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Molekularne mechanizmy dzialania progesteronu i selektywnego modulatora receptora

progesteronowego w mieSniakach macicy

Migéniaki macicy s3a najczestszymi tagodnymi nowotworami zenskich narzadow
ptciowych wystepujacymi gtownie u kobiet w wieku rozrodczym. Progesteron jest silnym
aktywatorem wzrostu, syntezy oraz akumulacji macierzy zewnatrzkomorkowej migsniakow
macicy. Selektywny modulator receptora progesteronowego octan uliprystalu ma udowodniong
skuteczno$¢ kliniczng w leczeniu tych guzéw, jednak molekularne mechanizmy jego dziatania

pozostaja niejasne.

Celem pracy byto zbadanie mechanizméw molekularnych dziatania octanu uliprystalu
w mig$niakach macicy oraz tego, jak r6zni si¢ on od indukowanej przez progesteron aktywacji
kaskad sygnalizacyjnych zaangazowanych w syntez¢ 1 odkladanie si¢ macierzy
zewnatrzkomorkowej. Ostatecznym celem bylo poznanie mechanizméw wyjasniajacych

terapeutyczny wplyw octanu uliprystalu na wzrost migsniakéw macicy.

W badaniu przeanalizowano probki mig$niakow macicy od pacjentek leczonych
(n=100) 1 nieleczonych (n=150) octanem uliprystalu oraz prawidlowej mi¢snidwki macicy
(n=100) jako grupy kontrolnej, pod katem indukowanej przez progesteron aktywacji kaskad
sygnalizacyjnych zaangazowanych w syntez¢ i odkladanie macierzy zewnatrzkomorkowe;j

w mig¢$niakach macicy.

Leczenie progesteronem aktywowato zlozone szlaki sygnalizacyjne transformujacego
czynnika wzrostu B (TGF-)/SMAD3 oraz stymulowato proliferacj¢/wzrost i przebudowe
macierzy zewnatrzkomorkowej w migéniakach macicy poprzez selektywne zwigkszanie
ekspresji SMAD3, TGF-BRI/II, RhoA, VEGF, podczas gdy octan uliprystalu wywotywat

adekwatnie przeciwne efekty hamujace.

Te dwa odrebne funkcjonalnie antagonizujace si¢ mechanizmy dziatania progesteronu
1 octanu uliprystalu moga wyjasnia¢ jego terapeutyczne dziatania hamujace
na proliferacj¢/wzrost mig$niakéw macicy. Moze to by¢ bardzo istotne w dalszej pracy nad

nowa, ulepszong strategia leczenia mig¢$niakdw macicy za pomocg octanu uliprystalu.



STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wstep

Migéniaki macicy s3a najczestszymi tagodnymi nowotworami zenskich narzadow
ptciowych wystepujacymi gtéwnie u kobiet w wieku rozrodczym. Ze wzglgdu na objawy
kliniczne tj. bdle podbrzusza, nadmierne krwawienia miesigczkowe i1 anemi¢ s3 one
najczestszym wskazaniem do usunig¢cia macicy na $wiecie. Migéniaki majg negatywny wplyw
na implantacj¢ zarodka w macicy 1 zwigkszaja ryzyko poronienia przyczyniajac si¢
do nieptodnosci. Wzrost migéniakow macicy jest zalezny miedzy innymi od jajnikowych
hormonéw steroidowych, progesteronu i estradiolu. Progesteron poprzez swoje receptory moze
regulowac¢ proliferacj¢, apoptoze oraz akumulacje macierzy zewnatrzkomoérkowej. Jednak dane
dotyczace patogenezy tych nowotworow w dostepnym pis$miennictwie medycznym sg wcigz
niejasne, w wyniku czego brak jest skutecznej 1 nieinwazyjnej metody leczenia.
Obecnie, jednymi z najbardziej obiecujacych i skutecznych lekéw sg selektywne modulatory
receptora progesteronowego, w tym octan uliprystalu, ktéry zmniejsza objawy kliniczne
zwigzane z bdélem i1 krwawieniami miesigczkowymi, ale takze zmniejsza objetos¢ guza.
Patogeneza, a takze doktadne mechanizmy dziatania progesteronu i octanu uliprystalu w tych

nowotworach nie sg do konca poznane i wymagaja dalszych analiz.
Cel

Celem pracy byto zbadanie mechanizmow molekularnych lezacych u podstaw dzialania
octanu uliprystalu w migsniakach macicy oraz tego, jak ro6znig si¢ one od indukowanej
progesteronem aktywacji kaskad sygnalizacyjnych zaangazowanych w synteze i odktadanie si¢
macierzy zewnatrzkomorkowej. Celem byto rowniez zbadanie mechanizméw wyjasniajacych

terapeutyczne dzialanie octanu uliprystalu w kontroli wzrostu mig¢éniakoéw macicy.
Materialy i metody

W badaniu przeanalizowano 250 tkanek migsniakéw macicy. Prébki pobrano
bezposrednio po zabiegu operacyjnym od kobiet nieleczonych (n=100) oraz od kobiet
leczonych (n=150) octanem uliprystalu przed zabiegiem. Terapia przedoperacyjna octanem
uliprystalu trwala 3 miesigce w dawce 5 mg/dobe. Grupe kontrolng stanowita prawidtowa
mig$nidwka macicy (n=100). Dodatkowo przeprowadzono eksperymenty na pierwotnych
hodowlach komoérkowych migéniakéw macicy (n=30) oraz na hodowlach eksplantow

mig$niakow (n=30) i prawidlowej mig$nidowki macicy (n=30). Hodowle komodrkowe oraz



tkankowe byly eksponowane na octan uliprystalu, progesteron, inhibitor SMAD3, inhibitor
TGF-BRI/II, VEGF, IL-6 i ich kombinacje. Poziom ekspresji genow zbadano przy uzyciu
metody RT-PCR. Do  okre$lenia  lokalizacji  biatek  wykorzystano = metody
immunocytochemiczne 1 immunohistochemiczne. Metoda ELISA zmierzono st¢zenie

produkowanych biatek. Zywotno$¢ komoérek oceniano za pomocg metod kolorymetrycznych.
Wyniki

W mieéniakach macicy stwierdzono wysoka ekspresje jadrowego receptora
progesteronowego, receptorow blonowych o, B i y oraz skladnika btonowego receptora
progesteronu 1 (PGRMCI). Leczenie octanem uliprystalu obnizato ekspresje wszystkich
analizowanych receptoréw na poziomie mRNA i biatka, z wyjatkiem receptora jadrowego oraz
PGRMC2. Progesteron znaczaco stymulowal, podczas gdy octan uliprystalu hamowat
zywotno$¢ komorek miesniakoéw macicy in vitro. Leczenie octanem uliprystalu odwracato
efekty dziatania progesteronu. Octan uliprystalu, jak i progesteron regulowat szlak sygnalowy
TGF-B w migs$niakach macicy. Blokowanie receptorow TGF-f§ wzmacniato dziatanie octanu
uliprystalu, podczas gdy inhibitor SMAD3 silnie hamowal dziatanie progesteronu
w mig$niakach macicy. Octan uliprystalu hamowat translokacje jadrowa SMAD?3. Progesteron
znaczaco podwyzszyt ekspresje VEGF, IL-6 i RhOA w migsniakach macicy. Ponadto, inhibitor

SMAD3 wzmacnial dzialanie octanu uliprystalu na komorki migsniakéw macicy in vitro.
Whioski

Podsumowujac, powyzsze badania wilasne dostarczyly nowych funkcjonalnych
dowoddéw na dwa rézne mechanizmy dziatania, gdzie progesteron aktywowat szlak sygnatowy
TGF-B/SMAD3 i stymulowal proliferacje, wzrost 1 przebudowg macierzy
zewnatrzkomorkowej w mig$niakach macicy. Octan uliprystalu wykazat nowe przeciwstawne
dziatanie na proliferacj¢ 1 wzrost mig¢$niakdow macicy oraz akumulacje macierzy
zewnatrzkomoérkowej poprzez szlak sygnatowy TGF-B/SMAD3, a mianowicie dzialajac
negatywnie poprzez SMAD3, TGF-BRI/II, RhoA i VEGF. Potencjalne nowe strategie
terapeutyczne taczace octan uliprystalu z bezposrednim badz posrednim celowaniem w macierz
zewnatrzkomérkowa moga by¢ skuteczniejsza 1 korzystniejsza strategia leczenia migsniakow
macicy. Taka terapia miataby na celu zahamowania ich wzrostu i proliferacji, a takze

zablokowania syntezy i akumulacji macierzy zewnatrzkomoérkowe;.
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STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Molecular mechanisms of progesterone and selective progesterone receptor

modulator action in uterine leiomyomas

Introduction

Uterine leiomyomas (ULs) are the most common benign tumors of the female genital
tract mainly affecting women in reproductive age. Due to clinical symptoms like lower
abdominal pain, excessive menstrual bleeding and anemia, they are the most common
indication for hysterectomy worldwide. ULs may cause impaired embryo implantation,
recurrent pregnancy loss or infertility. ULs growth is dependent on the ovarian steroid
hormones, progesterone and estradiol. Progesterone through its receptors can regulate
the proliferation, apoptosis and accumulation of the extracellular matrix. However, data
on the pathogenesis of these tumors in the available medical literature are still obscure, which
cause a lack of effective and non-invasive medical treatment. At present, among the most
promising and effective drugs for ULs are the selective progesterone receptor modulator, such
as ulipristal acetate (UA) reduces the clinical symptoms associated with pain and metrorrhagia,
but also shrinks significantly the tumor volume. The pathogenesis and precise mechanisms
of progesterone and UA action in these tumors are not fully understood and require further

analysis.
Objective

This laboratory-based study investigated the molecular mechanisms underlying
the action of UA, as well as its distinct effects from the progesterone-induced activation
of the signaling cascades involved in uterine leiomyomas in the deposition and growth
of extracellular matrix. Among other aims, the mechanisms that explain the therapeutic effects

of ulipristal acetate in the control of uterine leiomyomas growth were additionally investigated.
Materials and methods

This study analyzed n=250 ULs tissues. Samples were obtained immediately after
surgery from untreated women (n=100) and from women treated with ulipristal acetate before
the surgery. Pre-operative therapy with ulipristal acetate lasted 3 months at a dose of 5 mg/day.
The control group was normal myometrium (n=100). In addition, experiments were performed

on primary ULs cell cultures (n=30) and on ULs (n=30) and normal myometrium explants
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cultures (n=30). Cell and tissue cultures were exposed to ulipristal acetate, progesterone,
SMAD?3 inhibitor, PGRMCI inhibitor, TGF-BRI/II inhibitor, VEGF, IL-6 and combinations
thereof. The level of gene expression was examined using the RT-PCR method.
Immunocytochemical and immunohistochemical methods were used to determine the protein
localization. The concentration of produced proteins was measured by ELISA. Cell viability

was assessed by colorimetric methods.
Results

Up-regulated expression of nuclear progesterone receptor, membrane receptors a, f3, y
and membrane component of progesterone receptor 1 (PGRMCI1) was found in ULs.
Treatment with ulipristal acetate decreased the expression of all analyzed receptors at the levels
of mRNA and protein, except for the nuclear receptor and PGRMC2. In vitro treatment with
progesterone significantly stimulated, whereas UA inhibited the viability of Us primary cells.
In addition, treatment with UA reversed the effects of progesterone. Treatment with both
UA and progesterone regulated the TGF-f signaling pathway in ULs. Inhibition of TGF-j3
receptors enhanced the effects of UA, while the SMAD3 inhibitor strongly abolished the effects
of progesterone in Uls. Moreover, UA inhibited of the SMAD3 nuclear translocation.
Progesterone significantly increased the expression of VEGF, IL-6, RhOA and COL1Al
in these tumors. In addition, SMAD?3 inhibitor enhanced the UA effect on Uls cells in vitro.

Conclusion

Taken together, our data provided novel mechanistic insights into two distinct
mechanisms of action, where P4 activated the TGF-B/SMAD3 signaling pathway
and stimulated proliferation/growth and ECM remodeling in Uls. On the contrary, UA showed
the novel opposite effects on the Uls proliferation/growth or ECM accumulations through
TGF-B/SMAD3 signaling pathway, namely acting negatively through SMAD3, TGF-BRI/II,
RhoA and VEGF. Potential novel therapeutic approaches combining UA with direct/indirect
ECM targeting could be a more effective treatment strategy for Uls to inhibit their growth

and proliferation, as well as to block the ECM synthesis and accumulation.

12



WYKAZ SKROTOW

a-SMA — aktyna mig$ni gtadkich a

BMI - indeks masy ciata

C — kontrola (nieleczone migsniaki macicy)

ECM — macierz pozakomorkowa

EGF — nablonkowy czynnik wzrostu

EGFR - receptor nabtonkowego czynnika wzrostu

EMA — Europejska Agencja Lekéw

FGF2 — czynnik wzrostu fibroblastow 2

GnRH — gonadoliberyna

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IFN-B1, interferon 1

IL-1pB — interleukina 1

IL-6 — interleukina 6

IL-6R — receptor interleukiny 6

IL-24 — interleukina 24

iISMAD3 — inhibitor SMAD3

iTGF-BRI/II — TGF-P receptor I/II inhibitor

JAK/STAT - kinaza Janus/przetwornik sygnatu i aktywator transkrypcji
L — mig$niak macicy

LNG —IUD — wktadka wewnatrzmaciczna uwalniajgca lewonorgestrel

M — prawidtowa mig$niowka macicy
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MAPK - kinazy aktywowane mitogenami

MMP — metaloproteinazy

mPRa, blonowy receptor progesteronowy o

mPRf}, blonowy receptor progesteronowy 3

mPRy, blonowy receptor progesteronowy y

MRgFUS — zogniskowane ultradzwigki sterowane obrazowaniem rezonansem magnetycznym
NT-L — nieleczone mig$niaki macicy

P4 — progesteron

P4-L — mig$niaki macicy leczone progesteronem

PCNA - antygen jadrowy komorek proliferujacych

PDGF — ptytkopochodny czynnik wzrostu

PGR - jadrowy receptor progesteronowy

PGRA - podjednostka A jadrowego receptora progesteronowego
PGRB - podjednostka B jadrowego receptora progesteronowego
PGRMCI1 — komponent btonowy receptora progesteronowego 1
PGRMC2 — komponent blonowy receptora progesteronowego 2
PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

pPSMAD3 — fosforylowany SMAD3

TGF- — transformujacy czynnik wzrostu f3

TGF-B1 — transformujacy czynnik wzrostu f 1

TGF-B3 — transformujacy czynnik wzrostu f3 3

TGF-BR1 — receptor 1 transformujacego czynnika wzrostu 3

TGF-BR2 — receptor 2 transformujacego czynnika wzrostu 3
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TIMP — tkanowe inhibitory metoloproteinaz

TNF-a — czynnik martwicy nowotworu o

UA — octan uliprystalu

UA-L — mig¢sniaki leczone octanem uliprystalu

UAE — embolizacja tetnic macicznych

VEGF — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego
VEGFA — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego A
VEGFB - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego B
VEGFC — czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego C

VEGFR2 — receptor 2 czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego
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1.

WSTEP

1.1. Migéniaki macicy — wprowadzenie

Migéniaki macicy sg najczestszymi tagodnymi nowotworami zenskich
narzadéw piciowych [1]. Guzy te sa zbudowane z komorek migsni gladkich, tkanki
tacznej oraz nadmiernie akumulowanej macierzy zewnatrzkomoérkowej [2]. Mig$niaki
to guzy monoklonalne, rozwijajace si¢ z pojedynczej, zmienionej komorki migsnidowki
macicy, mig$niowki naczyn lub fibromioblastu [2]. Transformacja komorki
macierzystej prawidtowej migsnidéwki macicy nastepuje na skutek zmian genetycznych
oraz dziatania hormonéw steroidowych. Pod wplywem czynnikow $rodowiskowych
oraz biologicznych mediatoréw tj. czynnikéw profibrotycznych oraz angiogenezy
dochodzi do roznicowania komoérek w kierunku migéniaka macicy, a nastepnie
do uformowania guza [3].

Czestos¢ wystgpowania migsniakOw macicy jest bardzo zroéznicowana
w zaleznosci od wieku kobiet i badanej grupy: wzrasta wraz z wiekiem w okresie
rozrodczym, natomiast w okresie pomenopauzalnym guzy te najczesciej ulegaja atrofii
[1, 4].

Klinicznie rozpoznanie mi¢éniakow macicy mozna ustali¢ na podstawie
wywiadu i badania ginekologicznego oraz potwierdzi¢ w badaniu ultrasonograficznym
lub rezonansie magnetycznym. W badaniu ultrasonograficznym mig¢$niaki obrazujg si¢
zaréwno jako ogniska hipo- jak i hiperechogeniczne w zalezno$ci od zawarto$ci migsni
gladkich i tkanki tacznej w obrebie guza [5].

Migéniaki macicy czesto przebiegaja bezobjawowo, ale rowniez moga byc¢
przyczyna obfitych krwotocznych miesigczek, bolow w podbrzuszu, nieptodnosci,

poronien i porodow przedwczesnych [3, 6].

Obraz kliniczny

Migéniaki macicy sg klasyfikowane w zaleznosci od lokalizacji: podsurowicze
(wystajace poza macicg), $rodscienne (w migsnidwce macicy) 1 podsluzéwkowe
(wystajace do jamy macicy) (Rycina 1). Na objawy i mozliwos$ci leczenia ma wplyw
wielko$¢, liczba i1 lokalizacja guzéw [7]. Wiele mig$niakdw macicy przebiega

bezobjawowo. Najczgsciej sa one wtedy rozpoznawane przypadkowo podczas
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rutynowych badan wykonywanych z innych wskazan. Bezobjawowe mig$niaki nie
wymagaja leczenia ani czgstych kontroli [8, 9]. Jednakze, 30-40% pacjentek
doswiadcza uporczywych objawow klinicznych wymagajacych leczenia [10].
Najczestszym objawem klinicznym mig$niakdw macicy jest nieprawidtowe krwawienie
z macicy, zwykle obfite krwawienie miesigczkowe z pozniejszg anemia, ktdra moze
zagraza¢ zyciu [6, 11]. Duze mig$niaki moga rowniez powodowaé objawy uciskowe
na sgsiadujace struktury co prowadzi do dysfunkcji jelit i pecherza moczowego,
objawiajacej si¢ zaparciami, zwigkszonym parciem na mocz, zwigkszong czestoscig
oddawania moczu w ciggu dnia oraz nietrzymaniem moczu [12]. Pacjentki bardzo
czesto zglaszaja rowniez bolesne miesigczkowanie i bol w okolicy miednicy,

co negatywnie wplywa na jako$¢ zycia i uposledza codzienne czynnosci [13].

Nieptodno$¢ 1 nawracajace poronienia rowniez mogg by¢ objawami
mig$niakow, szczegbdlnie w przypadku mig$niakdéw podsluzéwkowych i §rodéciennych
znieksztatcajacych jame macicy [ 14, 15]. Migsniaki moga uposledzaé ptodno$¢ poprzez
kilka mozliwych mechanizméw, w tym: (1) zmian¢ miejscowej anatomii (anatomiczne
znieksztalcenie jamy macicy), z pdzniejszymi zmianami funkcji endometrium,
(2) zmiany czynno$ciowe, takie jak zwigkszona kurczliwo§¢ macicy i1 uposledzenie
ukrwienia endometrium i mig§niowki macicy oraz (3) zmiany w lokalnym $rodowisku
hormonalnym i 17arakrynny zmiany molekularne wywotane przez mig$niaki, ktore
moga uposledza¢ transport gamet i/lub zmniejszy¢ implantacje blastocysty [16-19].
Duze retrospektywne badanie kobiet z migéniakami macicy wykazalo istotnie
zwigkszone ryzyko cesarskiego cigcia w poroOwnaniu z grupg kontrolna, a takze wzrost
ryzyka ulozenia posladkowego, przedwczesnego pekniecia bton ptodowych, porodu
przed 37. Tygodniem cigzy oraz wewnatrzmacicznej $mierci ptodu z ograniczeniem
wzrostu [20]. Z tego powodu mig$niaki macicy u kobiet w ciazy sa wskazaniem
do wzmozonego nadzoru nad matka i plodem. W okresie poporodowym kobiety
z mig$niakami macicy sa bardziej narazone na krwotok poporodowy wtorny

do zwigkszonego ryzyka atonii macicy [21].
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Rycina 1. Typy migéniakéw macicy. Utworzono za pomocg BioRender.com.

1.1.2. Epidemiologia i czynniki ryzyka

Migéniaki macicy s3 to najczestsze lagodne nowotwory zenskich narzadow
ptciowych [1]. Czestos¢ wystepowania migsniakOw macicy jest bardzo zréznicowana.
W  badaniach epidemiologicznych obserwowano od 4,5% do 68,6% kobiet
z mig$niakami macicy [22]. Nie stwierdzono spdjnych powigzan miedzy czestosciag

wystepowania, a krajem/regionem, metodologia badania lub badang populacja [1, 22].

Wspolezynniki chorobowosci migéniakow macicy oscylowaty w szerokim
zakresie od 217 do 1348 przypadkow na 100 000 kobiet w badaniu California Teachers
Study oraz w badaniu Nurses’ Health Study II, w ktorych tylko 3% i 1% uczestniczek
bylo czarnoskorych [4, 23]. Natomiast w badaniu Black Women’s Health Study
wspotczynnik chorobowosci wynosit 3745 przypadkow na 100 000 kobiet [24, 25].

Analizy czynnikow ryzyka wykazaty, ze u czarnoskorych kobiet ryzyko rozwoju

migsniakOw macicy dwu-, trzykrotnie przewyzsza ryzyko rozwoju, w poréwnaniu
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do kobiet rasy biatej [4, 23, 26]. Istotnymi czynnikami ryzyka rozwoju migsniakow
macicy sg wiek powyzej 40 roku zycia, rodzinne wystepowanie migsniakdw macicy,
czas powyzej 5 lat od ostatniego porodu, okres pomenopauzalny, nadci$nienie tetnicze,
nadmierne spozywanie pokarmow oraz spozywanie mleka sojowego [23, 25, 27-30].
Palenie, zwtaszcza u kobiet z niskim wskaznikiem masy ciata (BMI, ang. Body Mass
Index), stosowanie antykoncepcji doustnej i domig$niowej oraz hormonalnej
wewnatrzmacicznej zmniejsza ryzyko rozwoju mieéniakoéw macicy (Rycina 2)

[29, 31, 32].

W skali calego $wiata migsniaki sg najczgstszym wskazaniem do usunigcia
macicy, czyli histerektomii. Rocznie z powodu mi¢$niakéw macicy tylko w samych
Stanach Zjednoczonych Ameryki wykonuje si¢ blisko 200 000 histerektomii
1 30 000 miomektomii [33].

Czynniki ryzyka Czynniki protekcyjne
miesniakéw macicy miesniakéw macicy
Rasa
afroamerykanska
Okres Palenie
przedmenopauzalny papieroséw

L

B
& -

Powyzej 5 lat Stosowanie
od ostatniego antykoncepgciji
porodu hormonalnej
W|_e k Nadciénienie
powyzej 40 tetnicze
roku zycia
2D
& -

e
——1

Nadmierne Wywiad
spozywanie rodzinny
pokarmow

Spozywanie
mleka sojowego

Rycina 2. Czynniki chronigce i czynniki ryzyka mig¢sniakow macicy. Utworzono

za pomocg BioRender.com.
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1.2. Patomorfologia mig¢$niakdw macicy

1.2.1. Budowa histologiczna

Migéniaki macicy s3 fagodnymi guzami pochodzenia monoklonalnego
zbudowanymi ze zmienionych komorek migéni gladkich, fibroblastow, naczyn
krwiono$nych oraz nadmiernie akumulowanej macierzy pozakomoérkowej zawierajacej
kolagen, fibronektyne i proteoglikany [34-37]. Budowa histologiczna mig$niakdéw roézni
si¢ skladem macierzy zewnatrzkomoérkowej, stosunkiem iloSci macierzy
zewnatrzkomérkowej do liczby komorek, aktywno$cia mitotyczng komorek,
obecnoscig atypii komdrkowej oraz zawartoscig dodatkowych elementow (np. komorki
thuszczowe) [38].

Komorki migsni gtadkich wchodzace w sktad guza przypominajg w badaniu
mikroskopowym prawidtowe komoérki migsnidowki macicy. Komorki te majg ksztatt
wrzecionowaty, wydtuzone jadra z matym jaderkiem, kwasochtonng cytoplazme
1 niewyrazne granice [39]. Komodrki budujace migsniaki uktadajg si¢ w wiazki
wzajemnie przeplatajace si¢ [39]. W komorkach prawidtowej mig$nidéwki macicy
podstawowym elementem kurczliwym sg miofibryle utozone w sposob regularny,
natomiast w komoérkach mie$niakach ich utozenie jest zdezorganizowane [40].

Dobrze unaczyniona tkanka taczna stanowi podscielisko mig$niakéw macicy.
Przestrzen pomigdzy komorkami wypelnia macierz pozakomorkowa, ktéra tworzy
rusztowanie utrzymujace strukture mig$niaka [41]. Skladniki macierzy wigzac
si¢ wzajemnie tworza mocng, elastyczng struktur¢ tkanki. Poprzez oddziatywania
komorka-macierz, modulowanie zewnatrzkomoérkowych sygnalow
oraz magazynowanie czynnikdéw wzrostu wywieraja wplyw na funkcjonowanie

otaczajacych komorek [41].
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1.2.2. Ultrastruktura mig$niakow macicy

Badania zidentyfikowaly pewne cechy ultrastrukturalne, ktore moga odrézniaé
migéniaka gladkiego macicy od mie$niowki macicy. Naleza do nich sarcolemma,
kaweole, macierz zewnatrzkomérkowa, miofilamenty 1 witokna posrednie.
W Tabeli 1 zostaly przedstawione cechy ultrastrukturalne odrdzniajace mig$niaki

macicy od prawidtowej migsnidéwki macicy.

Tabela 1. Cechy ultrastrukturalne mi¢$niaka macicy w porownaniu do prawidtowe;j

mig$niowki macicy.

CECHA MIESNIAK MIESNIOWKA | ZRODLO
ULTRASTRUKTURALNA MACICY MACICY
Pasma sarkolemmy Pasma
Sarcolemma - btona '
. . gestsze oraz znacznie sarolemmy
komorkowa komorki widkien o '
o . dluzsze w mieéniakach | rzadsze i krotsze [42]
migs$ni poprzecznie o S
1 migsniowce niz migsniakach
prazkowanych _ ' '
pochodzacej z macicy macicy
mig$niakowatej
Mniejsza liczba ) )
Kaweole - 50-100 nm . Wigksza liczba
o kaweoli o
wglobienia btony o kaweoli niz
) ) w migsniakach o [42]
plazmatycznej o ksztalcie o w migsniakach
1 migSnidwce )
omega (Q) ) ) macicy
pochodzacej z macicy
mig$niakowatej
Macierz w mi@éniaku maCicy w mi@éniéwce [43] [40]
zwenatrzkomérkowa wtdkna kolagenu macicy struktura
kolagenu jest
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s luzno upakowane,

nieuporzadkowane

uporzadkowana
z ciasnymi

wigzkami

Miofilamenty i wtdkna
posrednie - kurczliwe
elementy widkna

mig$niowego

Miofilamenty i wtdkna
posrednie

zdezorganizowane

Miofilamenty i
wiokna
posrednie byly
uporzadkowane

1 wyréwnane

[40]

22



1.3. Macierz pozakomorkowa

Kolageny s3  kluczowymi  skladnikami  strukturalnymi  macierzy
pozakomorkowej utrzymujgcymi morfologi¢ komorkowa. Oprocz roli w gojeniu ran
i wloknieniu, kolageny reguluja migracje, proliferacje, roznicowanie i przezycie
komorek przekazujac sygnaly poprzez receptory powierzchniowe komorek,
w tym integryny [44, 45]. Komorki mig$niakow macicy maja zwickszong ekspresje
kolagenow, a ich struktura i orientacja w guzach sg zaburzone [34, 43, 46].

Innymi  elementem niezbednym w tworzeniu struktury macierzy
pozakomorkowej, ktorych nadekspresje obserwujemy w migéniakach macicy
jest fibronektyna zapewniajaca przylaczanie komoérek do skladnikéw macierzy
pozakomorkowej poprzez oddziatywanie z receptorami blonowymi, a takze laminina
odgrywajaca wazng role w migracji, adhezji, wzroscie i r6znicowaniu komorek oraz
w tworzeniu struktury macierzy pozakomorkowej [47, 48]. Innym sktadnikiem
macierzy pozakomoérkowej istotnym w patogenezie mig¢$niakow macicy jest fibulina,
ktéra odgrywa wazna role w morfologii, wzroscie, adhezji i ruchliwosci komorek [49].
Fibulina-3 dziala jako antagonista angiogenezy [50]. Obnizenie ekspresji genu
kodujacego fibluning-3 tj. EFEMP1, ktore jest obserwowane w migs$niakach macicy
1 zwigzana z tym utrata biatka fibuliny-3 moze by¢ zwigzana ze zwickszong

angiogeneza obserwowang w tych guzach [51].

Waznym  sktadnikiem macierzy pozakomoérkowej sa  proteoglikany
odpowiadajace za utrzymanie struktury i napiecia macierzy. Dotychczasowe badania
wykazaly podwyzszong zawarto$¢ siarczanu chondroityny, siarczanu dermatanu,
siarczanu  keratyny, wersikanu oraz fibromoduliny w migéniakach macicy
w porownaniu do prawidlowej migsnidéwki macicy [46, 52-55].

W przeciwienstwie do proteoglikandw, ekspresja dekoryny w mig$niakach
macicy jest istotnie nizsza niz w prawidlowej migsnibwce macicy [56, 57].
Dekoryna moze dziata¢ jako antagonista szlaku sygnalizacyjnego transformujacego
czynnika wzrostu B (TGF-B, ang. transforming growth factor f). Jej obnizona ekspresja
moze powodowa¢ zwickszong aktywacje sygnalizacji TGF-B w mig¢$niakach macicy,

ktora jest waznym szlakiem w procesie witdknienia [58].
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1.3.1. Transformujacy czynnik wzrostu 3

TGF-B jest to polipeptyd charakteryzujacy si¢ plejotropowymi wlasciwosciami,
ktéry w istotny sposob przyczynia si¢ do kontroli apoptozy, angiogenezy, gojenia ran,
regulacji immunologicznej 1 biologii nowotworow [59]. TGF-B sktada si¢ z trzech
izoform: TGF-B1, TGF-B2 1 TGF-B3, ktére oddziatywuja na komodrke poprzez receptory
btonowe TGF-BRI i TGF-BRII [60]. W przeciwienstwie do innych cytokin,
TGF-B jest wydzielany w postaci latentnej, ktora moze by¢ aktywowana przez rézne
mechanizmy w celu wywarcia swojego dziatania. Latencja jest prawdopodobnie
niezbedna ze wzgledu na wszechobecng ekspresje receptorow dla TGF- [59].
TGF-B poczatkowo wigze si¢ z receptorem typu II. Nastepnie kompleks ligand-receptor
typu 1II laczy si¢ z receptorem typu I, w wyniku czego powstaje kompleks dwodch
czasteczek TGF-BRI 1 TGF-BRII. Aktywowany receptor fosforyluje biatka
sygnalizacyjne = SMAD2/3.  Aktywacja SMAD2/3  powoduje  utworzenie
heterokompleksu z biatkiem SMADA4, ktory przedostajac si¢ do jadra komoérkowego
reguluje ekspresje¢ TGF-B-zaleznych gendw (Rycina 3). TGF- moze dziata¢ rowniez
poprzez szlaki niezalezne od biatek SMAD np. RhOA-Rac-cdc4?2 [61].

Wedhug wielu badaczy TGF-B jest jednym z najistotniejszych czynnikow
wzrostu mig$niakow macicy, a izoforma TGF-B3 jest uwazana za najwazniejsza
w biologii mig$niakow macicy [35, 62, 63]. Najnowsze badania wykazaty, ze TGF-$3
jest jednym z nielicznych czynnikdw wzrostu, ktére wystepuja w tych guzach
w znacznie wyzszych stezeniach niz pozostate [63]. Komorki migsniakoéw macicy
w badaniach wykazaly wzrost ekspresji TGF-f3 w porownaniu z prawidiowa
mig$nidwka macicy [36, 63]. TGF-B3 moze bezposrednio oddziatywa¢ na tkanke
prawidlowej mie$niowki macicy i wywotywaé te same procesy, ktore zachodza
w migs$niakach macicy [63]. Izoforma TGF-3 odgrywa najwigksza role w nadprodukcji
macierzy pozakomorkowej poprzez stymulacj¢ ekspresji kolagenu typu I, fibronektyny,

lamininy i proteoglikanow [36, 43, 64, 65].
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Rycina 3. Schemat sygnalizacji TGF-f przez SMAD2/3. Utworzono za pomoca

BioRender.com.
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1.3.2. Metaloproteinazy i ich inhibitory

Migéniaki macicy wykazuja réwniez ekspresj¢ enzymoOw proteolitycznych,
takich jak metaloproteinazy macierzy (MMP, ang. matrix metalloproteinases)
i tkankowe inhibitory MMP (TIMP, ang. tissue inhibitor of metalloproteinases),
ktore odgrywaja kluczowa role w przebudowie macierzy pozakomorkowej [46, 66].
Wsréd badanych MMP  ekspresja MMP-1, -2, -3, -9, -11, -14, -16 1 -24
jest podwyzszona, natomiast ekspresja MMP-7, -19 1 -25 jest obnizona w mig¢$niakach
macicy [46, 67-70]. Obecne badania sugeruja, ze MMP to nie tylko proteazy
degradujace macierz pozakomodrkowa. Enzymy te uczestnicza w wielu procesach
fizjologicznych, w tym migracji, réznicowaniu, wzroscie, odpornosci wrodzonej
1 adaptacyjnej, stanach zapalnych, angiogenezie oraz apoptozie [71]. Niektore MMP
sg przeciwwloknieniowe, podczas gdy inne moga petni¢ funkcje profibrotyczne [72].
MMP moga bezposrednio lub posrednio wptywaé na funkcje réznych cytokin, ktére
odgrywaja role¢ w procesach zapalnych i naprawczych, w tym czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor)
i TGF-B [73, 74]. MMP moga réwniez regulowaé biodostepnos¢ czynnikow
angiogennych sekwestrowanych przez macierz pozakomorkow3.

Badania wskazuja, ze akumulacja 1 funkcja macierzy pozakomorkowej
jest regulowana przez czynniki wzrostu, cytokiny i hormony steroidowe [63, 75, 76].
Macierz pozakomorkowa wigze i1 sekwestruje czynniki wzrostu, aby promowac
ich stabilno$¢, a takze ogranicza¢ ich aktywno$¢. Poprzez degradacje skladnikow
macierzy pozakomoérkowej, MMP i inne enzymy proteolityczne uwalniaja czynniki
wzrostu 1 wyzwalaja aktywacje wielu  szlakéw  transdukcji  sygnatu.
Macierz pozakomérkowa moze petnic¢ role zardwno rezerwuaru czynnikdw wzrostu,

jak 1 modulatora ich dziatania [71].
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1.4. Proces widknienia

Zwtbknienie jest inicjowane przez stan zapalny w obecnos$ci lub braku zmian
genetycznych. Rozw6j migsniaka macicy jest konsekwencja nieprawidlowej
odpowiedzi zapalnej [77]. Czynniki wzrostu, cytokiny i hormony steroidowe
s3 wytwarzane w miejscu urazu i przyczyniaja si¢ do aktywacji i réznicowania
fibroblastéw w miofibroblasty, przy czym miofibroblasty prawdopodobnie odgrywaja
kluczowa role w procesie zwidknienia [78]. Mig$niaki macicy zbudowane sg z komorek
dodatnich 1 ujemnych wzgledem alfa aktyny mie$ni gltadkich (a-SMA, ang. Smooth
muscle « actin), a takze duzej ilosci kolagenu, co wskazuje na obecnos¢
miofibroblastow 1 ich role w odkladaniu si¢ macierzy pozakomodrkowej [78].
W wieku rozrodczym owulacja, miesigczka i implantacja zarodka moga powodowac
fizjologiczne uszkodzenia macicy. Sity mechaniczne, niedotlenienie i stres oksydacyjny
moga powodowaé przewlekly stan zapalny w macicy [77, 79]. W stanie zapalnym
zwigzanym z urazem miofibroblasty wytwarzajg sktadniki macierzy pozakomorkowej
w celu przywrocenia homeostazy, a nastgpnie powinny zosta¢ wyeliminowane przez
apoptoze [80]. Jednak podczas przewlektego stanu zapalnego miofibroblasty staja si¢
oporne na eliminacj¢ na drodze apoptozy i wytwarzaja nadmierne ilosci sktadnikow
macierzy pozakomoérkowej, co prowadzi do patologicznego zwldknienia.
TGF-B odgrywa kluczowa rol¢ w roznicowaniu miofibroblastow podczas procesu

zwloknienia [63, 78].
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L.5.

Progesteron i receptory progesteronowe w biologii mig$niakdw macicy

1.5.1. Progesteron i jego rola w biologii mig$niakéw macicy

Wystepowanie migsniakéw macicy u kobiet w wieku rozrodczym oraz niski
odsetek wykrywania tych guzow u kobiet w okresie postmenopauzalnym wskazuje
na kluczowa role steroidéw jajnikowych w ich rozwoju 1 wzroscie [81]. W przesziosci
estradiol byl uwazany za gltéwny czynnik rozwoju mig$niakéw. Jego rola w tym
procesie zostala do$é dobrze poznana i opisana [82]. Badania kliniczne, molekularne
jak 1 immunohistochemiczne wskazuja, ze to jednak progesteron i jego receptory
sg krytycznym czynnikiem w rozwoju mi¢$niakow macicy, a rola estrogendw moze
polega¢ na zwigkszaniu wrazliwosci tkanek na progesteron, zwigkszajac ilosé

receptoréw dla progesteronu w komoérkach [83-85].

Obserwacje kliniczne wskazuja, ze w pierwszym trymestrze cigzy migs$niaki
macicy zwickszaja swoja objetos¢. Efekt ten mozna przypisa¢ ekspozycji na wysokie
st¢zenia progesteronu dominujace w tym okresie [86]. U kobiet z migsniakami macicy
podawanie progesteronu powodowalo wzrost wielko$ci oraz aktywno$ci mitotycznej
guzéw [83]. Aktywno$¢ mitotyczna komorek migsniakdw macicy w fazie lutealnej jest
wyzsza w porownaniu do fazy proliferacyjnej [87]. Ekspozycja komorek migsniakow
macicy na progesteron w hodowli komérkowej powodowata wzrost ekspresji markera
proliferacji (PCNA, ang. proliferating cell nuclear antigen) [88, 89].
W tkance mig$niakow w fazie lutealnej podobnie wzrastat odsetek komorek

wykazujacych ekspresje tego markera w poréwnaniu do fazy folikularnej [88].

Progesteron stymuluje proliferacje komorek migéniakow macicy zwigkszajac
ekspresje naskérkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor),
ale wczesniej to estradiol pobudza ekspresje receptora dla tej cytokiny
(EGF-R, ang. epidermal growth factor receptor) [89]. Progesteron hamuje apoptoze
w komorkach mig$niakow poprzez zwigkszanie ekspresji Bel-2 (ang. B-cell lymphoma
2). Ekspresja tego biatka jest najwyzsza w fazie lutealnej, w obecnos$ci progesteronu

[89].

Wykazano, ze stymulowanie pierwotnych hodowli komorek prawidlowej
mig$nidwki macicy 1 migSniakdOw macicy octanem medroksyprogesteronu

(syntetycznym wariantem progesteronu) stymulowato wydzielanie TGF-p1,
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a najwyzszy poziom ekspresji TGF-f3 obserwowano w migsniakach macicy
ze S$rodkowej fazy wydzielniczej cyklu miesigczkowego [35, 90]. W badaniach
nad wplywem progesteronu na ekspresj¢ dekoryny w migsniakach w poréwnaniu
z prawidlowg tkanka mig$nidwki macicy w réznych etapach cyklu miesigczkowego,
wykazano obnizong ekspresje dekoryny w tkankach migsniakow pochodzacych z fazy
wydzielniczej w poréwnaniu z fazg proliferacyjng [57]. Wyniki te sugeruja hamujacy
wplyw progesteronu na ekspresj¢ dekoryny w tych guzach [57]. Progesteron zmniejsza
rowniez ekspresje dekoryny w komorkach migéniakéw macicy w poroOwnaniu z grupa
kontrolng [57]. Poniewaz dekoryna hamuje aktywnos$¢ TGF-f, jej obnizony poziom
w mies$niakach macicy moze zwigksza¢ odktadanie macierzy pozakomorkowej poprzez

zwigkszenie aktywno$¢ TGF-B [91].

Progesteron jest w stanie wywotywac szybkie efekty, inicjowane przez
receptory btonowe, niezalezne od transkrypcji genow, ktore zmieniaja produkcje
wtornych  przekaznikéw zaangazowanych w szlaki transdukcji  sygnalizacji
komorkowej [10]. W szlaku PI3K/AKT posredniczy progesteron, ktdry poprzez swoje
receptory moze szybko aktywowac ten szlak, coraz czgsciej uwazany za potencjalnego
promotora wzrostu mig$niakow macicy [92]. Negatywnym regulatorem AKT jest
PTEN [93]. Wykazano, ze w mig$niakach pochodzacych od kobiet w wieku
rozrodczym, aktywno$¢ fosforylowanego PTEN (p-PTEN) jest znacznie mniejsza
w porownaniu z prawidlowa mig$niowka macicy [93]. W tkankach kobiet
po menopauzie zawarto$§¢ p-PTEN nie réznita si¢ w migsniakach od prawidlowej

mie$niowki, co podkresla rolg progesteronu w regulacji p-PTEN i pAKT [93].

Progesteron moze modulowa¢ ekspresje biatek sygnatowych tj. czynnikéw
wzrostu zwigzanych z proliferacja i apoptoza komoérek migsniakow macicy, jednakze
geny te nie zostaly jeszcze w pelni zidentyfikowane ani zbadane funkcjonalnie
[83, 84, 94]. Progesteron odgrywa kluczowa role w biologii mig$niakéw macicy,
ale mechanizm, za pomocg ktorego promuje proliferacje, profil zaangazowanych genow
1 sposdb, w jaki reguluje szlaki sygnalowe czynnikow wzrostu wymaga glebszego

zbadania.

W tkankach progesteron wywiera swoje efekty poprzez aktywacje receptoréw

cytoplazmatycznych i blonowych. Co najmniej 9 receptoréw opisano dla tego steroidu.
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Mechanizm molekularny dzialania progesteronu oraz udziat poszczegolnych

receptoréw w rozwoju mig¢$niakow macicy nie zostat poznany.

1.5.2. Receptory progesteronowe i ich rola w biologii mi¢§niakow macicy

Progesteron oddziatywuje na komorki aktywujac receptory cytoplazmatyczne
1 blonowe. Co najmniej dziewig¢ receptoréw aktywowanych progesteronem zostato
opisanych, co $wiadczy o bardzo zlozonym mechanizmie jego dziatania [95].
Najczesciej analizowane sg efekty wywierane za posrednictwem dwoéch izoform
receptora progesteronowego: izoformy A (PGRA) oraz izoformy B (PGRB).
Izoformy po przylaczeniu progesteronu s transportowane do jadra komodrkowego,
gdzie jako czynniki transkrypcyjne lacza si¢ z promotorami  genow
oraz z koregulatorami transkrypcyjnymi modulujac ekspresje wybranych genow
(Rycina 4) [96]. Receptory progesteronowe moga takze oddziatywaé z kinazami
tyrozynowymi Src w cytoplazmie aktywujac kinazy aktywowane mitogenami
(MAPKSs; ang. mitogen-activated protein kinases) 1 dopiero te wywieraja efekty
genomowe [97]. Kazda z izoform wywiera inne specyficzne efekty. Zarowno izoforma
PGRA, jak i PGRB wykazuje zwigkszong ekspresj¢ w tkankach mig$niakoéw macicy
w porownaniu z prawidlowa migsnidwka macicy [88, 98, 99]. Ekspresja PGRB
w tkance mig$niaka byly bezposrednio zwigzane z liczba migéniakow, ale odwrotnie
skorelowane z nasileniem objawow. Receptory PGRB dominuja w mig$niakach macicy
[100]. Co wigcej, PGRB dziata jako aktywator transkrypcji gendw reagujacych
na progesteron, podczas gdy PGRA dziala jako inhibitor receptorow hormonéow

steroidowych [101].

Progesteron wywiera rowniez efekty pozagenomowe za posrednictwem swoich
receptoréw btonowych. Rola receptorow blonowych jest jak dotychczas stabo poznana
[102]. Dotychczas opisane receptory to: mPRa, mPRp3 mPRy, mPRS mPRe, PGRMCl1
i PGRMC2. Aktywacja tych receptorow wywotuje zmiany w blonie komorkowe;j
i cytoplazmie poprzez wplyw na kanaly jonowe, regulowanie stezenia wtdrnych
przekaznikow czy aktywacj¢ kinaz. Efekt dziatania tych receptoréw jest bardzo szybki
(Rycina 4). Receptory te uczestnicza rowniez w regulacji proliferacji oraz apoptozy

[103].
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Rycina 4. Dziatanie progesteronu w komoérce. Utworzono za pomocg BioRender.com.
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1.6.

Octan uliprystalu - selektywny modulatory receptora progesteronowego

Po ustaleniu kluczowej roli progesteronu we wzroscie i rozwoju mie$niakow,
mozna wpltywaé na jego szlak za pomocg selektywnych modulatoréw receptora
progesteronowego [104, 105]. Jest to nowa klasa syntetycznych ligandéw wykazujaca
dziatanie agonistyczne/antagonistyczne/antagonistyczno-agonistyczne selektywnie
w roznych tkankach [106]. Ich wigzanie umozliwia tym receptorom interakcje
z koaktywatorami i/lub korepresorami, a dodatkowo wplywa na to obecnos¢
koregulatorow w okreslonym typie komorek, co bedzie determinowad, czy selektywny
modulator receptora progesteronowego dziata bardziej jako agonista czy antagonista

[104, 106].

Obecnie w leczeniu farmakologicznym mig$niakéw macicy najbardziej
obiecujacym selektywnym modulatorem receptora progesteronowego byl octan
uliprystalu. Badania kliniczne wykazaty, ze leczenie octanem uliprystalu zmniejsza
objeto$¢ migsniakéw macicy i czgsto§¢ krwawien z jamy macicy nie powodujac przy
tym istotnych dziatan niepozadanych [107]. Przedoperacyjne podawanie octanu
uliprystalu umozliwia wykonanie miomektomii, a kobiety moga unikna¢ operacji
catkowitego usuniecia macicy i zachowac ptodno$¢ [107]. Octan uliprystalu jest rownie
skuteczny w leczeniu mig$niakow macicy jak analogi hormonu uwalniajacego
gonadotropiny (GnRH, ang. gonadotropin-releasing hormone), ale w odrdznieniu
od nich nie powoduje obnizenia st¢zenia estrogenéw we krwi, a co za tym idzie
powaznych dziatan niepozadanych np. utraty masy kostnej czy objawdéw menopauzy

[107, 108].

Octan uliprystalu podawany jest doustnie i charakteryzuje si¢ tkankowo
specyficznym, cze$ciowym dziataniem antagonistycznym na receptory progesteronowe
[106]. Octan uliprystalu taczac si¢ z receptorem progesteronowym hamuje transkrypcje
genéw przylaczajac do kompleksu receptor-ligand korepresory (Rycina 5).
Ekspozycja tkanek na octan uliprystalu reguluje ekspresje receptorow
progesteronowych w hodowlach komoérkowych, zaréwno izoformy A jak i B [109].
PGRB dziata jako aktywator transkrypcji genéw reagujacych na progesteron, podczas
gdy PGRA dziata jako inhibitor receptorow hormonéw steroidowych [101].
Uliprystal wykazuje gldwnie aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do izoformy

PGRB i agonistyczng w stosunku do izoformy PGRA [100]. Ponadto, leczenie octanem

32



uliprystalu zwigkszyto ekspresje izoformy PGRA i obnizylo PGRB w komorkach

mig$niakow, ale nie w komorkach prawidtowej migsnidéwki macicy [100].

Efekty dziatania octanu uliprystalu si¢ by¢ zwigzane réwniez z wywieraniem
wplywu na naczynia w guzie poprzez hamowanie ekspresji VEGF 1 jego receptorow.
Waznym efektem moze by¢ rowniez wplyw na ekspresj¢ MMPs 1 ekspresj¢ TIMPs
co powoduje zahamowanie gromadzenia si¢ macierzy w tkankach guza [110, 111].
Octan uliprystalu nie wpltywa znaczaco na stezenie estradiolu produkowanego

przez jajnik oraz nie wykazuje aktywnosci antyglikokortykosteroidowej [108].

Mimo wielu badan doktadny mechanizm molekularny dziatania uliprystalu

w migsniakach macicy nie zostat dotychczas opisany.
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Rycina 5. Dzialanie octanu uliprystalu w komodrce. Utworzono za pomoca

BioRender.com.
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1.7. Leczenie

1.7.1. Leczenie chirurgiczne

Obecne strategie postepowania obejmuja gtownie interwencje chirurgiczne.
Wybdr leczenia zalezy od wieku pacjentki 1 checi zachowania ptodnosci lub uniknigcia
,radykalnej” operacji, takiej jak histerektomii, czyli zabiegu catkowitego usunigcia
macicy [17, 112]. Inne metody chirurgiczne obejmuja miomektomi¢ przez
histeroskopi¢, miomektomi¢ przez laparotomi¢ lub laparoskopi¢ oraz laparoskopowa
kriomiolize 1 termokoagulacje [17, 112-114]. Alternatywa do leczenia chirurgicznego
jest embolizacja tetnicy macicznej (UAE, ang. Uterine artery embolisation), zamknigcie
tetnic macicznych oraz leczenie skoncentrowanymi falami ultradzwigkéw pod kontrola
rezonansu magnetycznego (MRgFUS, ang. MRI guided Focused Ultrasound)
[113, 114].

Obecne metody leczenia mig$niakéw macicy sa gltownie chirurgiczne,
a co za tym idzie drogie. Sposrdd 600 000 histerektomii wykonywanych kazdego roku
w USA, 200 000 dotyczy mig$niakodw macicy [115]. Pomimo braku odpowiednich ocen
medyczno-ekonomicznych réznych terapii, prawdopodobne jest, Ze zmniejszenie liczby
histerektomii i innych procedur chirurgicznych zmniejszy koszty i chorobowosc.
Konieczne jest zatem opracowanie i ocena alternatyw dla zabiegow chirurgicznych,

zwlaszcza gdy celem jest zachowanie plodnosci [116, 117].

1.7.2. Leczenie farmakologiczne
Analogi GnRH

Analogi GnRH wykazujg bezposrednie dziatanie na przysadke¢ mozgowa,
hamujac pulsacyjne uwalnianie gonadoliberyny. Po kilkudniowym zwigkszeniu
uwalniania gonadotropin, analogi GnRH prowadza do zahamowania ich syntezy
1 uwalniania, a w rezultacie do zahamowania czynno$ci gonad oraz zmniejszenia
stezenia hormonow plciowych tj. estradiolu i progesteronu. Poprzez wywotanie stanu
hipoestrogenizmu, agonisci GnRH sg wykorzystywani do zmniejszania wielkosci

mig$niakow 1 przywracania st¢zenia hemoglobiny u kobiet z objawowymi mig¢éniakami
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macicy [118, 119]. Przedoperacyjne stosowanie agonistéw GnRH wydaje si¢ by¢
istotne 1 korzystne u pacjentow z mig¢sniakami podsluzéwkowymi [120].
Korzy$ci obejmuja ustgpienie niedokrwisto$ci przedoperacyjnej, zmniejszenie
wielkos$ci migsniakdw, zmniejszenie grubosci endometrium i unaczynienia, a nastgpnie
poprawa widocznosci oraz mozliwo$¢ planowania operacji [17, 118, 119, 121, 122].
Nalezy jednak pamigta¢, ze w zwigzku z powodowaniem przejsciowej menopauzy
oraz jej skutkoéw ubocznych takich jak utrata masy kostnej, agonistéw GnRH nie nalezy

stosowa¢ w dlugotrwatlej terapii.
Selektywne modulatory receptora progesteronowego

Selektywne modulatory receptora progesteronowego to grupa lekow,
ktéra wykazuje dziatanie swoiste tkankowo 1 czeSciowo antagonistyczne
dla progesteronu. W ostatnich latach do leczenia przedoperacyjnego mig$niakow
macicy zarejestrowano octan uliprystalu [107]. W badaniach wykazywatl obiecujace
wyniki  pod  wzgledem  skuteczno$ci 1 bezpieczenstwa  stosowania.
Rowniez w poréwnaniu do agonistow GnRH wykazywat si¢ lepsza skutecznoscia
w kontroli objawéw klinicznych oraz lepsza tolerancja wsrod pacjentek [108].
W badaniach klinicznych krwawienia z macicy byly opanowane u ponad 90% pacjentek
otrzymujacych trzymiesi¢czng kuracj¢ octanem uliprystalu, a ponadto, mediana czasu
do opanowania krwawienia byta krotsza w grupie leczonej octanem uliprystalu
(57 dni) niz w grupie agonisty GnRH (21 dni) [108]. Stwierdzono rowniez, ze terapia
octan uliprystalu przynosi trwaly efekt (do szesciu miesigcy) u kobiet, ktdre nie przeszty
operacji po trzymiesiecznym okresie terapii. Z kolei u 0sob leczonych agonista GnRH
nastgpit szybki odrost migsniakow, ktérych rozmiar osiaggnal rozmiary sprzed terapii

w sze$¢ miesigcy po leczeniu [107, 108].

Do 2020 roku leczenie octanem uliprystalu przeszto 765 000 kobiet. U 5 kobiet
stwierdzono bardzo rzadkie przypadki idiosynkratycznej ostrej niewydolnosci watroby,
a cztery z nich wymagaly przeszczepu watroby [123-125]. W zwiazku z powyzszym
Europejska Agencja Lekow (EMA, ang. European Medicines Agency) zatwierdzita
stosowanie octanu uliprystalu w leczeniu mig$niakdw z pewnymi ograniczeniami,
tj., gdy operacja (w tym embolizacja) zakonczyla si¢ niepowodzeniem u kobiet przed

menopauzg (https://www.ema.europa.eu/en/news/ulipristal-acetate-uterine- mi¢$niaki-
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ema-zaleca-ograniczenie-uzytkowania). Informacja ta wskazuje na dalszg potrzebe

modyfikacji terapii octanem uliprystalu w przypadku mig$niakow macicy.
Leczenie objawowe

Nadmierne krwawienia miesigczkowe to najczgstszy objaw kliniczny
mig$niakow macicy, w zwigzku z tym mozliwe jest zastosowanie leczenia objawowego.
W leczeniu hamujacym nadmierne krwawienia miesigczkowe stosowane sa tabletki
o skladzie antykoncepcyjnym, wktadki wewnatrzmaciczne uwalniajgce lewonorgestrel
(LNG-IUD, ang. levonorgestrel intrauterine device), kwas traneksamowy, antagonisci
GnRH (elagolix, relugolix) [126]. Leki te wykazuja sie r6zng skuteczno$cig w leczeniu
nadmiernych krwawien miesigczkowych zwigzanych z mig$niakami, ale zaden

nie doprowadza do zaniku mi¢$niakéw macicy.
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2. ZALOZENIA I CEL PRACY

Celem pracy jest scharakteryzowanie molekularnych mechanizméw lezacych
u podstaw dzialania progesteronu i selektywnego modulatora receptora
progesteronowego octanu uliprystalu w mig$niakach macicy w poréwnaniu
do migs$niakow nieleczonych octanem uliprystalu oraz do prawidlowej mig$niowki

macicy.

Cele szczegdlowe obejmuja:

a) Scharakteryzowanie profilu ekspresji genéw 1 bialek progesteronowych

receptoréw jadrowych i btonowych w migéniakach macicy.

b) Okreslenie wplywu progesteronu i octanu uliprystalu na zmiany ekspres;ji
genow/biatek receptorow progesteronowych oraz zywotno$¢ komodrek migsniakow

macicy.

c) Okreslenie wplywu progesteronu i octanu uliprystalu na §ciezki sygnalizacyjne
zaangazowane w syntez¢ 1 odkladanie si¢ macierzy zewnatrzkomorkowej

w mig¢$niakach macicy.

d) Ustalenie mechanizméw wyjasniajacych terapeutyczny wplyw octanu

uliprystalu na kontrole wzrostu migsniakdw macicy
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3. MATERIALY I METODYKA BADAN

3.1.  Materiat badawczy

Probki $wiezej tkanki mig$niakéw macicy (n=250) oraz prawidlowej
mig$nidwki macicy (n=100) pobrano bezposrednio po operacji przeprowadzonej
w Klinice Rozrodczosci i Endokrynologii Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku w latach 2017-2021. Lokalna Komisja Bioetyczna zatwierdzita badanie
(R-1-002/482/2017, APK.002.4.2021). Pisemng $wiadomg zgode uzyskano przed
operacja od wszystkich pacjentek, ktore zostaty wezesniej zakwalifikowane do badania.
Migséniaki macicy zostaly zebrane od pacjentek w wieku 25-45 lat, ktore przeszty
miomektomig, czyli zabieg wyltuszczania migéniakéw macicy. Zabieg byt wykonany
z powodu nieptodno$ci zwigzanej z mig¢$niakami macicy lub miaty powazne objawy
kliniczne, takie jak obfite krwawienia miesigczkowe prowadzace do niedokrwisto$ci.
Pacjentki podzielono na dwie grupy: pacjentki leczone octanem uliprystalu (UA-L)
(n = 100) 1 pacjentki nieleczone octanem uliprystalu (NT-L) (n = 150) przed operacja.
Przedoperacyjna terapia octanem uliprystalu polegata na podawaniu 5 mg leku dziennie
przez 3 miesigce. Zabieg wyluszczenia mig$niakdw macicy wykonano w pierwszej
fazie cyklu miesigczkowego, miesigc po zakonczeniu terapii. Rodzaj, rozmiar
1 lokalizacja mig$niakoéw macicy byly rozne.

Kryteriami kwalifikacji do badania byly: co najmniej jeden migéniak, $rednica guza
co najmniej 10 mm, nieplodno$§¢ zwigzana z migéniakami lub powazne objawy
kliniczne zwigzane z guzem, histopatologicznie potwierdzone migéniaki macicy.
Z badania wykluczono pacjentki, u ktorych w okresie ostatnich 6 miesigcy stosowano
jakiekolwiek inne leczenie hormonalne, u ktoérych stwierdzono menopauzg, zaburzenia
hormonalne, inne guzy czynne hormonalnie lub procesy nowotworowe. Prawidlowa
mig$niowke macicy (n = 100) uzyskano od kobiet w wieku 45 — 55 lat podczas
histerektomii wykonanej z innego powodu niz migé$niaki macicy. Z badania
wykluczono pacjentki ze ztosliwymi, hormonalnie czynnymi procesami w obregbie drog
rodnych.

Wszystkie probki do analiz histopatologicznych umieszczono w 10% buforowanej
formalinie na 48 godzin, dokladnie przemyto w PBS (Gibco), odwodniono

w stopniowanym etanolu i ksylenie, a na koniec zatopiono w parafinie w kasetach
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tkankowych. Swieze probki tkanek pobrano natychmiast po operacji, zabezpieczono
przed degradacja RNA w RNAlater (Life Technologies) lub natychmiast zamrozono

w ciektym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu analizy.

3.2. Leczenie

Czynniki stymulujace, ktore zostalty wykorzystane do przeprowadzenia badania:
octan uliprystalu (UA), progesteron (P4), inhibitor SMAD?3 (SIS3) i inhibitor PGRMC1
(AG-205) dostarczyta firma Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
Inhibitor TGF-BRI/IT (GW788388), inhibitor IL-6 (Tocilizumab) oraz inhibitor VEGF
(Axitinib)  zakupiono od  Selleck Chemicals (Houston, TX, USA).
Ludzki rekombinowany VEGF (thVEGF) i ludzki rekombinowany IL-6 (rhIL-6)
zostaly wyprodukowane przez R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).

3.3. Hodowla i stymulacja eksplantow tkankowych prawidtowej migsniowki

macicy i migsniakdw macicy

Bezposrednio po operacji mi¢$niaki macicy uzyskane od pacjentek leczonych
i nieleczonych octanem uliprystalu (UA-L, NT-L) (n=150) oraz proébki tkanek
prawidlowej migsnidwki macicy (M) (n=100) przemyto dwukrotnie PBS i pocigto
na kawatki o $rednicy 1 mm na plytce Petriego sterylnym skalpelem. Eksplanty
umieszczono w 48-dotkowej plytce 1 utrzymywano w podstawowej pozywce
hodowlanej DMEM/f-12 (Gibco) z 10% FBS (Gibco), 1% roztworem
antybiotyku/przeciwgrzybiczego (Sigma-Aldrich) 1 20 ul plazmocyny (Invivogen)
w 37°C C w wilgotnej atmosferze w obecnosci 5% CO2 przez 24 godziny. Nast¢pnie
eksplanty gtodzono w DMEM / F12 bez fenolu z 0,5% FBS i roztworem antybiotyku /
srodka przeciwgrzybiczego przez 16 godzin. Po okresie gltodzenia eksplanty byly przez
24 godziny stymulowane nast¢pujacymi czynnikami: no$nikiem etanolu (0, 01%),
P4 (1 uM), UA (1 uM), iISMAD3 (2 uM), rhIL-6 (5 ng/ml), thVEGF (50 ng/ml)
w pozywce stymulacyjnej (bezfenolowy DMEM/F12 z 0,5% roztworem FBS i P/S).
Po zakonczeniu stymulacji, medium w ktérych umieszczone byly eksplanty pobrano
do pomiarow st¢zenia cytokin, a eksplanty do ekstrakcji RNA i analiz ekspresji gendw.

Zestawienie szczegotowych danych dotyczacych warunkow przeprowadzonych
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stymulacji umieszczono w Tabeli II. Przeprowadzono trzy niezalezne eksperymenty

w czterech powtdrzeniach dla kazdej stymulacji.

3.4. Hodowla i stymulacja pierwotnych hodowli komérkowych prawidlowej

mig$niowki macicy i mi¢§niakow macicy

Natychmiast po operacji migs$niaki macicy uzyskane od pacjentek leczonych
i nieleczonych octanem uliprystalu (UA-L, NT-L) (n = 150) oraz tkanki prawidtowe;j
mig$niowki macicy pocieto na mate kawatki i inkubowano w 1 ml 10% kolagenazy
(Sigma) w bezfenolowej pozywce DMEM/F12 przez minimum 4 godziny
dla mig$niakéw macicy i minimum 3 godziny dla prawidtowej migsniowki macicy.
Proces trawienia przeprowadzano w temperaturze 37°C i 5% CO2. Roztwor kolagenazy
i tkanek mieszano pipeta serologiczng co 30 minut. Po uzyskaniu zawiesiny komorek
aktywno$¢ kolagenazy blokowano poprzez dodanie 10 ml pozywki DMEM/F12
z 10% roztworem FBS i P/S. Zawiesing wirowano przez 10 minut. Supernatant
usuni¢to, a otrzymany osad komorkowy ponownie zawieszono w 5 ml DMEM/F12
z 10% roztworem FBS i1 P/S i wysiano do butelki hodowlanej o pojemnosci 25 cm?2.
Pierwotne komoérki migsniakoéw macicy i prawidtowej miesniowki macicy hodowano
w pozywce DMEM/F12, uzupelnionej 10% FBS 1 roztworem antybiotyku/$rodka
przeciwgrzybiczego. Komorki inkubowano w 37°C w nawilzonej atmosferze
95% w obecnosci 5% CO2, az osiagnely 80% konfluencje. Do eksperymentow
stosowano hodowle komoérkowe po minimum jednym pasazu i maksymalnie trzech
pasazach z konfluencja 80%. Czysto$s¢ hodowli komérkowych okreslono za pomoca
barwienia o.-SMA. Do badania wiaczono tylko hodowle, w ktérych stwierdzano ponad
95% czystych kultur. Liczbe zywych komoérek oceniano przez zliczanie w komorze
Burkera.  Zestawienie = szczegdtowych  danych  dotyczacych ~ warunkow
przeprowadzonych stymulacji umieszczono w Tabeli II. Przeprowadzono

trzy niezalezne eksperymenty w czterech powtorzeniach dla kazdej stymulacji.
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Tabela I1I. Szczegotowe dane dotyczace warunkow przeprowadzonych stymulacji.

ILOSC
WYSIANYCH PLYTKA CZAS
KOMOREK HODOWLANA | STYMULACIJI [H]
NA DOLEK
Eksplanty tkank
.SI,) z%ny’ anieowe - 48-dotkowa 24
mig$niakow macicy
Eksplanty tkankowe
prawidtowe;j - 48-dotkowa 24
mie$niowki
 omorki 2,5x10* 48-dotkowa 24
mig$niakow macicy
Komorki
_ omorE 1x10* 96-dotkowa 24/48/72
mig$niakow macicy
Komorki
prawidtowej 2,5x10% 48-dotkowa 24
mie$niowki

3.5. Pomiar zywotno$¢ komoérek migsniakoéw macicy w hodowlach komérkowych

Do analiz zywotno$ci komorek, wysiano 1x10%/dotek komoérek miesniakow
macicy na 96-dotkowa plytke i stymulowano nosnikiem (0), UA (0,1, 1, 2, 3, 5, 7, 10,
15, 20, 30, 50, 100 uM), P4 (0,001, 0,01, 0,1, 1 uM), thVEGF (5, 10, 25, 50 ng/ml),
iVEGF (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 uM), rhIL-6 (5 ng/ml) lub ilL-6 (10 ng/ml) w pozywce
stymulujacej. Podloze zawierajace swieze dawki stymulantéw zmieniano co 24h.
Zywotnoéé pierwotnych komorek mie$niakéw macicy oceniano po 24, 48 i 72
godzinach leczenia metoda kolorymetryczng z wykorzystaniem kitu CellTiter 96®
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) (Promega, Madison, Wisconsin,
USA). Absorbancje odczytano przy 490 nm po 4 godzinach inkubacji z odczynnikami
MTT z kazdego dotka. Grupy kontrolne traktowano nos$nikiem etanolu w koncowym

stezeniu 0,05% etanolu.
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3.6.  Reakcja odwrotnej transkrypcji oraz ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy

(qPCR)

Na poczatku RNA izolowano z komodrek migéniakow macicy i komorek
prawidtowej migsnidéwki macicy po stymulacji in vitro, a takze bezposrednio z tkanek
mig$niakow macicy od pacjentow leczonych octanem uliprystalu (UA-L)
1 nieleczonych octanem uliprystalu (NT-L) oraz z tkanek prawidtowej migsniowki
macicy (M). Izolacje¢ RNA przeprowadzano za pomocg odczynnika TRIzol
(Invitrogen). Zastosowano NanoDrop (Thermo Scientific) i elektroforeze zelowa
do okreslenia ilosci i jakosci wyizolowanego RNA. Reakcje odwrotnej trakskrypcji
przeprowadzono z zestawem High-Capacity cDNA Reverse Transcription
kit zawierajacym inhibitor rybonukleazy (RNazy) (Applied Biosystems) zgodnie
z protokotem producenta. Do qPCR w czasie rzeczywistym zastosowano Master Mix
SYBR Green PCR (Applied Biosystems) i termocykler 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Warunki reakcji byly nastepujace: 2 minuty w temperaturze
50°C, 10 minut w temperaturze 95 °C, 15 sekund w temperaturze 95 °C i 1 minute¢
w temperaturze 60 °C, tacznie 40 cykli amplifikacji. Aby zapewni¢ amplifikacje
pojedynczego produktu, produkty PCR analizowano za pomoca analizy krzywej
topnienia i elektroforezy w zelu agarozowym. Kazdy produkt reakcji oddzielono
1 zweryfikowano za pomocg analizy sekwencjonowania. Poziomy ekspresji badanych
gendw znormalizowano do genu metabolizmu podstawowego peptydylprolilu

izomeraza A (PPIA). Wszystkie uzyte primery i ich parametry wykazano w Tabeli I11.
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Tabela III. Sekwencja starteréw uzytych w reakcji g—PCR.

GEN
(LUDZKI

SEKWENCJA PRIMEROW (5°-3°) EMBL

F: GAGCACTGGATGCTGTTGCT
PGR NM 001202474.3

R: GGCTTAGGGCTTGGCTTTC

F: TGCCTGGATAAGGAAGCACT
PGRMCI NM_006667.4

R: GCCCACGTGATGATACTTGA

F: ATGGGAAAGTCTTCGACGTG
PGRMC2 NM 006320.4

R: CAAAATGTGGCCAGTCCTCT

F: TGCCCTGCTGTGTGATCTTA
PAOR7 NM 178422.5

R: ATAGCTGAGGCTCCTGGATG

F: CGGTTGCATACCCTGTCCTG
PAORS NM_133367.4

R: ATCTTGGGAAGCCCATCCTC

F: ATTGTCCCAAGGCCTCAGAT
PAORS NM_001104554.1

R: ATGCCATTCCAGTCAAATCC

F: GCCGACTACTACGCCAAGGA
TGFBI NM_000660.6

R: CATAGATTTCGTTGTGGGTTTCC

F: CGAGAGGAGCGACGAAGAGT
TGFB2 NM 001135599.4

R: AGGGCGGCATGTCTATTTTG

F: CGGAATGAGCAGAGGATCGA
TGFB3 NM_003239.5

R: CTGTTTGGCAATGTGCTCATCT

F: GCTGCAATCAGGACCATTG
TGFBRI NM 004612.4

R: GATGCAGACGAAGCACACTG

F: TCCATCTGTGAGAAGCCACA
TGFBR2 NM 001024847.2

R: GGAGAAGCAGCATCTTCCAG




F: TGGGATACAACAGGCCTTTACA

SMAD2 NM_005901.6
R: ATACCTGGAGACGACCATCAAGA
F: GGAGCTGACACGGAGACACA
SMAD3 NM_005902.4
R: GAAGACCTCCCCTCCGATGT
F: GCCAAGACTGAGTGGTTGGATG
PPIA NM 021130.4
R: GAGTTGTCCACAGTCAGCAATGG
F: AGTGTGTGCCCACTGAGGA
VEGFA NM_001025366.3
R: TGTTGTGCTGTAGGAAGCTCA
F: ACTGTGCAGCGCTGTGGT
VEGFB NM_003377.5
R: TCTGCATTCACACTGGCTGT
F: CACGAGCTACCTCAGCAAGA
VEGFC NM_005429.5
R: ATCGGCAGGAAGTGTGATTG
F: AGTGACCAACATGGAGTCGT
VEGFR? NM_002253.4
R: ATCTTGCACAAAGTGACACG
F: GAAGCTCTATCTCCCCTCCAG
IL-6 NM_000600.5
R: AGGCAACACCAGGAGCAG
F: GACGACAAAGGCTGTGCTCT
IL-6R NM_000565.4
R: GCAGGAGAACTTCTGGGACTC
F: CCAATCCTGTTTGCCATATCTCT
RhOA NM 001313941.2
R: TCGGAATGATGAGCACACAAG
F: TCCTGACGCACGGCCAAGA
COLIAI NM_000088.4
R: AGGCCGTTCTGTACGCAGGT
F: CGAATGGCTGATTCAGGCTC
NRPI NM_003873.7

R:

AACAGGAGGAGGGGCTATCT
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3.7.  Pomiar wydzielania czynnikow wzrostu i cytokin

Stezenie cytokin i czynnikow wzrostu w supernatantach pozyskanych z hodowli
komorkowych okreslono za pomocg zestawow Quantikine ELISA Kit (R&D Systems),
stosujac: Human VEGF DuoSet ELISA (R&D), Human IL-6 DuoSet ELISA (R&D),
human TGF-B1 DuoSet ELISA (R&D) i human TGF-f33 DuoSet ELISA (R&D) zestaw
zgodnie z zaleceniami producenta. Pomiar absorbancji przeprowadzono za pomoca
czytnika ptytek Infinite M200 Pro Tecan. Kazda probg¢ analizowano w dwoch

powtdrzeniach.

3.8. Barwienie immunohistochemiczne

Ludzkie tkanki mig$niakéw macicy i tkanki prawidlowej migéniowki macicy
zostaty utrwalone w paraformaldehydzie, a nastgpnie zatopione w parafinie.
Do immunohistochemii wykorzystano skrawki parafiny o grubosci 5 um, ktore
nastepnie odparafinowano, uwodniono i gotowano w 10 mM buforze z kwasem
cytrynowym (pH 6,0) w aparacie Retriever przez 2,5 godziny. Skrawki tkanek
inkubowano z roztworami blokujacymi (3% BSA w PBS) przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej w celu zmniejszenia nieswoistego barwienia tta. Nastgpnie
skrawki inkubowano przez noc w 4 ° C z pierwszorzedowymi przeciwciatami dla PGR
(MA5-12658, Thermo Fisher; rozcienczenie 1: 700), mPRa (ab75508, Abcam,
Cambridge, Wielka Brytania; rozcienczenie 1: 500), mPRp (ab46534, Abcam;
rozcienczenie 1:1000), mPRy (ab79517, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania;
rozcienczenie 1:500), PGRMCI1 (PAB20135, Abnova Corporation, Taipei, Tajwan;
rozcienczenie 1:2000), PGRMC2 (ab125122, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania;
rozcienczenie 1:1000), RhoA (ab54835, Abcam, Cambridge, UK; rozcienczenie 1:200),
VEGEF (ab191274, Abcam, Cambridge, UK; rozcienczenie 1:50), IL-6 (ab9324, Abcam,
Cambridge, UK ; rozcienczenie: 0,125 pg/ml), SMAD3 (ab40854, Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania; rozcienczenie 1:200) i pSMAD3 (ab52903, Abcam, Cambridge,
Wielka Brytania; rozcienczenie 1:200). Po zablokowaniu endogennej peroksydazy
(0,5% H202 w PBS przez 20 minut w ciemno$ci w temperaturze pokojowej),
pierwszorzedowe przeciwciala potaczono z Envision® anty-mysim lub anty-krdliczym
polimerem + HRP (Dako) przez 30 minut w temperaturze pokojowe;j. Produkt reakcji

wizualizowano za pomocg tetrachlorowodorku 3'3-diaminobenzydyny (DAB, Dako).
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Po kazdym etapie przeprowadzono trzy przemywania z PBS z 0,05% Tween (PBS-T).
Hematoksyling zastosowano jako barwnik kontrastowy, a nastgpnie skrawki
odwodniono i utrwalono za pomocg Pertex (Histolab Products AB; Askim, Szwecja).
W kazdej dodatnio wybarwionej komorce zmierzono intensywnos$¢ wybarwienia jako
gesto$¢ optyczng produktu reakcji z obrazem analizowanym przez oprogramowanie
Fiji Software. Sze$¢ obszarow wybrano losowo z kazdej sekcji i automatycznie
okreslono ilosciowo. Dla kazdego analizowanego obszaru obliczono $rednig gesto$é

optyczng (OD).

3.9.  Barwienie immunocytochemiczne

Komorki mig$niakow macicy w iloéci 1,5x10% wysiano i hodowano na szkietku
nakrywkowym Nunc® Lab-Tek® II Chamber Slide™ system 154534 8-dotkowy
(SigmaAldrich) i stymulowano przez 24 godziny pozywka do stymulacji zawierajaca
kontrole w formie nos$nika (0) lub octan uliprystalu (1 uM). Komérki utrwalano
acetonem (8 min, temperatura pokojowa) i przemywano PBS (3 x 5 min).
Nastepnie, w celu zablokowania nieswoistego wigzania komorki inkubowano przez
30 minut z roztworem blokujacym (1% BSA w PBS z 0,05% Tween20; PBST)
w temperaturze pokojowej. Odtad komorki inkubowano w nawilzanej komorze przez
1 godzing w temperaturze pokojowej z nastepujacymi pierwszorzedowymi
przeciwcialami anty-pSMAD3 (ab52903, Abcam, Cambridge, Wielka Brytania;
rozcienczenie 1:200) rozcienczonymi w roztworze blokujacym. Nastgpnie komorki
inkubowano z drugorzedowym przeciwciatem fluorescencyjnym Alexa Fluor 647
kozim anty-kroliczym IgG (Abcam, Cambridge, Wielka Brytania; rozcienczenie 1:200)
przez 45 minut. Aby wykry¢ jadra komérkowe, komorki inkubowano z DAPI przez

1 minute.

3.10. Analiza statystyczna

Wyniki wyrazono jako $rednia + SEM. Istotno$¢ statystyczng oceniono
za pomoca jednokierunkowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego
1 dwuczynnikowej analizy ANOVA z testem post-hoc Bonferroniego przy uzyciu
GraphPad PRISM v. 7.0 (GraphPad Software, Inc). P < 0,05 uznano za istotne

statystycznie.
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4. WYNIKI

4.1. Wplyw progesteronu i octanu uliprystalu na zywotnos¢ komorek

mieSniakow macicy

Przeanalizowali$my wptyw progesteronu (0 — 1 uM) i octanu uliprystalu

(0 — 100 uM) na zywotno$¢ pierwotnych komodrek migsniakow macicy in vitro.

Zywotno$¢ komorek miesniakéw macicy po 72-godzinnej stymulacji progesteronem

w dawce 0,01 uM i1 wyzszej byla istotnie statystycznie podwyzszona w poréwnaniu

do grupy kontrolnej (Rycina 6 A). Po 72-godzinnej stymulacji octanem uliprystalu

w dawkach 1 pM lub wyzszych, zywotno$¢ komoérek migsniakow macicy byla istotnie

statystycznie obnizona w porownaniu do grupy kontrolnej oraz grupy stymulowane;j

progesteronem (Rycina 6 B — C). StwierdziliSmy réwniez, ze octan uliprystalu

hamowat stymulujace dzialanie progesteronu w komorkach migéniakow macicy

(Rycina 6 C).
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C Pierwotne komarki mie$niakéw macicy
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Rycina 6. Wplyw progesteronu i octanu uliprystalu na zywotno$¢ komoérek pierwotnej linii

komorkowej mig$niakéw macicy po 72-godzinnej stymulacji.

Zywotno$¢ komoérek mig$niakdw macicy po leczeniu progesteronem (Ryecina 6 A), octanem
uliprystalu (Rycina 6 B) lub progesteronem i octanem uliprystalu jednoczesnie (Rycina 6 C).
Za 100% proliferacji przyjeto warto$¢ odpowiadajaca proliferacji w probie kontrolne;.
Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu referencyjnego PPIA + SEM.
Linie taczace kolumny przedstawiaja grupy rdznigce sig¢ istotnie statystycznie (p<0.05).
Gwiazdki wskazuja istotne roznice miedzy grupa nieleczona, a grupami leczonymi (*, P<0,05;

%% P<0,0001). C, kontrola; P4, progesteron; UA, octan uliprystalu.
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4.2. Wplyw progesteronu i octan uliprystalu na profil ekspresji receptorow

progesteronowych w prawidlowej miesnidwce macicy i w mig¢sSniakach macicy

4.2.1. Wplyw progesteronu i octan uliprystalu na profil ekspresji receptorow

progesteronowych w eksplantach mi¢sniakach macicy

Ekspresja PGRA/B byta znaczaco podwyzszona w eksplantach mig$niakdéw
macicy po leczeniu progesteronem i octanem uliprystalu, a progesteron nie wykazywat
zadnych efektow addytywnych do dziatania octanu uliprystalu (Rycina 7 A).
W przeciwienstwie do tego, ekspresja PGRB byta podwyzszona po leczeniu
progesteronem, a obnizona po leczeniu octanem uliprystalu. Leczenie progesteronem
nie znosito efektu wywolanego przez octan uliprystalu (Rycina 7 B).
Podobnie, ekspresja mPRa, mPRB, mPRy i PGRMCI1 byta znaczaco podwyzszona
po leczeniu progesteronem, a obnizona po leczeniu octanem uliprystalu. Progesteron
nie odwrdcit tego dzialania octanu uliprystalu (Rycina 7 C - F).
Leczenie progesteronem ani octanem uliprystalu nie wptynety na ekspresj¢ PGRMC2

w eksplantach migsniakow macicy (Rycina 7 G).
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Rycina 7. Charakterystyka ekspresji receptorow progesteronowych w eksplantach mi¢$niakow

macicy.

Analiza qPCR ekspresji PGRA/B, PGRB, mPRa, mPRf, mPRy, PGRMC1, PGRMC2
(Rycina 7 A — G) w eksplantach migéniakéw macicy w kontroli, po leczeniu progesteronem,
octanem uliprystalu lub progesteronem i octanem uliprystalu jednoczesnie. Kazdy stupek
reprezentuje stosunek badanego genu i genu referencyjnego PPIA £ SEM. Gwiazdki wskazuja
istotne roznice migdzy grupa kontrolna, a grupa leczong (*, P <0,05; **, P <0,01; *** P <0,001;
*kxxk P <0,0001) C, kontrola, mPRa, blonowy receptor progesteronu o; mPRp,
btonowy receptor progesteronu [; mPRy, blonowy receptor progesteronu v;
PGRA, izoforma A jadrowego receptora progesteronu; PGRA/B, izoforma A/B jadrowego
receptora  progesteronu; PGRMCI1, btonowy  receptor  progesteronowy I;
PGRMC2, blonowy receptor progesteronowy 2; PRs, receptory progesteronowe;
P4, progesteron; UA, octan uliprystalu.
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4.2.2. Profil ekspresji oraz lokalizacja receptorow progesteronowych
w prawidlowej mi¢sniowce macicy i w mi¢sniakach macicy przed i po leczeniu

octanem uliprystalu

Profil ekspresji receptora jadrowego (PGRA, PGRA/B) 1 wszystkich blonowych
podtypow receptoréw progesteronowych (mPRa,, mPR, mPRy, PGRMCI1, PGRMC2)
w tkankach mig$niakéw macicy leczony (n=100) i nieleczonych mig¢$niakéw macicy
(n=150), jak rowniez w tkankach prawidlowe] migsnidowki macicy (n=100).
Ekspresja PGRA/B, PGRB, mPRa, mPRB i PGRMCI byla znacznie wyzsza
w tkankach mig$niakdéw nieleczonych octanem uliprystalu w poréwnaniu z prawidtowa
mig$nidwka macicy (Rycina 8). W przeciwienstwie do tego, tylko ekspresja PGRA/B
byla podwyzszona w tkankach migéniakow macicy leczonych octanem uliprystalu,
podczas gdy ekspresja PGRB, mPRa, mPRB i PGRMCI byla podobna do tej
w prawidtowej mig$niowce macicy. Ekspresja mPRy i PGRMC2 byla podobna
we wszystkich badanych grupach (Rycina 8).
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Rycina 8. Charakterystyka profilu ekspresji receptoréw progesteronowych w migéniakach

macicy po leczeniu octanem uliprystalu i progesteronem.

Analiza qPCR ekspresji receptora jadrowego (PGRA, PGRA/B) oraz blonowych receptoréw
progesteronu (mPRo, mPR, mPRy, PGRMC1, PGRMC2) w prawidlowej migsnidwce macicy
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(n=100) i mig$niakach macicy nieleczonych (NT-L) (n=150) i leczonych octanem uliprystalu
(UA-L) (n=100) (Rycina 8). Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu
referencyjnego PPIA = SEM. Gwiazdki wskazujg istotne réznice migdzy grupg kontrolna,
a grupa leczong (**, P <0,01; **** P<0,0001). NT-L, migsniaki macicy nieleczone;
M, prawidlowa migsnidwka macicy; mPRa, btonowy receptor progesteronu a; mPR[3, blonowy
receptor progesteronu [3; mPRy, blonowy receptor progesteronu y; PGRA, izoforma A
jadrowego receptora progesteronu; PGRA/B, izoforma A/B jadrowego receptora progesteronu;
PGRMCI1, btonowy receptor progesteronowy 1; PGRMC?2, blonowy receptor progesteronowy

2; PRs, receptory progesteronowe; UA-L, mig$niaki macicy leczone octanem uliprystalu.
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4.2.3. Lokalizacja receptorow progesteronowych w mieSniakach przed

i po leczeniu octanem uliprystalu

Badania immunohistochemiczne wykazaly silnie pozytywne barwienie
cytoplazmatyczne dla mPRo, mPRB i PGRMCl w nieleczonych kontrolnych
mig$niakach macicy (NT — L) (Rycina 9 A — C), w poréwnaniu do migsniakow
leczonych octanem uliprystalu (UA — L) (Rycina 9 D — F). Ocena ilo$ciowa barwienia
immunohistochemicznego 1 ocena gestosci optycznej (OD) ujawnily znacznie
zmniejszony procentowy stosunek barwien mPRo, mPRP i PGRMC1 w migéniakach
leczonych octanem uliprystalu do migs$niakow nieleczonych (Rycina 9 G — I).
W poréwnaniu do mig$niakow nieleczonych (Rycina 10 A — C) leczenie octanem
uliprystalu nie miato wpltywu na barwienie jadrowe mPRy, PGR i PGRMC2
(Rycina 10 D — F). Ocena ilosciowa barwienia immunohistochemicznego i ocena
gestosci optycznej (OD) ujawnily zmniejszony procentowy stosunek barwien tylko
w przypadku mPRy w mig$niakach leczonych octanem uliprystalu do mig¢éniakoéw

nieleczonych, ocena PGR i PGRMC2 nie wykazata zmian (Rycina 10 G — H).
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Rycina 9. Lokalizacja receptorow progesteronowych mPRo, mPR[3 i PGRMC1 w migéniakach

macicy leczonych i nieleczonych octanem uliprystalu.

Immunohistochemiczne barwienie mPRa, mPRP i PGRMCI u pacjentek z migéniakami macicy
nieleczonych (Rycina 9 A — C) oraz leczonych octanem uliprystalu (Rycina 9 D — F).
Ocena iloSciowa barwienia immunohistochemicznego mPRa, mPRB i PGRMCI
(Rycina 9 G —I) byta dokonana przez oprogramowanie Fiji (Imagel). Z kazdej barwionej sekcji
losowo wybrano sze$¢ obszardéw, ktore zostaly automatycznie ocenione iloSciowo przez
oprogramowanie Fiji, i oceniono ich gesto§¢ optyczng (OD). Wyniki przedstawiono
w procentach kontroli. (* P <0, 05) w poréwnaniu z nicleczong kontrola. mPRa, blonowy
receptor progesteronu o.; mPR[3, blonowy receptor progesteronu 3, NT-L, nieleczone migsniaki
macicy; PGRMCI, sktadnik btony receptora progesteronu 1; UA-L, migsniaki macicy leczone

octanem uliprystalu. Pasek skali, 200 mm.
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Rycina 10. Lokalizacja receptoréw progesteronowych mPRy, PGR i PGRMC2 w migéniakach

macicy leczonych i nieleczonych octanem uliprystalu.

Immunohistochemiczne barwienie mPRy, PGR i PGRMC2 u pacjentek z migéniakami macicy
nieleczonych (Rycina 10 A — C) oraz leczonych octanem uliprystalu (Rycina 10 D — F).
Ocena ilosciowa barwienia immunohistochemicznego mPRy, PGR 1 PGRMC2
(Rycina 10 G — I) byta dokonana przez oprogramowanie Fiji (Imagel). Z kazdej barwionej
sekcji losowo wybrano szes$¢ obszarow, ktore zostaty automatycznie ocenione ilosciowo przez
oprogramowanie Fiji, i oceniono ich ggstos¢ optyczng (OD). Wyniki przedstawiono
w procentach kontroli. (* P <0, 05) w poréwnaniu z nieleczong kontrolg. mPRy, blonowy
receptor progesteronu y; NT-L, nieleczone migsniaki macicy; PGR, jadrowy receptor
progesteronu; PGRMC2, sktadnik btony receptora progesteronu 2; UA-L, mig$niaki macicy

leczone octanem uliprystalu. Pasek skali, 200 mm.
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4.3. Rola progesteronu i octanu uliprystalu w szlaku sygnalowego TGF-B

w mi¢sSniakach macicy

4.3.1. Charakterystyka profilu ekspresji szlaku sygnalowego TGF-B

w prawidlowej mie¢snidowce i mieSniakach macicy przed i po leczeniu octanem

uliprystalu

Profil ekspresji szlaku sygnatowego TGF- w tkankach migéniakdw macicy.
Ekspresja TGF-1, TGF-3, SMAD2 i SMAD3 w mig$niakach macicy byly znaczaco
podwyzszone w poréwnaniu z prawidlowa mig$niowka macicy (Rycina 11 A — B).
Leczenie octanem uliprystalu obnizato ekspresje TGF-1, TGF-3, TGF-BR2 i SMAD3
w tkankach mig¢éniakow macicy (Rycina 11 A — B).
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Rycina 11. Charakterystyka profilu ekspresji szlaku sygnalowego TGF-B w tkankach
prawidlowej miesnidwki macicy i tkankach migsniakow macicy przed i po leczeniu octanem

uliprystalu.

Analiza qPCR ekspresji izoform transformujacego czynnika wzrostu B (TGF-B1,
TGF-B2, TGF-B3) i ich receptorow (TGF-BR1, TGF-BR2) (Rycina 11 A) oraz przekaznikow
sygnatu (SMAD2, SMAD3) (Rycina 11 B) w tkankach prawidlowej migsnidwki macicy
(n=100) oraz mig¢éniakow macicy pochodzacych od kobiet nieleczonych (NT-L) (n=150)
i leczonych octanem uliprystalu (UA-L) (n=100). Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego
genu i genu referencyjnego PPIA + SEM. Gwiazdki wskazujg istotne roznice migdzy grupami
nieleczonymi i leczonymi (¥, P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001).
M, prawidlowa mie$niowka macicy; NT-L, nieleczone mig$niaki  macicy;
TGF-B1, transformujacy czynnik wzrostu B 1; TGF-B2, transformujacy czynnik wzrostu 3 2;
TGF-B3, transformujacy czynnik wzrostu  3; TGF-BR1, receptor 1 transformujgcego czynnika
wzrostu f3; TGF-BR2, receptor 2 transformujacego czynnika wzrostu ; UA-L, mig$niaki

macicy leczone octanem uliprystalu.
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4.3.2. Rola progesteronu i octanu uliprystalu w regulacji szlaku sygnalowego

TGF-B w miesniakach macicy

Dodatnie inhibitora TGF-BRI/Il (iTGF-BRI/II) do octanu uliprystalu
lub progesteronu znacznie wzmocnito dziatanie hamujace octanu uliprystalu
na zywotno$¢ komorek migsniakow macicy i zahamowato stymulujace dziatanie
progesteronu na zywotno$¢ komorek mig$niakow macicy (Rycina 12 A).
Ponadto, sam iTGF-BRI/II nie wplywat na zywotno§¢ komodrek miegsniakow macicy
(Rycina 12 A). Gdy inhibitor SMAD3 (iISMAD?3) zostal dodany do progesteronu
lub octanu uliprystalu, zniést on zalezng od progesteronu stymulacje zywotnos$ci
pierwotnych komoérek mie$niakéw macicy, ale nie wykazywal zadnych efektéw

addytywnych do dziatania octanu uliprystalu (Rycina 12 B).
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Rycina 12. Wptyw octanu uliprystalu i progesteronu oraz inhibitorow szlaku sygnalizacyjnego

TGF-B na zywotnos¢ komorek migsniakdw macicy.

Wplyw octanu uliprystalu i progesteronu z/bez inhibitora receptorow TGF-BRI/II
(Rycina 12 A) lub z/bez inhibitora SMAD3 (Rycina 12 B) lub na Zywotno$¢ komorek
pierwotnych komoérek migsniakéw macicy (n=30) po 24-godzinnym leczeniu. Pomiarow
dokonano za pomoca testu MTT. Za 100% proliferacji przyjeto warto$¢ odpowiadajaca
proliferacji w probie kontrolnej. Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu
referencyjnego PPIA = SEM. Gwiazdki wskazujg istotne rdznice miedzy grupami nieleczonymi
i leczonymi (*, P <0,05; **, P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). C, kontrolne mig$niaki
macicy; iSMAD3, SMAD3 inhibitor; iTGF-BRI/II, inhibitor receptora I/Il TGF-;
P4, progesteron; UA, octan uliprystalu.
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4.3.3. Rola progesteronu i octanu uliprystalu w aktywacji szlaku sygnalowego

TGF-B w miesniakach macicy

TGF-f moze promowa¢ wzrost guza poprzez szlaki zalezne i/lub niezalezne
od SMAD. Aby ustali¢, czy progesteron i octan uliprystalu aktywuja sygnalizacje
TGF-B1/SMAD, zbadaliSmy ich wptyw na stosunek fosforylowanego (pSMAD?3)
i niefosforylowanego SMAD3 w mig¢$niakach macicy. Grupa migsniakow nieleczonych
(NT-L) wykazywala silnie pozytywne barwienie SMAD3 (Rycina 13 A) i pPSMAD3
(Rycina 13 B), podczas gdy grupa mig¢sniakéw leczonych octanem uliprystalu
wykazywaly wyraznie stabsze cytoplazmatyczne barwienie SMAD3 (Rycina 13 C)
1 jadrowe barwienie pSMAD3 (Rycina 13 D). Automatyczna ocena ilo$ciowa i ocena
OD wykazaly istotnie statystycznie stabsze barwienie SMAD3 i1 pSMAD3
w migséniakach macicy leczonych octanem uliprystalu w poréwnaniu z nieleczonymi
mig$niakami macicy (Rycina 13 E — F). Immunocytochemia wykazata lokalizacj¢

jadrowa pSMAD3 tylko w nieleczonych migsniakach macicy (Rycina 14 A), natomiast

w migé$niakach macicy leczonych octanem uliprystalu nie stwierdzono translokacji

pSMAD3 (Rycina 14 B).
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Rycina 13. Wplyw octanu uliprystalu na SMAD3 w mig$niakach macicy.

Barwienie immunohistochemiczne (IHC) biatka SMAD3 i pSMAD3 w mig$niakach macicy
od pacjentek nieleczonych (NT-L) (n=150) (Rycina 13 A — B) i leczonych octanem uliprystalu
(UA-L) (n=100) (Rycina 13 C - D). Pasek skali, 200um. Ocena ilo$ciowa barwienia
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immunohistochemicznego SMAD3 i pSMAD3 (Rycina 13 E — F) byta dokonana przez
oprogramowanie Fiji (Imagel). Z kazdej barwionej sekcji losowo wybrano szes¢ obszardw,
ktore zostaly automatycznie ocenione ilo§ciowo przez oprogramowanie Fiji, i oceniono
ich gestos¢ optyczna (OD). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli. (* P<0,05),
w poréwnaniu z nieleczong kontrola. NT-L, kontrolne/nieleczone mig$niaki macicy; pSMAD3,

fosforylowany SMAD3; UA-L, mig$niaki macicy leczone octanem uliprystalu.

A
NT-L

B
UA-L

DAPI SMAD3 MERGED

Rycina 14. Wptyw octanu uliprystalu na translokacj¢ jadrowa SMAD3 w mi¢$niakach macicy.

Immunocytochemiczna lokalizacja biatka SMAD3 w komorkach pierwotnych mig$niakdéw
macicy (n=30) nieleczonych (Rycina 14 A) lub leczonych octanem uliprystalu (Rycina 14 B).
Pasek skali - 20um. NT-L, nieleczone migsniaki macicy; UA-L, mi¢$niaki macicy leczone

octanem uliprystalu.
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4.4. Mechanizm dzialania progesteronu i octanu uliprystalu w regulacji VEGF

w mieSniakach macicy

4.4.1. Charakterystyka profilu ekspresji rodziny VEGF w prawidlowej

miesniowce i mieSniakach macicy

Ekspresja  VEGFA w prawidlowej migsnidwce macicy nie rdznila sie¢
w porownaniu do nieleczonych mig$niakdw macicy. Progesteron nie mial wptywu
na ekspresjc VEGFA, natomiast ekspresja VEGFA Dbyta istotnie nizsza
po leczeniu octanem uliprystalu (Rycina 15 A). Ekspresja VEGFB bytla istotnie wyzsza
w mie¢$niakach macicy w poréwnaniu z prawidtowa mi¢snidwka macicy, progesteron
nie mial wptywu na jego ekspresje w migsniakach macicy, podczas gdy leczenie
octanem uliprystalu obnizato jego ekspresje (Rycina 15 B). Ekspresja VEGFC
i VEGFR2 byla obnizona w nieleczonych mig$niakach macicy w pordéwnaniu
do prawidtowej mie$niowki macicy. Progesteron zwickszat ekspresje VEGFC,
ale nie miata wplywu na VEGFR2, podczas gdy octan uliprystalu obnizat ekspresje obu
tych genow (Rycina 15 C — D).
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Rycina 15. Charakterystyka czynnikow rodziny VEGF.

Analiza qPCR ekspresji VEGFA, VEGFB, VEGFC i VEGFR2 (Rycina 15 A - D)
w eksplantach migéniakoéw macicy (n=30) leczonych progesteronem lub octanem uliprystalu.
Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu referencyjnego PPIA + SEM.
Gwiazdki wskazujg istotne roznice migdzy grupami kontrolnymi i grupami leczonymi
(*, P <0,05; **, P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). M, prawidlowa migsniéwka macicy;
NT-L, nieleczone mig$niaki macicy; P4, progesteron; P4-L, mig¢sniaki macicy leczone
progesteronem; UA-L, mig$niaki macicy leczone octanem uliprystalu; VEGFA, czynnik
wzrostu §rodbtonka naczyniowego A; VEGFB, czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego B;
VEGFC, czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego C; VEGFR2, receptor 2 czynnika wzrostu

srodbtonka naczyniowego.
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4.4.2. Wplyw VEGF na zywotnos¢ komorek mi¢sniakow macicy

Stymulacja ludzkim rekombinowanym VEGF (przy 0-50 ng/ml) nie wykazatla
wplywu na zywotno$¢ komorek migsniakéw macicy (Rycina 16).
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Rycina 16. Wplyw VEGF na zywotno$¢ komoérek migsniakow macicy.

Wplyw leczenia rekombinowanym ludzkim VEGF (Rycina 16) na zywotno$¢ komorek
mig$niakow macicy (n=30). Za 100% proliferacji przyjgto wartos¢ odpowiadajaca proliferacji

w probie kontrolnej. VEGF, czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego.
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4.4.3. Rola progesteronu, octanu uliprystalu i inhibitora SMAD3 w regulacji

ekspresji i wydzielania VEGF w mi¢sniakach macicy

W nieleczonych migéniakach macicy obserwowano silnie pozytywne barwienie
VEGF (Rycina 17 A), podczas gdy barwienie VEGF byto bardzo stabe w mig$niakach
od kobiet leczonych octanem uliprystalu (Rycina 17 B). Automatyczna ocena ilo§ciowa
i ocena OD wykazaly istotnie statystycznie slabsze barwienie VEGF w mig$niakach

po leczeniu octanem uliprystalu w poréwnaniu z mig$niakami macicy bez leczenia
(Rycina 17 C).

Octan uliprystalu hamowat uwalnianie VEGF z eksplantow mig$niakow macicy,

podczas gdy iISMAD3 znosit ten efekt indukowany przez octan uliprystalu (Rycina 18).
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Rycina 17. Lokalizacja VEGF w mig¢éniakach leczonych i nieleczonych octanem uliprystalu.

Barwienie immunohistochemiczne biatka VEGF w mig$niakach macicy od pacjentek
nieleczonych (NT-L) (n=150) (Rycina 17 A) i leczonych octanem uliprystalu (UA-L) (n=100)
(Rycina 17 B). Ocena ilosciowa barwienia immunohistochemicznego VEGF (Rycina 17 C)
byta dokonana przez oprogramowanie Fiji (ImagelJ). Z kazdej barwionej sekcji losowo wybrano
sze$¢ obszarow, ktore zostaty automatycznie ocenione ilo§ciowo przez oprogramowanie Fiji,
i oceniono ich gestos¢ optyczng (OD). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli.
(* P <0, 05), w porownaniu z nieleczong kontrolg. Pasek skali, 200pm. NT-L, mi¢$niaki macicy

nieleczone; UA-L, mig$niaki macicy leczone octanem uliprystalu; VEGF, czynnik wzrostu

srodbtonka naczyniowego.
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Rycina 18. Wptyw progesteronu, octanu uliprystalu i inhibitora SMAD3 na wydzielania VEGF

w mig$niakach macicy.

Uwalnianie VEGF (Rycina 18) do medium komoérkowego przez eksplanty mig$niakow macicy
(n=30) w obecnosci lub bez iISMAD3 w grupach: kontrolnej, leczonej progesteronem i leczonej
octanem uliprystalu. Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu referencyjnego
PPIA + SEM. Gwiazdki wskazujg istotne réznice miedzy grupami nieleczonymi i leczonymi
(*, P <0,05; ** P <0,01). iSMAD3, inhibitor SMAD3; C, kontrola (nicleczone mig$niaki
macicy); P4, progesteron; UA, octan uliprystalu; VEGF, czynnik wzrostu $rodbtonka

naczyniowego.

66



A

4.5. Mechanizm dzialania progesteronu i octanu uliprystalu w regulacji IL-6

w mieSniakach macicy

4.5.1. Charakterystyka profilu ekspresji rodziny IL-6 w prawidlowej mieSniowce

i mi¢Sniakach macicy

Ekspresja IL-6 byla istotnie wyzsza w eksplantach mieéniakéw macicy
w poréwnaniu z prawidlowg migsniowka macicy (Rycina 19 A). Ekspresja IL-6R
w prawidlowej migsnidwce macicy nie réznita si¢ w poréwnaniu do nieleczonych
migsniakow macicy (Rycina 19 B). Leczenie progesteronem zwigkszalo ekspresje
IL-6 oraz IL-6R w mi¢$niakach macicy, podczas gdy octan uliprystalu obnizat ekspresje
tych gendow (Rycina 19 A — B).
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Rycina 19. Charakterystyka czynnikow rodziny IL-6.

Analiza qPCR ekspresji IL-6 oraz IL-6R (Rycina 19 A — B) w eksplantach mig§niakéw macicy
(n=30) leczonych progesteronem lub octanem uliprystalu. Kazdy stupek reprezentuje stosunek
badanego genu i genu referencyjnego PPIA + SEM (n=50). Gwiazdki wskazujg istotne roznice
migdzy grupa kontrolng a grupa leczona (*, P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ****,
P <0,0001). IL-6, interleukina 6; IL-6R, receptor interleukiny 6; M, prawidtowa mi¢$niowka
macicy; NT-L, nieleczone mig$niaki macicy; P4, progesteron; P4-L, mig$niaki macicy leczone

progesteronem; UA-L, mig¢éniaki macicy leczone octanem uliprystalu.

67



4.5.2. Wplyw IL-6 na zywotno$¢ komorek mi¢sniakow macicy

Leczenie ludzka rekombinowang IL-6 (0 — 30 ng/ml) znacznie zwigkszalo

zywotno$¢ komorek miesniakéw macicy (Rycina 20).
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Rycina 20. Wplyw IL-6 na zywotnos¢ komorek migsniakow macicy.

Wptyw leczenia ludzka rekombinowang IL-6 (Rycina 20) na zywotnos¢ komoérek migsniakow
macicy. Za 100% proliferacji przyje¢to wartos¢ odpowiadajaca proliferacji w probie kontrolne;.
Gwiazdki wskazujg istotne roznice migdzy grupami kontrolnymi i grupami leczonymi

(*** P <0,001; **** P <0,0001). IL-6, interleukina 6.
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4.5.3. Rola progesteronu, octanu uliprystalu i inhibitora SMAD3 w regulacji

ekspresji i wydzielania IL-6 w mi¢Sniakach macicy

W nieleczonych migéniakach macicy obserwowano silnie pozytywne barwienie
IL-6 (Rycina 21 A), podczas gdy barwienie IL-6 bylo bardzo stabe w migéniakach
od kobiet leczonych octanem uliprystalu (Rycina 21 B). Automatyczna ocena ilo§ciowa
i ocena OD wykazaly istotnie statystycznie stabsze barwienie IL-6 w mig$niakach
po leczeniu octanem uliprystalu w poréwnaniu z mig¢éniakami macicy bez leczenia

(Rycina 21 C).

Leczenie octanem uliprystalu eksplantow mig$niakdéw macicy znacznie
zmniejszyto wydzielanie przez nie IL-6, podczas gdy dodanie iISMAD3 czgsciowo
zniosto ten efekt octanu uliprystalu (Rycina 22). Ponadto, iSMAD3 zmniejszyl réwniez

wydzielanie IL-6 stymulowane przez progesteron (Rycina 22).
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Rycina 21. Lokalizacja IL-6 w mig$niakach leczonych i nieleczonych octanem uliprystalu.

Barwienie immunohistochemiczne biatka IL-6 w migéniakach macicy od pacjentek
nieleczonych (NT-L) (n=150) i leczonych octanem uliprystalu (UA-L) (n=100)
(Rycina 21 A — B). Ocena ilosciowa barwienia immunohistochemicznego IL-6 (Rycina 21 C)
byta dokonana przez oprogramowanie Fiji (ImagelJ). Z kazdej barwionej sekcji losowo wybrano
sze$¢ obszarow, ktore zostaty automatycznie ocenione ilo§ciowo przez oprogramowanie Fiji,
i oceniono ich gestos¢ optyczng (OD). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli.
(* P <0, 05), w porownaniu z nieleczong kontrolg. Pasek skali, 200um. IL-6, interleukina 6;

NT-L, mig¢sniaki macicy nieleczone; UA-L, mig$niaki macicy leczone octanem uliprystalu.
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Rycina 22. Wplyw progesteronu, octanu uliprystalu i inhibitora SMAD3 na wydzielania

IL-6 w mig$niakach macicy.

Uwalnianie IL-6 (Rycina 22) do medium komoérkowego przez eksplanty mig$niakow macicy
(n=30) w obecnosci lub bez iISMAD3 w grupach: kontrolnej, leczonej progesteronem i leczonej
octanem uliprystalu. Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu referencyjnego
PPIA + SEM. Gwiazdki wskazuja istotne roznice migdzy grupami nieleczonymi i leczonymi
(*, P <0,05; **, P <0,01; **** P <0,0001). C, kontrola (nieleczone mig$niaki macicy);

IL-6, interleukina 6; iSMAD3, inhibitor SMAD?3; P4, progesteron; UA, octan uliprystalu.
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4.6. Rola progesteronu i octanu uliprystalu w regulacji Sciezki sygnalowej

RhOA w mig¢s$niakach macicy

4.6.1 Charakterystyka profilu ekspresji RhoA i jego lokalizacja w mie¢Sniakach

macicy

W nieleczonych migéniakach macicy obserwowano silnie pozytywne barwienie
RhOA (Rycina 23 A), podczas gdy barwienie RhOA byto bardzo stabe w mig$niakach
od kobiet leczonych octanem uliprystalu (Rycina 23 B). Automatyczna ocena ilo§ciowa
i ocena OD wykazaly istotnie statystycznie slabsze barwienie RhOA w mig$niakach
po leczeniu octanem uliprystalu w poréwnaniu z migéniakami macicy bez leczenia

(Rycina 23 C).

Ekspresja RhOA byla istotnie podwyzszona w migéniakach macicy
w porownaniu do prawidtowej mig$niowki macicy. Ponadto, ekspresja RhOA byta
istotnie nizsza w mig$niakach kobiet leczonych w porownaniu do mi¢$niakéw kobiet

nieleczonych octanem uliprystalu przed zabiegiem (Rycina 24 A).
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Rycina 23. Lokalizacja RhOA w mig$niakach macicy.

Barwienie immunohistochemiczne biatka RhOA w migsniakach macicy od pacjentek
nieleczonych (NT-L) (n=150) (Rycina 23 A) i leczonych octanem uliprystalu (UA-L) (n=100)
(Rycina 23 B). Ocena ilosciowa barwienia immunohistochemicznego RhOA (Rycina 23 C)
byta dokonana przez oprogramowanie Fiji (ImagelJ). Z kazdej barwionej sekcji losowo wybrano
sze$¢ obszarow, ktore zostaty automatycznie ocenione ilo§ciowo przez oprogramowanie Fiji,
i oceniono ich gestos¢ optyczng (OD). Wyniki przedstawiono jako procent kontroli.
(* P <0, 05), w porownaniu z nieleczong kontrolg. Pasek skali, 200pm. NT-L, mig$niaki macicy

nieleczone; UA-L, mig$niaki macicy leczone octanem uliprystalu.
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RhOA/ tkanki in vivo
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Rycina 24. Ekspresja RhOA w migéniakach macicy.

Analiza qPCR ekspresji genu RhoA w tkance migsniakéw macicy od kobiet nieleczonych
(NT-L) (n=150) i leczonych octanem uliprystalu (UA-L) (n=100) oraz w prawidtowej
migénidwce macicy (n=100) (Rycina 24). Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu
i genu referencyjnego PPIA =+ SEM. Gwiazdki wskazujg istotne rdéznice miedzy
nietraktowanymi grupami kontrolnymi i leczonymi (*, P <0,05). M, prawidlowa mi¢$nidowka
macicy; NT-L, nieleczone mie¢s$niaki macicy; UA-L, migs$niaki macicy leczone octanem

uliprystalu.
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4.6.2. Rola progesteronu, octanu uliprystalu i inhibitora SMAD3 w regulacji

ekspresji i wydzielania RhOA w mi¢sniakach macicy

Octan uliprystalu znaczaco obnizyt ekspresje RhOA w eksplantach migsniakow
macicy (Rycina 25 A). Progesteron zwigkszal ekspresj¢ RhOA w eksplantach
migsniakow macicy, a efekt ten byt znoszony przez iSMAD3 (Rycina 25 A). Dodanie
iISMAD3 do octanu uliprystalu wykazato addytywny wptyw na obnizenie ekspresji
RhoA w eksplantach migsniakéw macicy (Rycina 25 A).

Jednoczesne leczenie eksplantow migsniakéw macicy VEGF z progesteronem nie
zwigkszylo stymulujacych efektow progesteronu na ekspresj¢ RhOA (Rycina 25 B).
VEGEF 2zniost zalezng od octanu uliprystalu i iSMAD?3 regulacje w dot ekspresji RhoA
(Rycina 25 B). Ponadto, leczenie octanem uliprystalu zwigkszato ekspresje antagonisty

RhoA Rnd3 w tkankach mig$niakow macicy (Rycina 25).
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Rycina 25. Ekspresja RhOA po leczeniu progesteronem, octanem uliprystalu w obecnosci
lub bez iSMAD?3 Iub VEGF.

Analiza qPCR ekspresji RhoA w eksplantach migéniakéw macicy (n=30) po leczeniu
progesteronem, octanem uliprystalu w obecnosci lub bez iISMAD3 (Rycina 25 A) lub VEGF
(Rycina 25 B). Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu referencyjnego PPIA
+ SEM. Gwiazdki wskazujg istotne réznice miedzy nietraktowanymi grupami kontrolnymi
i leczonymi (*, P <0,05; **, P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001). C, kontrola (nieleczone
migéniaki macicy); iISMAD3, inhibitor SMAD3; P4, progesteron; UA, octan uliprystalu;

VEGF, czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego.
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Rycina 26. Ekspresja Rnd3 w tkankach mig$niakoéw macicy.

Analiza qPCR ekspresji genu Rnd3 w tkance mig$niakéw macicy od kobiet nieleczonych
(NT-L) (n=150) i leczonych octanem uliprystalu (UA-L) (n=100) oraz w prawidtowej
migénidwce macicy (n=100) (Rycina 26). Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu
i genu referencyjnego PPIA + SEM. Gwiazdki wskazujg istotne rdéznice migdzy
nietraktowanymi grupami kontrolnymi i leczonymi (**, P <0,01; *** P <0,001).
M, prawidtowa migsniowka macicy; NT-L, nieleczone mig$niaki macicy; UA-L, mig$niaki

macicy leczone octanem uliprystalu.
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4.7. Ekspresja genow roznych typow interleukin i czynnikéw wzrostu

w prawidlowej mi¢sniowce macicy oraz mi¢sniakach macicy

Ekspresja TNF-a oraz PDGF (Rycina 27 A — B) byta istotnie wyzsza w mig$niakach
macicy w poréwnaniu z prawidlowa migsnidowka macicy. Po leczeniu octanem
uliprystalu ekspresja TNF-o. byla nizsza niz w migsniakach nieleczonych,
porownywalna do ekspresji w prawidtowej migsnibwce macicy (Rycina 27 A).
Ekspresja IGF-1, FGF2, INF-B1 oraz TRAIL (Rycina 27 C — F) byla istotnie obnizona
w mig$niakach macicy w poréwnaniu z prawidtowa mig$niowka macicy. Ich ekspresja
nie zmieniata si¢ po leczeniu octanem uliprystalu. Ekspresja I1L-24 (Rycina 27 G)
w nieleczonych migsniakach macicy byta poréwnywalna do ekspresji w prawidlowej
mig$nidéwce macicy, jednak po leczeniu octanem uliprystalu jej ekspresja byta istotnie
podwyzszona w porownaniu do miesniakoéw nieleczonych jak 1 prawidlowej
mig$niowki macicy. Ekspresja IL-10 (Rycina 27 H) byla réwniez podwyzszona
w migs$niakach leczonych octanem uliprystalu w porownaniu do prawidtowej
mig$niowki macicy, ale nie do mig$niakow przed leczeniem. Nie zaobserwowano
istotnych statystyczni réznic w ekspresji IL-1p oraz EGF (Rycina 27 I — J)
w mig$niakach macicy przed i po leczeniu octanem uliprystalu oraz w prawidtowej

mig$nidwce macicy.
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Rycina 27. Ekspresja réznych typow interleukin i czynnikow wzrostu w tkankach

prawidlowej mig$nidéwki macicy oraz mig¢$niakow macicy.

Analiza qPCR ekspresji TNF-a, PDGF, IGF-1, FGF2, IFN-B1, TRAIL, 1L-24, IL-10, IL-1p
oraz EGF (Rycina 27 A — J) w tkance mig$niakéw macicy od kobiet nieleczonych (NT-L)
(n=150) i leczonych octanem uliprystalu (UA-L) (n=100) oraz w prawidlowej mig$nidwce
macicy (n=100). Kazdy stupek reprezentuje stosunek badanego genu i genu referencyjnego
PPIA + SEM. Gwiazdki wskazujg istotne r6znice migdzy grupami kontrolnymi i grupami
leczonymi (*, P <0,05; ***, P <0,001; **** P <0,0001). IGF-1, insulinopodobny czynnik
wzrostu 1; IL-1f, interleukina 1fB; IL-10, interleukina 10; IL-24, interleukina 24; IFN-B1,
interferon B1; EGF, naskorkowy czynnik wzrostu; FGF2, czynnik wzrostu fibroblastow 2;

PDGF, ptytkopochodny czynnik wzrostu; TNF-o, czynnik martwicy nowotworow o
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M, prawidtowa migsniowka macicy; NT-L, nieleczone mig$niaki macicy; UA-L, mig$niaki

leczone octanem uliprystalu.
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4.8. Dwa rozne mechanizmy dzialania progesteronu i selektywnego modulatora

receptora progesteronowego, octanu uliprystalu, w mi¢sniakach macicy

Progesteron indukuje klasyczng sygnalizacj¢ poprzez wigzanie si¢ z PGR
zlokalizowanym w cytoplazmie. Ta konformacja aktywuje dzialanie genomowe
poprzez transkrypcje docelowych gendw w komoérkach migsniakow macicy. Jednym
z efektow dziatania genomowego progesteronu jest fosforylacija SMAD?3, ktora
kontroluje wzrost i rozwdj guza. Nieleczone migsniaki macicy maja wysoka ekspresje
genoéw 1 bialek btonowych receptorow progesteronowych, takich jak mPRo, mPRf3
i PGRMCI. Progesteron inicjuje szybka nieklasyczng sygnalizacje btonowych
receptoréw progesteronowych poprzez aktywacje dalszych szlakow prowadzacych
do wzrostu i rozwoju guza. Jednym z tych celow jest SMAD3, ktorego fosforylacja jest
stymulowana przez progesteron. Przeciwnie, octan uliprystalu wykazat specyficzne
dzialanie antagonistyczne na receptory progesteronowe. Octan uliprystalu zmniejsza
ekspresje receptorow btonowych mPRa, mPR, mPRy i PGRMCI, ale nie wykazuje
wplywu na PGR i PGRMC2 na poziomie gendéw i/lub bialek w mig$niakach macicy.
Poprzez blokowanie receptoréw progesteronowych, octan uliprystalu hamowat
proliferacj¢, wzrost lub akumulacje macierzy zewnatrzkomorkowej mig§niakow macicy

poprzez szlak sygnatowy TGF-B/SMAD?3 i dalsze specyficzne szlaki.
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Dziatanie Progesteronu/Octanu uliprystalu
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Rycina 28. Przeglad dziatania progesteronu i octanu uliprystalu poprzez genomowa

i niegenomowg sygnalizacj¢ w komodrkach migsniakéw macicy.

COLI1A1, kolagen typu I tancuch alfa 1; ECM, macierz zewnatrzkomoérkowa; IL-6, interlaukina
6; mPRa, blonowy receptor progesteronowy o; mPRp, blonowy receptor progesteronowy f3;
mPRy, btonowy receptor progesteronowy v; P4, progesteron; PGR, jadrowy receptor
progesteronowy; PGRMC1, blonowy receptor progesteronowy 1; PGRMC2, btonowy receptor
progesteronowy 2; PGRA, podjednostka A jadrowego receptora progesteronowego;
PGRB, podjednostka B jadrowego receptora progesteronowego; TGF-3, UA, octan uliprystalu;
VEGF, czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego. Rycina zostala przygotowana

w Biorender.com.
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5. DYSKUSJA

Mechanizm dzialania progesteronu oraz jego jadrowych i blonowych
receptorow w biologii migsniakdw macicy jest nadal stabo poznany. Dotychczasowe
badania wykazaly podwyzszong ekspresj¢ PGR w migéniakach macicy [127].
Obserwacje te sa spdjne z wynikami badan wlasnych przedstawiajagcymi podwyzszong

ekspresje PGR w mig$niakach macicy w porownaniu z prawidtowa migsnidowka macicy.

Dotychczas, zidentyfikowano dwie izoformy jadrowego receptora
progesteronowego tj. PGRA i PGRB. Obie te izoformy wywieraja inny efekt
transkrypcyjny na promotory zalezne od progesteronu [128]. PGRB dziata jako
aktywator transkrypcji gendéw zaleznych od progesteronu, podczas gdy PGRA jest
inhibitorem receptoréw hormonoéw steroidowych, jak réwniez tworzac heterodimery
z izoforma PGRB hamuje jej aktywno$¢ transkrypcyjng [101]. Wplyw octanu
uliprystalu na wszystkie typy receptoréw progesteronowych w mig$niakach macicy byt
stabo poznany [127, 129]. Octan uliprystalu wykazuje gtéwnie aktywno$¢
antagonistyczng w stosunku do izoformy PGRB i agonistyczng w stosunku do izoformy
PGRA. Wykazano rowniez, ze octan uliprystalu zwigksza ekspresj¢ izoformy PGRA,
a zmniejsza ekspresje izoformy PGRB w komoérkach mig$niakow macicy, ale nie
w komorkach prawidlowej migsniowki macicy [127, 130]. Poniewaz sekwencje genow
izoform PGRA i PGRB ro6znig si¢ tylko tym, ze PGRB ma dodatkowe 750 bp
na poczatku pierwszego eksonu, nie jest mozliwa bezposrednia ocena ekspresji genow
samej izoformy PGRA [131]. Badania wlasne wykazaty, ze ekspresja PGRB zostata
obnizona po leczeniu octanem uliprystalu, a ekspresja catkowitego PGRA/B zostata
zwigkszona, co posrednio sugeruje, ze octan uliprystalu zwicksza ekspresje izoformy
PGRA w mig$niakach macicy. Nasze wyniki wskazuja zatem, ze octan uliprystalu moze
hamowa¢ transkrypcyjne dzialtanie PGRB poprzez efekt antagonistyczny.
Octan uliprystalu moze nasila¢ hamujace dziatanie PGRA jako jego agonisty,
powodujac podwdjne hamowanie aktywnosci PGR w migéniakach macicy.
W badaniach wlasnych stwierdzono, ze octan uliprystalu nie miat wptywu na ekspresj¢
PGR i PGRMC2, natomiast obnizal ekspresj¢ receptorow blonowych mPRa, mPRf,
mPRy i PGRMCI na poziomie gendw i biatek. Te wyniki sugeruja, ze nie tylko PGR,
ale takze receptory btonowe moga odgrywac kluczowa rolg w biologii migsniakow

macicy, jak rowniez w leczeniu z wykorzystaniem octanu uliprystalu.
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Dotychczasowe badania wykazaly, ze progesteron aktywuje szlaki sygnalowe
zaangazowane w odktadanie si¢ macierzy zewnatrzkomorkowej i proliferacji komorek
[132]. Sygnalizacja TGF-B zostala uznana za gléwng $ciezke w rozwoju zwtdknienia
tkanek [60]. Nadmierne nagromadzenie si¢ sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej
pelni wazng role w tworzeniu struktury migsniakdw macicy [132]. Badania wlasne
podkreslaja kluczowa role progesteronu w regulacji szlaku sygnalowego TGF-B
zwigzanego z wioknieniem w migéniakach macicy. Dotychczasowe badania
sugerowaty, ze podtypem dominujagcym w mig¢sniakach macicy jest izoforma TGF-3
[62, 63]. Badania wtasne wykazaly, ze leczenie octanem uliprystalu obnizalo ekspresje
izoform TGF-B1, TGF-B3, TGF-pR2, SMAD3 w migéniakach macicy.
Weczesdniejsze badania réwniez wykazaty hamujacy wpltyw octanu uliprystalu
na ekspresje TGF-B3, TGF-BR2, pSMAD2 i pSMAD3 [133, 134]. Wyniki badan
wlasnych sugeruja, ze receptory TGF-f sg kluczowe dla dziatania progesteronu i octanu
uliprystalu, poniewaz ich hamowanie wzmacnia dziatanie octanu uliprystalu i znosi
efekt dziatania progesteronu, co znacznie zmniejsza zywotno$¢ pierwotnych komorek
mig$niakOw macicy. Zablokowanie translokacji jadrowej SMAD3 przez octan
uliprystalu wskazuje, ze efekt hamowania wtoknienia przez octan uliprystalu moze by¢

wywotany poprzez zaktdcenia transdukcji sygnatu przez biatka SMAD.

Oprocz SMAD, TGF-f jest w stanie aktywowaé takze inne czasteczki
sygnalowe w celu modulowania dalszych odpowiedzi komoérkowych [135, 136].
TGF-f moga regulowa¢ GTPazy Rho, takie jak czynniki Ras, RhoA, Cdc42 i Racl inne
niz SMAD, poprzez wplyw na fosforylacje lub bezposrednig interakcje [137].
Kinazy te moga rowniez aktywowac kanoniczny szlak SMAD [135]. RhoA odgrywa
wazng role w roznych procesach, w tym we wzroscie komorek, proliferacji i modulacji
cytoszkieletu aktynowego 1 macierzy zewnatrzkomérkowej [138, 139].
Dotychczas wykazano, ze wspotdzialanie RhoA z biatkami cytoszkieletu reguluja
wzrost migsniakow macicy [132]. Stwierdzono podwyzszong ekspresje RhoA
w migsniakach macicy w pordwnaniu z prawidlowa migsnidwka macicy [140].
Badania wlasne réwniez wykazaty nadekspresje RhoA w migsniakach macicy.
Progesteron i octan uliprystalu regulowaty ekspresj¢ RhOA w sposob zalezny
od SMAD3 - progesteron zwickszal ekspresj¢ RhOA, natomiast octan uliprystalu
obnizat, co sugerowato, ze dziatanie RhoA w migéniakach macicy moze by¢ réwniez

regulowane przez kanoniczng sygnalizacjc SMAD. W badaniach wlasnych octan
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uliprystalu zwigkszal ekspresj¢ antagonisty RhoA Rnd3 w mig¢s$niakach macicy co byto

nowym odkryciem z potencjalem przysztego docelowego zastosowania.

Kolageny sa kluczowymi zewnatrzkomoérkowymi biatkami ktore utrzymuja
strukture macierzy zewnatrzkomorkowej [141]. Zwickszona synteza kolagenu i jego
nieprawidlowa struktura w mig$niakach macicy jest jednym z efektow dzialania
TGF-B1 na macierz zewnatrzkomorkowa [132, 141]. Wiadomo, ze przekaznictwo
sygnatlowe SMAD3 odgrywa wazng rol¢ w indukowanej przez TGF-B transkrypcji
gendw zwigzanych z wtoknieniem, w tym kolagenow [142, 143]. Wczedniejsze badania
sugerowaty, ze SMAD3 zaangazowany jest w zwldknienie indukowane przez TGF-f3
w komorkach keloidowych [144]. Wykazano, ze hamowanie SMAD3 moze zmniejszac
ekspresje genéw prokolagenu typu I i III w fibroblastach [144]. Wyciszenie SMAD3
indukowato redukcje odkladania si¢ macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 procesu
wioknienia [ 144]. Badania wiasne dostarczaja dodatkowych dowoddw na to, ze leczenie
octanem uliprystalu moze wptywa¢ na kluczowe szlaki regulujace czynniki
profibrotyczne, co jest zwigzane z nieprawidlowym odkladaniem si¢ macierzy

zewnatrzkomoérkowej w migéniakach macicy.

Oproécz TGF-B inne czynniki wzrostu moga regulowac biologi¢ mig$niakow
macicy [145]. Na podstawie badan wtasnych sposrdd 14 przeanalizowanych réznych
czynnikow wzrostu do dalszych analiz zostaty wybrane IL-6 oraz VEGEF,
ktore wykazywaty najistotniejsze zmiany w mig$niakach macicy przed i po leczeniu

octanem uliprystalu.

Wykazano, ze IL-6 reguluje przebudowe macierzy zewnatrzkomoérkowej
w twardzinie ukladowej lub idiopatycznym witoknieniu ptuc [146, 147]. IL-6 moze
sprzyja¢ zwldknieniu poprzez posredniczenie w przewlektym zapaleniu oraz poprzez
aktywacje¢ szlaku TGF-f/SMAD [146, 148, 149]. Badania sugeruja, ze SMAD2/3 moze
by¢ celem transdukcji sygnatu IL-6 [146, 150]. Badania wtasne wykazaty znacznie
zwigkszong ekspresje IL-6 i IL-6R w migéniakach macicy, ktérg dodatkowo
stymulowalo leczenie progesteronem. Obnizenie ekspresji IL-6 przez octan uliprystalu
podkreslito  udziat tej interleukiny w  biologii  mig¢$niakdéw  macicy.
Dotychczas wykazano, ze wyciszanie SMAD?3 ostabia indukowang przez IL-6 syntezg

kolagenu w fibroblastach skory [146]. Zatem wykazane w badaniach wtasnych

83



hamowanie uwalniania IL-6 po zablokowaniu SMAD3 moze sugerowaé kanoniczng

regulacje szlaku sygnatowego TGF-f i1 jego aktywnos$ci w mig$niakach macicy.

Ze wzglgdu na nadmierng produkcje 1 akumulacje  macierzy
zewnatrzkomoérkowej uwaza si¢, ze mig$niaki macicy maja stabe unaczynienie [151].
Jednak kilka badan wykazato wysoka ekspresj¢ VEGF w mie$niakach macicy,
co sugeruje wazng rolg lokalnej angiogenezy w ich rozwoju i wzroscie [152].
Wykazano, ze aktywacja kanonicznego szlaku TGF-B odgrywa kluczowa rolg
w regulacji uwalniania VEGF [153, 154]. W badaniach wlasnych stwierdzono, ze octan
uliprystalu obnizat wysoka ekspresje VEGF 1 jego wydzielanie w mig$niakach macicy.
Nie zaobserwowano, aby progesteron stymulowat produkcje VEGF w mig$niakach
macicy. Jednakze, gdy w badaniach wtasnych blokowano SMAD3 w obecnosci
progesteronu, wowczas obserwowano znaczne zmniejszenie wydzielania VEGF,
co sugeruje, ze progesteron moze podtrzymywac aktywacje VEGF poprzez szlak
TGF-/SMAD3. W raku ptaskonabtonkowym jamy ustnej wykazano, ze TGF-B1
stymuluje komorki nowotworowe do wydzielania wigkszej ilosci VEGF poprzez szlak
sygnalowy TGF-BRII/SMAD3 [155]. Podwyzszone ekspresje zarowno TGF-f,
jak 1 SMAD3 prowadza do wydzielania VEGFA z komoérek migéni gladkich, ktory
dziata jako autokrynny inhibitor apoptozy komorek [156]. Badania wlasne sugeruja
zatem istotne znaczenie kanonicznego szlaku TGF-f w produkcji VEGF w mig$niakach
macicy. Wykazano réwniez, ze VEGF stymuluje angiogeneze¢ w sposob zalezny
od GTPazy Rho w komorkach $rodbtonka. O§ VEGFA/VEGFR2 stymuluje aktywacje
RhoA, Cdc42 i Racl, prowadzac do rozwoju naczyn [157-159]. Wyniki badan wtasnych
wykazaty, ze VEGF zwicksza ekspresje RhoA w eksplantach mig$niakéw macicy,
a efekt ten jest hamowany przez octan uliprystalu. Powyzsze wyniki sugeruja,
ze mig$niaki macicy uwalniaja VEGF w celu stymulacji angiogenezy wewnatrz guza,
ktdra jest wzmacniana przez sygnalizacje progesteronem poprzez sygnalizacj¢ SMAD3.
Szlak RhoA jest najprawdopodobniej zaangazowany nie tylko w reorganizacje
macierzy zewnatrzkomorkowej, ale takze w regulacje procesOw angiogenezy wewnatrz
migéniaka macicy. Poznanie mechanizméw regulujacych synteze i akumulacje
macierzy zewnatrzkomorkowej ma zatem kluczowe znaczenie dla rozwoju dalszych
nowatorskich strategii terapeutycznych w farmakologicznym leczeniu mig$niakow

macicy.

84



Nalezy rozwazy¢ nowe strategie leczenia migsniakow macicy celowane w szlaki
sygnalizacyjne silnie zaangazowane we wzrost i rozw0j tych guzoéw. Inhibitory $ciezki
RhOA/ROCK sg obecnie badane w kierunku hamowania progresji idiopatycznego
wioknienia ptuc. Celowanie w §ciezke RhROA/ROCK nawet przy stosunkowo stabych
inhibitorach jest skuteczne nie tylko w zapobieganiu wtoknienia, ale takze
w odwracaniu juz obecnego zwldknienia [160]. Mozliwe jest uzycie nieselektywnych
inhibitoréw ROCK, jak i selektywnych wzgledem izoform ROCK1 i ROCK2, stad tez
konieczne sa dalsze badania celem lepszego poznania roli tej $ciezki w biologii
migs$niakow macicy. Dotychczasowe badania wykazaty, ze leczenie chordb u podioza
ktorych lezy wioknienie ukierunkowane na hamowanie RhOA/ROCK jest dobrze
tolerowane 1 ma ogromny potencjat, aby sta¢ si¢ w przysztosci pot¢znym narzedziem
terapeutycznym [160]. Dostgpne sa rowniez inhibitory IL-6, ktére s3g obecnie
z powodzeniem wykorzystywane w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow [161].
Trwaja roéwniez badania nad wykorzystaniem nowych inhibitorow szlaku
IL-6/JAK/STAT3 w zahamowaniu procesu widknienia m.in. w chorobach pluc czy
nerek, a badania kliniczne wczesnej fazy sa obecnie w toku [161]. Leczenie aczace
dzialanie nowych selektywnych modulatorow receptora progesteronowego oraz
dodatkowe wzmacnianie hamowania szlaku sygnalizacyjnego IL-6 moze by¢
obiecujaca strategig terapeutyczng w leczeniu mig$niakdw macicy. Istnieja réwniez
terapie wykorzystujagce inhibitory VEGF w leczeniu nowotworéw. Rola VEGF
w licznych fizjologicznych procesach i jego potencjalne efekty plejotropowe powoduja,
ze dziatania niepozadane mogg by¢ bardziej nasilone niz korzysci wynikajace z leczenia
[162]. Dlatego wykorzystanie inhibitorow VEGF w leczeniu mig$niakéw macicy moze
by¢ ograniczone. Nalezaloby rozwazy¢ leczenie miejscowe tak jak na przyktad

w zwyrodnienia plamki zo6itej oka [163].

Podsumowujac, powyzsze badania wiasne dostarczyly nowych dowoddéw
na funkcjonalne znaczenie w migéniakach dwoch réznych mechanizmoéw dzialania
progesteronu (Rycina 28), aktywacje szlaku sygnatowego TGF-/SMAD3 i stymulacje
proliferacji, wzrostu i przebudowy macierzy zewnatrzkomorkowej. Octan uliprystalu
wykazal przeciwstawne dziatanie na proliferacj¢ i wzrost migsniakdw macicy oraz
akumulacj¢ macierzy zewnatrzkomorkowej poprzez szlak sygnatowy TGF-f/SMAD3
i hamujagce dziatanie poprzez SMAD3, TGF-BRI/II, RhoA, VEGF.

Dhugotrwate blokowanie szlakow sygnatowych TGF-3 moze prowadzi¢ do toksycznego
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uszkodzenia narzadoéw ze wzgledu na jego dziatanie plejotropowe. Potencjalne nowe
strategie  terapeutyczne laczace nowe selektywne modulatory receptora
progesteronowego

z bezposrednim badz posrednim celowanym wptywem na macierz zewnatrzkomorkowa
moga by¢ skuteczniejsza, korzystniejsza 1 bezpieczniejsza strategia leczenia
mig$niakow macicy. Taka terapia miataby na celu zahamowania ich wzrostu
i proliferacji, a takze zablokowania syntezy 1 akumulacji macierzy

zewnatrzkomoérkowe;.
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6. WNIOSKI

1. Octan uliprystalu moze hamowac¢ transkrypcyjne dziatanie PGRB poprzez efekt
antagonistyczny, natomiast octan uliprystalu moze aktywowa¢ hamujace dziatanie
PGRA jako jego agonisty, powodujac podwdjne hamowanie aktywnosci PGR
w mig¢$niakach macicy.

2. Octan uliprystalu dziata antagonistycznie w stosunku do progesteronu, hamuje szlak
sygnalowy TGF- poprzez obnizanie ekspresji gendow tego szlaku oraz hamowanie
fosforylacji biatka SMAD3 i jego translokacji do jadra komdrkowego.

3. Receptory TGF-B sa kluczowe dla dzialania progesteronu i octanu uliprystalu,
poniewaz ich hamowanie wzmacnia dzialanie octanu uliprystalu i znosi efekt
dziatania progesteronu, co znacznie zmniejsza zywotno$¢ pierwotnych komorek
mig$niakodw macicy.

4. Zablokowanie translokacji jadrowej SMAD3 przez octan uliprystalu dowiodto,
ze moze wptywac na szlaki zwigzane ze zwioknieniem w mig$niakach macicy
poprzez zaktdcenia transdukceji sygnatu SMAD.

5. Dziatanie profibrotyczne progesteronu jest zalezne od sygnalizacji SMAD3.

6. Leczenie octanem uliprystalu moze wptywaé¢ na kluczowe szlaki regulujace
czynniki profibrotyczne, co jest zwigzane z nieprawidlowym odktadaniem
si¢ macierzy zewnatrzkomorkowej w migsniakach macicy.

7. Produkcja oraz dzialanie RhoA, IL-6 oraz VEGF w mig$niakach macicy moze by¢
réwniez regulowane przez kanoniczng sygnalizacj¢ SMAD.

8. Progesteron moze podtrzymywaé aktywacje i uwalnianie VEGF poprzez szlak
TGF-B-SMAD3.

9. Nowe strategie terapeutyczne powinny laczy¢ nowe selektywne modulatory
receptora progesteronowego z bezposrednim badz posrednim celowaniem
w macierz zewnatrzkomoérkowa co moze by¢ skuteczniejsza, korzystniejsza

1 bezpieczniejszg strategia leczenia mig¢sniakow macicy.
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badawezego:  Funkcjonalny wplyw jadrowyceh 1 blonowych receptoréw
progesicronowych na biologi¢ migsniakdw maciey™ przez dr hab. Nalisa
Rahman.

Przewodniczgca Kom'fsn Bioetyczne] UMB

K —
prof. dr hiab. Olylia Kowal Bielecks
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11. ANEKS ZAWIERAJACY SKAN ZGODY KOMISJI BIOETYCZNEJ

KOMISIA BIOETYCZNA
PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYNM W BIALYMSTORU
ul. Jana Kifinskiego |
1 5-089 Binlystok
tcl, 85 718 54 07, tax B3 78 55 08
komisjabicetycznagiumb.cdu,pl

Biatystok, 28.01.2021 1.

Uchwada nr; APK.002.4.2021

Na podstawie arl. 29 ust. 2 1 14 uslawy dnia 3 grudnia 1996 r. © zawodach
lekarza i lekarza dentysty { ). Dz U 7z 2020, poz. 514 ze 7zm.), Komisja
Bioetyezna przy Uniwersytecic Medyeznym w Bialymstoku, po zapoznaniu sic
2 projekiem badunia zgodnic £ zasadami GCP/ Guidelines for Good Clinical
Practice /- wyraza zgode naprowadzenic tematu badawezego:
Mechanizm molekularny dziatania progesteronu w miesniakach macicy™
preez lek. Gabricle Sokolowska wraz 7 zespolem badawezym z UUMB.

Planowany okres realizacji od 28.01.2021 r. do 1.02.2024 1.

I

prot. dr hab. Otyla Kowdl-Bickeeka —

7/
Przewadniczaca Koﬁfls/ﬂl/ tyczte prey UMB
/ '.f::"‘; / /

—
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