej grupy: celekosyb i NS-398 [5, 16].
Wskazuje to jednoznacznie, ze bezposrednie dziatanie cytotok-
syczne w stosunku do komoérek nowotworowych nie wiaze si¢
z wlasciwos$ciami hamowania COX-2.

Mechanizm dziatania sulindaku i siarczku sulindaku na r6z-
ne komorki nowotworowe jest wielokierunkowy. W przypadku
testowanych w niniejszej pracy linii raka jajnika, efekt cytotok-
syczny nie wydaje si¢ by¢ zalezny od hamowania cyklooksyge-
naz, poniewaz w zadnej z badanych linii nie stwierdzono ekspre-
sji COX-1 i COX-2 (dane nieprezentowane).
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W wielu pracach pokazano, ze sulindak badz siarczek su-
lindaku oddziatujq na bialka odgrywajace wazna rolg w cyklu
komoérkowym. Ujawniono na przyklad, ze sulindak zwigksza
w komorkach ilo$¢ biatek p53 i p21Ve¥rl| przez co dochodzi
do zahamowania progresji cyklu komoérkowego, a nastgpnie do
apoptozy [7, 17]. Zaobserwowano rowniez, ze sulindak wyka-
zuje wladciwosci zwigkszania w komorkach nowotworowych
stgzenia proapoptotycznego biatka Bak [18], a zmniejsza ilos¢
antyapoptotycznego biatka Bcl-2 [13]. Za cytotoksyczny efekt
sulindaku, a takze siarczku sulindaku, moze rowniez odpowiadac
wlasciwos¢ tych zwiazkow do blokowania B-kateniny [13, 17],
ograniczania ekspresji surwiwiny [19] oraz hamowania aktywa-
cji drogi sygnatowej czynnika transkrypcyjnego NF-«B [18, 20].

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan in vitro moga
mie¢ implikacje in vivo. Wskazuja na potencjalnag uzytecznosc¢
sulindaku jako dodatku do konwencjonalnej chemioterapii raka
jajnika, zwlaszcza ze lek ten hamuje w komoérkach nowotworo-
wych ekspresje biatek odpowiedzialnych za lekoopornos¢ [21],
a siarczek sulindaku wykazuje synergizm z oksaliplatyna [22].

W warunkach in vivo, przeciwnowotworowe dziatanie sulin-
daku mogtoby by¢ ponadto spotggowane o dziatanie antyangio-
genne, poniewaz w duzym odsetku rakow jajnika obserwuje si¢
nadekspresjg COX-2 [23] — czynnika sprzyjajacego rozwojowi
naczyn krwiono$nych [24]. Na §wiecie zostaly podj¢te badania
Ii Il fazy nad zastosowaniem sulindaku w prewencji raka phuc
[25], raka okrgznicy [26] i raka piersi [27] oraz w terapii kom-
binowanej (z docetakselem) raka piersi [28]. Poza pojedynczym
przypadkiem [21], w literaturze brak jest danych, co do zastoso-
wania sulindaku w leczeniu raka jajnika.

Whnioski

Podsumowywujac: uzyskane w przedstawionej pracy wyniki
zachgcajq do przeprowadzenia badan klinicznych, mogacych od-
powiedzie¢ na pytanie czy sulindak znajdzie zastosowanie jako
leczenie uzupehiajace standardowej chemioterapii raka jajnika.
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