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Streszczenie

Cel pracy: Celem pracy byta analiza wptywu metforminy na proliferacje komdrek raka jajnika linii SKOV-3 oraz
ekspresje genow, kodujgcych biatka zaangazowane w proces O-GlcNAcylacji — O-GlcNAc transferazy (OGT) i -N
-acetylo-D-glukozaminidazy (OGA).

Materiat i metody: Przezywalnos¢ komorek po dziataniu metforminy oznaczano metodg spektrofotometryczng
z uzyciem bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego (MTT). Zywotnos$é komérek oceniano
stosujgc metode barwienia btekitem trypanu. Analize ekspresji genow OGT i OGA na poziomie mRNA przeprowa-
dzono przy uzyciu techniki real-time PCR.

Wyniki: Zaobserwowano obnizenie przezywalnosci komorek poddanych dziataniu metforminy wraz ze wzrostem
stosowanych stezen. Cytotoksycznos¢ metforminy zostata oszacowana na podstawie parametru IC50 wynoszg-
cego 14mM, w odniesieniu do komorek linii SKOV-3. Czas potrzebny do podwojenia komaérek linii SKOV-3 wynosit
45 godzin, natomiast w przypadku prob traktowanych 10 mM metforming nie uzyskano efektu podwojenia liczby
komorek nawet po 72 godzinach.
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W przypadku ekspresji mRNA dla genu OGA nie stwierdzono znamiennych zmian w zaleznosci od czasu inkubacji.
W odniesieniu do ekspresji OGT na poziomie mRNA, stwierdzono, w porownaniu z materiatem kontrolnym, zna-
mienny wzrost ekspresji juz po 24 godzinach, ktory utrzymywat sie takze po 48 godzinach inkubacji. Stwierdzono
rowniez istotny statystycznie wzrost ekspresji OGT mRNA w komérkach inkubowanych z metforming 48 godzin, w
porownaniu do komdrek inkubowanych 24 goadziny.

Whniosek: Metformina z uwagi na jej antyproliferacyjne dziatanie moze byc¢ rozpatrywana jako potencjalny chemio-
terapeutyk, niemniej z uwagi na fakt, iz zmienia ona ekspresje jednego z dwoch enzymow odpowiedzialnych za
proces O-glikozylacji biatek - O-GIcNAc transferazy, nalezy dogtebnie zbadac ten molekularny mechanizm.

Stowa kluczowe: metformina / SKOV-3 / rak jajnika / proliferacja / O-GlcNAcylacja

Abstract

Objectives: The aim of the study was to evaluate the cytotoxic effect of metformin on the ovarian cancer cells
SKOV-3 and analyze the impact of this compound on the expression of genes coding for O-GlcNAc cycling enzy-
mes, i.e. O-GIcNAc transferase (OGT) and -N-acetylglucosaminidase (OGA).

Materials and methods: Viability and proliferation of control cells and cells treated with metformin were evaluated
by MTT test and trypan blue staining. OGT and OGA mRNA expressions analysis was performed using real-time
PCR method.

Results: A metformin concentration-dependent decrease of SKOV-3 cell viability was observed. The IC50 parame-
ter for metformin cytotoxicity was 14 mM. The SKOV-3 cell doubling time was 45 hours. The cell population treated
with 10 mM metformin did not double even after 72 hours. There was no significant difference in mRNA level of
OGA between control cells and cells treated with metformin. The OGT mRNA level was significantly higher in cells
treated with metformin for 24 hours as compared to the control cells. The increase of OGT mRNA was dependent
on time of incubation. Cells treated with metformin for 48 hour showed higher expression of OGT than cells treated
for 24 hours.

Conclusion: Antiproliferative activity of metformin suggests that this compound may be considered as a candida-
te for potential chemotherapeutic agent. However, taking into account its impact on the expression of O-GlcNAc

transferase, further studies on the molecular mechanism of metformin action are necessary.

Key words: metformin / ovarian cancer / SKOV-3 / proliferation / O-GlcNAcylation

Wstep

Metformina zaliczana jest do doustnych lekéw przeciwcu-
krzycowych z grupy biguanidéw i jest stosowana w leczeniu
cukrzycy typu 2, na kazdym etapie rozwoju choroby. Hipogli-
kemiczne dzialanie metforminy zwiazane jest ze zmniejszeniem
wchtaniania glukozy w jelicie cienkim, zwigkszonym transpor-
tem glukozy do komdrek, hamowaniem glukoneogenezy oraz
obnizeniem stg¢zenia wolnych kwasow thuszczowych w osoczu.
Metformina wykazuje takze dziatanie przeciwmiazdzycowe, hi-
potensyjne oraz przeciwnowotworowe [1, 2].

U o0s6b chorujacych na cukrzyceg obserwuje si¢ wzrost ryzy-
ka zachorowania na wiele nowotwordéw, w tym na raka watroby,
trzustki, nerek, zotadka, jelita grubego, endometrium, raka szyjki
macicy, piersi oraz jajnika [3]. W 2005 roku Ewans i wspotpra-
cownicy [4] opublikowali wyniki badan kohortowych, przepro-
wadzonych z udziatlem pacjentdéw z rozpoznang cukrzyca typu
2 i jednoczesnie leczonych metformina. W grupie tej wykazano
zmniejszenie ryzyka zachorowania na choroby nowotworowe
(iloraz szans 0,79) w poréwnaniu z grupg pacjentdw cierpiacych
na cukrzyceg typu 2, u ktorych nigdy nie stosowano metforminy.
Badania publikowane przez kolejne zespoty badawcze potwier-
dzity, ze dlugotrwate leczenie metforming zmniejsza ryzyko roz-
WOoju nowotworow piersi, prostaty i trzustki oraz obniza $mier-
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telnos¢ zwigzang z tymi chorobami [5-10]. Wykazano takze, ze
ponad 50% pacjentek z rakiem jajnika, u ktérych stosowano met-
forming w leczeniu cukrzycy typu 2 charakteryzowato si¢ ponad
5-letnim okresem przezycia bez progresji nowotworu, podczas
gdy w grupie pacjentek, ktére nie chorowaly na cukrzyce oraz
tych, ktére w czasie terapii cukrzycy typu 2 nie przyjmowaly
metforminy tak dtugi okres przezycia bez progresji choroby no-
wotworowej dotyczyt odpowiednio 23% i 8% kobiet [11]. Kumar
i wspolpracownicy w 2012 roku rowniez wykazali, ze stosowanie
metforminy wptywa korzystnie na czas przezycia pacjentek z ra-
kiem jajnika [12].

Molekularne mechanizmy antynowotworowego dziatania
metforminy nie sa jeszcze calkowicie poznane, niemniej na pod-
stawie badan in vitro oraz in vivo, sugeruje si¢ udzial metforminy
w aktywacji szlaku przekazywania sygnatu komérkowego LKB1/
AMPK z udziatem kinazy tyrozynowej (LKBI1, ang. liver kinase
Bl) i kinazy biatkowej aktywowanej adenozynomonofosfora-
nem(AMPK, ang. adenosine monophosphate—activated protein
kinase) oraz hamowanie szlaku kinazy biatkowej treoninowo-se-
rynowej TOR (tzw. cel rapamycyny u ssakéw) i w konsekwencji
zahamowanie tempa wzrostu i proliferacji komorek zmienionych
nowotworowo [13, 14]. Kolejnym sugerowanym mechanizmem
jest hamowanie przez metforming transformacji komoérkowe;j
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w odniesieniu do nowotworowych komodrek macierzystych, kto-
re oporne sg na dziatanie niektorych chemioterapeutykow [15].

O-GlcNAcylacja jest modyfikacja potranslacyjng biatek,
ktdra polega na przylaczeniu do seryny lub treoniny, wigzaniem
O-glikozydowym (O-GlcNAc), pojedynczych reszt N-acetylo-
glukozoaminy [16]. b-N-acetyloglukozaminylotransferaza UD-
P-N-acetyloglukozamina: biatko (O-GlcNAc transferaza, OGT)
jest jedynym enzymem odpowiedzialnym za katalityczne przyta-
czenie b-N-acetylo-D-glukozaminy do grupy hydroksylowej se-
ryny lub treoniny biatka. Natomiast enzymem usuwajacym reszty
O-GlcNAc z bialek jest b-N-acetylo-D-glukozaminidaza (OGA)
[17].

Istnieje szereg doniesien sugerujacych zwiazek pomigdzy
wzrostem stopnia O-glikozylacji biatek komorkowych a cukrzy-
ca typu 2, ktdra cechuje si¢ hiperglikemia polaczona z oporno-
$cig na insuling. Sugeruje si¢, ze w opornosci na insuling duza
rol¢ moze odgrywaé szlak biosyntezy heksozamin, ktérego
konicowym produktem jest przede wszystkim UDP-N-acetylo-
glukozamina (UDP-GIcNAc) bedaca substratem dla O-GlcNAc
transferazy [18, 19]. O-GlcNAcylacja odgrywa takze wazng rolg
w procesach zwigzanych z nowotworzeniem, takich jak metabo-
lizm, transkrypcja, regulacja cyklu komorkowego i reorganizacja
cytoszkieletu [20]. Wzrost ekspresji OGT oraz O-GlcNAcylacji
biatek jest rowniez charakterystyczny dla wielu typdw nowotwo-
réw, w tym raka piersi, prostaty i jelita grubego [21]. W zwiazku
z powyzszym, proces O-GlcNAcylacji wydaje si¢ by¢ moleku-
larnym ogniwem taczacym proces nowotworzenia oraz cukrzy-
c¢ typu 2. Stad tak interesujacym wydaje si¢ okreslenie wpltywu
dziatajacej hipoglikemicznie metforminy na proces O-GlcNAcy-
lacji i proliferacje komoérek raka jajnika.

Cel pracy

Celem pracy byla analiza wptywu metforminy na prolife-
racj¢ komorek raka jajnika linii SKOV-3 oraz ekspresj¢ genow,
kodujacych biatka zaangazowane w proces O-GlcNAcylacji —
O-GlcNAc transferazy (OGT) i B N-acetylo-D-glukozaminidazy
(0G4)

Materiat i metody

Hodowla komorkowa

Linia komoérkowa raka jajnika SKOV-3 zakupiona zostata
w American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA).
Hodowlg¢ prowadzono standardowsa technika jednowarstwowych
kultur, az do osiagniecia pdznej fazy wzrostu logarytmicznego.
Wykorzystywano sterylne polistyrenowe naczynia firmy Nunc
(Dania) oraz podtoze wzrostowe — RPMI 1640 (Immunig, Pol-
ska) wzbogacone o 10% bydlgca surowicg ptodowa (Cambrex,
Bazylea, Szwajcaria). Do podtoza dodawano réwniez mieszaning
antybiotykow - streptomycyna (10 U/ml)/penicylina (50 pg/ml).
Hodowlg prowadzono w temperaturze 37°C, atmosferze 5% CO,
i 100% wilgotnosci wzglednej i rutynowo sprawdzano na obec-
nos¢ zakazenia mykoplazma (Mycoplasma sp.). Komorki pasa-
zowano po zapetnieniu okoto 80 - 90% powierzchni naczynia.

Spektrofotometryczne oznaczanie przezywalnosci komorek
po dzialaniu metforminy

Przezywalno$¢ komorek linii SKOV-3 po dziataniu metfor-
miny (Sigma-Aldrich, USA), oznaczano metoda spektrofotome-
tryczna [22] na plytkach 96-dotkowych.
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Zasada metody jest pomiar redukcji bromku 3-(4,5-dime-
tylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego (MTT) (Sigma
-Aldrich, USA) do barwnego (niebieskiego) formazanu. Reakcje¢
te¢ przeprowadzaja oksydoreduktazy wyltacznie w aktywnych
mitochondriach zywych komoérek. Za pomocg programu kom-
puterowego ED50plus v1.0 (http://www.free-downloads-center.
com/download/ed50plus-v1-0-2434.html) wyznaczono parametr
IC,,, czyli stezenie leku, ktére powoduje spadek przezywalnosci
komorek o 50% w stosunku do kontroli (komorki nie traktowa-
ne lekiem). Badane komorki nanoszono na 96—dotkowsa plytke
w liczbie 1x10* komorek/dotek w 100 ml podtoza wzrostowego
i hodowano 24 godziny we wczesniej opisanych warunkach ho-
dowli. Po tym czasie do komorek dodawano metforming w wy-
branym zakresie stgzen (1-35 mM) na okres 72 godzin. Po upty-
wie 72 godzin z ptytek usuwano podloze wzrostowe, a do komo-
rek dodawano roztwor MTT o stezeniu 0,5 mg/ml w ilosci 50 ml
na dotek i inkubowano przez 4 godziny w warunkach hodowli.
Nastepnie usuwano MTT, a niebieskie krysztatki formazanu roz-
puszczano w roztworze DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) (Sigma
-Aldrich USA). Absorbancj¢ prob okreslano za pomoca czytnika
spektrofotometrycznego (Awareness, USA), przy dlugosci fali
pomiaru A = 580 nm i dlugosci fali referencyjnej A = 720 nm.
Wplyw metforminy na przezywalno$¢ analizowano w czterech
niezaleznych eksperymentach, z ktérych kazdy obejmowat sze$¢
powtdrzen dla danego st¢zenia badanego zwiazku.

Okreslanie tempa proliferacji komorek

Zywotno$é komorek oceniano stosujac metode barwienia
biekitem trypanu [23]. Btona komérek nieuszkodzonych jest nie-
przenikalna dla biekitu trypanu, co umozliwia rozréznienie ko-
morek zywych, niezabarwionych, od martwych, zabarwionych na
ciemnoniebiesko. Komorki wysiewano na szalki Petriego w ilo-
$ci 20x10* komorek/szalke. Po 24 godzinach od wysiania (czas
potrzebny komérkom do osiagniecia logarytmicznej fazy wzro-
stu) do czesci szalek dodawano metforming o stezeniu 10 mM.
Zmiany w szybkosci proliferacji komoérek kontrolnych i podda-
nych dziataniu metforminy badano po czasie 24—72 godzin. 4%
roztwor blekitu trypanu dodawano do zawiesiny komorek w sto-
sunku 1:1. Tak przygotowana mieszaning nanoszono na komore
Thoma i liczono wszystkie zywe komoérki. Wptyw metforminy na
przezywalnosc¢ i proliferacje komorek raka jajnika linii SKOV-3
analizowano w trzech niezaleznych eksperymentach.

Izolowanie RNA i synteza cDNA

Komorki raka jajnika linii SKOV-3 uzyskane z trzech nieza-
leznych eksperymentdw majacych na celu oceng wptywu metfor-
miny na ich przezywalnos¢ i proliferacje przemywano zimnym
roztworem PBS (ang. phosphate buffered saline), a nastgpnie
przechowywano w temp. -20°C do czasu izolowania RNA. Cat-
kowity RNA izolowano przy uzyciu odczynnika TRI Reagent
(Sigma-Aldrich, USA) zgodnie z zaleceniami producenta. Czy-
stos¢ otrzymanych preparatéw RNA okreslano metoda spektro-
fotometryczng poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 260
nm i 280 nm. Przyjetym kryterium czystosci RNA byta wartos¢
A, /A, mieszczaca si¢ w granicach 1,8-2,0. Reakcj¢ odwrotnej
transkrypcji przeprowadzano przy uzyciu zestawu High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, USA) zgod-
nie z zaleceniami producenta. cDNA przechowywano w temp.
-20°C.
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Analiza ilosciowa produktu amplifikacji w czasie
rzeczywistym — reakcja real-time PCR

Otrzymany cDNA stanowit matryc¢ w reakcji real-time PCR
dla oznaczenia liczby kopii mRNA dla genéw OGT i OGA. Uzy-
ta mieszanina reakcyjna zawierata: 1 pl cDNA, 5 ul TagMan®
Universal PCR MasterMix (Life Technologies, USA), 0,5 ul 20x
TagMan® Gene Expression Assays (Life Technologies, USA)
i 3,5 ml H,O. Reakcj¢ real-time PCR prowadzono w urzadze-
niu Mastercycler®ep realplex (Eppendorf, Niemcy). Poczatko-
wa ilo$¢ matrycy wyznaczana bylta na podstawie parametru Ct
(teoretyczny numer cyklu, przy ktorym wartos¢ fluorescencji
jest wyzsza niz przyjeta arbitralnie wartos¢ graniczna). Pomiar
wartosci Ct wykonano w dwodch powtdrzeniach, jako gen refe-
rencyjny wykorzystano HPRT! (ang. hypoxanthine phospho-
ribosyltransferase 1). Do badan zastosowano nastgpujace son-
dy TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems,
USA): OGT - Hs00269228, OGA - Hs00201970 ml, HPRTI -
Hs02800695 ml.

Analiza statystyczna

Dane zostaly wyrazone jako $rednia +£ SD. Oceng¢ normal-
nosci rozktadéw badanych zmiennych wykonano testem Shapiro
-Wilka a homogenno$¢ wariancji oszacowano testem Levene’a.
W celu wskazania réznic istotnych statystycznie pomigdzy bada-
nymi zmiennymi wykonano wieloczynnikowsq analize wariancji
(ANOVA) oraz zastosowano test Tukeya jako analiz¢ post-hoc.
Za statystycznie istotng przyjeto wartos¢ p<0,05. Obliczenia sta-
tystyczne wykonywano przy zastosowaniu programu STATISTI-
CA ver.11 (StatSoft, Polska).

Wyniki
Ocena cytotoksycznosci metforminy oraz jej wplywu na
poziom proliferacji komorek raka jajnika

W celu okreslenia wplywu metforminy na przezywalnosé
komorek raka jajnika linii SKOV-3 zastosowano test MTT.
Wykazano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia metforminy w zakresie
5-35 mM spada przezywalnos¢ badanych komorek (p<0,05;
Rycina 1). Cytotoksycznos¢ metforminy zostala okreslona na
podstawie parametru IC50, ktory dla badanych komorek linii
SKOV-3 wyniést 14 mM. W dalszych badaniach stosowano
roztwor metforminy o stgzeniu 10 mM, w ktérym przezywalnos¢
badanych komorek raka jajnika wynosita 60% wzglgdem komorek
nietraktowanych metforming. Zgodnie z danymi literaturowymi
stgzenie to odpowiada dawce metforminy stosowanej w leczeniu
cukrzycy typu 2 [24]. W toku dalszych analiz okreslono rowniez
wplyw metforminy na proliferacj¢ badanych komérek. (Rycina 2).

Czas podwojenia komoérek kontrolnych linii SKOV-3 wynosit
45 godzin [25], natomiast w przypadku prob traktowanych 10
mM roztworem metforminy nie uzyskano efektu podwojenia
liczby komoérek nawet po 72 godzinach. Réznice w szybkosci
proliferacji komoérek raka jajnika traktowanych badanym
zwigzkiem oraz komorek kontrolnych, niepoddanych dziataniu
metforminy, byty istotne statystycznie (p<0,05).

Wplyw metforminy na ekspresje genow kodujqcych biatka
zaangazowane w proces O-GlcNAcylacji (OGT i OGA)
w komorkach raka jajnika

Ekspresje gendow OGT i OGA na poziomie mRNA analizo-
wano w komorkach raka jajnika linii SKOV-3 poddanych dziata-
niu roztworu metforminy o st¢zeniu 10 mM przez 24 1 48 godzin.
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% kontroli

Metformina [mV]

Rycina 1. Przezywalno$¢ komorek raka jajnika linii SKOV-3 po 72 godz. inkubacji
z metforming. N=4 niezaleznych do$wiadczen (kazde w 6 powtorzeniach).

*p<0,05 rdznice istotne statystycznie pomigdzy probami traktowanymi lekiem i nie
traktowanymi lekiem, 100% - komorki kontrolne nie traktowane metforming.
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Rycina 1. Przezywalno$¢ komorek raka jajnika linii SKOV-3 po 72 godz. inkubacii
z metforming. N=4 niezaleznych do$wiadczen (kazde w 6 powtorzeniach).

*p<0,05 réznice istotne statystycznie pomiedzy prébami traktowanymi lekiem i nie
traktowanymi lekiem, 100% - komorki kontrolne nie traktowane metforming.

Jako kontrolg uzyto komorki nietraktowane roztworem metfor-
miny.

W przypadku ekspresji genu OGA nie stwierdzono zna-
miennych statystycznie zmian w zalezno$ci od czasu inkubacji.
Natomiast w przypadku genu OGT, stwierdzono, w poréwnaniu
z materialem kontrolnym, znamienny statystycznie wzrost eks-
presji juz po 24 godzinach (p<0,05), ktory utrzymywat si¢ takze
po 48 godzinach inkubacji (p<0,05). Stwierdzono réwniez istotny
statystycznie wzrost ekspresji OGT na poziomie mRNA w ko-
morkach inkubowanych z metforming 48 godzin w poréwnaniu
do komorek inkubowanych 24 godziny (p<0,01), (Rycina 3).

Dyskusja

Rak jajnika jest jedna z najczgstszych przyczyn zgondéw
wywotanych nowotworami ztosliwymi uktadu rozrodczego ko-
biet [26]. Ze wzgledu na niespecyficzno$¢ objawow oraz brak
dostatecznie czutych i swoistych metod diagnostycznych i prze-
siewowych, wykrywane przypadki raka jajnika charakteryzuja
si¢ wysokim stopniem zaawansowania, co znacznie ogranicza
skutecznos¢ terapii i prowadzi do wzrostu $miertelnosci [26, 27].
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Rycina 3. Wzgledna ekspresja OGT i OGA mRNA w komérkach raka jajnika po
traktowaniu metforming (10mM) w czasie 24 i 48 godzin. K- komorki kontrolne nie
traktowane metforming, M — komorki traktowane metforming. p<0,05 réznice istotne
statystycznie.

Ze wzgledu na rosnaca liczbg doniesien $wiadczacych
0 przeciwnowotworowej aktywnos$ci metforminy, celem prowa-
dzonych badan byta analiza wptywu tego zwiazku na przezywal-
nos¢ i proliferacj¢ komorek raka jajnika linii SKOV-3. Zaréwno
w przypadku cukrzycy typu 2, jak i w procesie nowotworzenia
obserwuje si¢ zaburzenia O-GlcNAcylacji biatek komorkowych
[28,29]. W zwiazku z powyzszym kolejnym celem badan byta
analiza wptywu metforminy na ekspresj¢ na poziomie mRNA
genow OGT i OGA, kodujacych enzymy regulujace poziom O-
GlcNAcylacji.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, ze metfor-
mina w sposob zalezny od dawki obniza przezywalnos¢ oraz ha-
muje proliferacj¢ komorek raka jajnika linii SKOV-3. Otrzymane
wyniki zgodne sg z danymi literaturowymi. Badania prowadzo-
ne na roznych liniach komoérkowych raka jajnika dowiodly, ze
metformina hamuje proliferacj¢ i migracj¢ komorek raka jajnika
w warunkach in vitro [30-33]. Ponadto wykazano, ze w warun-
kach in vivo badany zwiazek hamuje przerzutowanie raka jajnika
do pluc, jelita cienkiego i watroby, a takze ogranicza naciekanie
makrofagdéw oraz tworzenie nowych naczyn krwiono$nych w ob-
rebie guza nowotworowego [31]. W komorkach raka jajnika linii
OVOCAR-3 i OVOCAR-4 traktowanych metforming obserwo-
wano wzrost ekspresji biatek proapoptotycznych Bax i Bad oraz
spadek poziomu biatek antyapoptotycznych Bcl-2 i Bel-xL, co
prowadzito do indukcji apoptozy oraz zatrzymania cyklu komor-
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kowego w fazie S i G2/M [34]. Wykazano réwniez, ze metformi-
na moze indukowa¢ wzrost komdrkowego i mitochondrialnego
poziomu reaktywnych form tlenu, co wynika najprawdopodob-
niej z inhibicji kompleksu I fancucha oddechowego i prowadzi¢
do apoptozy. Jednakze doktadny mechanizm tego zjawiska nie
zostat wyjasniony [35].

W niniejszej pracy analiza wplywu metforminy na ekspre-
sj¢ genow, kodujacych biatka regulujace proces O-GIlcNAcylacji
wykazata, ze badany zwiazek powoduje wzrost ekspresji OGT,
nie wplywa za$ na poziom ekspresji OGA. Przeprowadzone przez
nas badania sa wedtug naszej wiedzy pierwszymi, w ktorych ana-
lizowano wplyw metforminy na ekspresj¢ OGT i OGA w komor-
kach raka jajnika. Ponadto brak jest jakichkolwiek danych litera-
turowych na temat ekspresji OGA zaréwno w liniach komdrko-
wych, jak i preparatach tkankowych raka jajnika. Ekspresj¢ OGT
na poziomie mRNA i biatka oraz catkowity poziom O-GlcNAcy-
lacji analizowano w komorkach raka jajnika linii SKOV-3, OVO-
CAR3, HO-8910 i HO-8910PM. W badaniach tych wykazano,
ze ekspresja OGT na poziomie mRNA w komoérkach SKOVO-3
wydaje si¢ by¢ wyzsza niz w komdérkach OVOCAR3 i HO-8910,
ale w porownaniu do komdrek linii HO-8910PM jest znacznie
nizsza. Poziom O-GIcNAcylacji biatek komdrkowych byt skore-
lowany z ekspresja OGT [36]. Wzrost poziomu O-GlcNAcylacji
biatek w wyniku zastosowania inhibitoréow OGA skorelowany
byt ze wzrostem zdolnosci wyzej wymienionych komoérek raka
jajnika do migracji i spadkiem ekspresji E-kadheryny [29]. Jak
wykazano w badaniach na komdrkach neuroblastomy linii Neu-
ro-2a, wzrost poziomu OGT moze by¢ wynikiem aktywacji przez
metforming szlaku AMPK [35]. Kinaza AMPK reguluje procesy
zwigzane z metabolizmem glukozy i lipidow oraz pelni istotng
rol¢ w odpowiedzi na stres metaboliczny [36]. W wyniku akty-
wacji szlaku AMPK przez metforming w komorkach raka jajnika
obserwowano 1) zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1 na
skutek obnizenia ekspresji cykliny D1 i wzrostu poziomu biatka
p21 oraz 2) zahamowanie wzrostu komorki, ograniczenie proce-
su translacji biatek i biosyntezy lipidow na skutek zahamowania
aktywnosci mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) [33].

W zwigzku z powyzszym konieczne sg dalsze badania maja-
ce na celu wyjasnienie zaleznosci pomigdzy wzrostem poziomu
OGT i O-GlcNAcylacji biatek a aktywnoscig kinazy AMPK na
skutek dziatania metforminy.

Whioski

Biorac pod uwagg wyniki przeprowadzonych badan, stwier-
dzi¢ nalezy, ze metformina z uwagi na jej antyproliferacyjne dzia-
fanie moze by¢ rozpatrywana jako potencjalny chemioterapeu-
tyk, niemniej z uwagi na fakt, iz zmienia ona ekspresj¢ jednego
z dwoch enzymdéw odpowiedzialnych za proces O-glikozylacji
biatek — O-GIcNAc transferazy, nalezy dogtebnie zbadac ten mo-
lekularny mechanizm.
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