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Streszczenie

Abstract

Uwaza sie, ze gléwna przyczyna chemioopornosci, przerzutéw i nawrotéw raka jajnika sa komorki macierzyste raka. Jest to
obecna w guzie mata populacja komoérek (stanowigca mniej niz 2% jego masy), ktérych wasciwosci pozwalajg im przetrwaé
chemio- i radioterapi¢. Komorki te maja zdolno$¢ do samoodnowy, nie podlegaja apoptozie, wykazuja nadekspresje genow
ABC kodujacych bialka transportowe, enzymu ALDHI1A1 i korzystaja z roznych szlakéw sygnalowania (Wnt, Notch,
Hedgehog). Komoérki macierzyste raka mozna zidentyfikowa¢ oraz izolowaé z guza na podstawie charakterystycznych
biomarkeréw (CD44*, CD133*, CD117%, BMil, Oct-4, nestyna). Wykazano, ze salinomycyna, antybiotyk uzyskany ze
Streptomyces albus, eliminuje komorki macierzyste raka, ktore sa oporne na leczenie cytostatykami. Salinomycyna powoduje
apoptoze tych komdrek poprzez wiele mechanizmoéw, w tym poprzez zaklécenie jonowego bilansu Na*/K* w blonach
biologicznych, hamowanie szlaku Wnt i opornosci na dziatanie transporterdw, wzrost aktywnosci kaspaz, aktywacje szlaku
MAPKp38 oraz hamowanie jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Salinomycyna jest aktywna w wielu rodzajach
nowotwordw. Moze okazac si¢ przetlomem w terapii nowotworéw chemioopornych.

Stowa kluczowe: komorki macierzyste raka, rak jajnika, salinomycyna

It is believed that cancer stem cells are the primary cause of cancer chemotherapy resistance, metastasis and relapse.
The cancer stem cells form a small population of cells present in the tumor (accounting for less than 2% of the tumor mass)
and have properties which enable them to survive chemo- and radiotherapy. These cells have the ability to self-renew, do not
undergo apoptosis, display overexpression of the ALDH1AI enzyme and ABC genes which encode transport proteins, and
furthermore make use of various signaling pathways (Wnt, Notch, Hedgehog). Cancer stem cells may be identified and
isolated from the tumor based on the characteristic biomarkers (CD44*, CD133*, CD117*, BMil, Oct-4, nestin). It has been
demonstrated that salinomycin, an antibiotic obtained from Streptomyces albus, eliminates cancer stem cells, which are
resistant to treatment with cytostatics. Salinomycin causes apoptosis of these cells through a number of mechanisms,
including the disruption of the Na*/K* ion balance in biological membranes, inhibition of the Wnt pathway and resistance
to transporters, increase in the activity of caspases, activation of the MAPKp38 pathway and inhibition of the nuclear
transcription factor NF-«B. Salinomycin has an effect on many types of cancer. It may turn out to be a breakthrough in the
therapy of chemotherapy-resistant cancers.
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WSTEP

imo postepow biologii molekularnej oraz iden-
Mtyfikacji mechanizméw zwigzanych ze wzro-

stem, podziatem, przerzutowaniem i odpo-
wiedzig na chemioterapi¢ odsetek 5-letnich przezy¢
w zaawansowanym raku jajnika wynosi zaledwie 30-50%".
Cho¢ 50-70% pacjentek po operacji cytoredukcyjnej
i nastepowej chemioterapii uzyskuje catkowitg odpo-
wiedZ na leczenie, to 80% z nich doznaje nawrotu cho-
roby, ktora jest bardziej agresywna i oporna na leczenie
chemiczne®?.

KOMORKI MACIERZYSTE RAKA -
WLASCIWOSCI

Obecnie uwaza sie, ze gléwna przyczyng nawrotow raka,
jego chemioopornosci i przerzutéw sa komoérki macie-
rzyste raka (cancer stem cells, CSCs). Jest to malta popula-
cja komorek, stanowigca mniej niz 2% masy guza. Czesto
komorki te nazywa sie komoérkami inicjujacymi raka (can-
cer initiating cells, CICs), poniewaz réznorodno$é¢ fenoty-
pow histologicznych raka jajnika wskazuje, ze ich komérka
pierwotna ma cechy multipotencjalne, charakterystyczne
dla komorek pnia®-.

CSCs w tkankach raka jajnika jako pierwsi wykryli Bapat

i wsp.® W ostatnich 10 latach badania nad CSCs sg coraz

liczniejsze i zyskuja wieksza role strategiczna w leczeniu

nowotwordw. Wykazano, ze CSCs majg szereg wlasciwosci,
ktore pozwalajg im przetrwaé w niedogodnych warunkach.

Do takich cech naleza:

« zdolno$¢ do samoodnowy, zwigzana gtéwnie z ekspresja
onkogenu BMil, ktory bierze udzial w syntezie czynni-
kéw transkrypcyjnych®?;

« przebywanie w stanie nieaktywnym, jako dormant cells
(drzemiace komorki), z ktorych wigkszos¢ znajduje sie
w fazie GO/G110-12);

o brak apoptozy regulowanej za pomocg p53 i BMil -
utrata supresorowego p53 w rakach jajnika koreluje
z opornoscig wielolekowa, a wyciszenie BMil zwigksza
wrazliwo$¢ na cytostatyki, w tym na cisplatyne *©;

« nadekspresja genow ABC (ATP-binding cassette family)
kodujacych biatka transportowe, np. P-gp i ABCG2
(breast cancer resistance protein, BCRP), zwigzana
z opornoscig na paklitaksel i doksorubicyne — mecha-
nizm dzialania tych bialek polega na ,wypompowaniu”
leku z komorkit&101:13);

o zdolnos¢ do naprawy DNA!®!2;

o ekspresja i aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydowej
(ALDH1A1), enzymu utleniajacego aldehydy, zwigzana
z opornoécig na taksany i platyne - ALDH1A1 uczestni-
czy takze w konwersji retinolu do kwasu retinowego, kie-
rujgc szlakami réznicowania; uwaza sie rowniez, ze ma
zwiazek z chemioopornoscia jajnikowych CSCs®!*!9;

» mozliwo$¢ wykorzystania réznych szlakéow sygnalo-
wania, w tym kanonicznego Wnt/B-katenina, Notch
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INTRODUCTION

espite progress in molecular biology and the
D identification of mechanisms associated with the

growth, division, metastasis and response to che-
motherapy, the 5-year survival rate in advanced ovarian
cancer is only 30-50%.
Although 50-70% of patients achieve a complete response
to treatment after cytoreduction surgery and subsequent
chemotherapy, 80% of patients experience a relapse in
which the disease is more aggressive and resistant to che-
motherapy®?.

CANCER STEM CELLS -
PROPERTIES

It is currently believed that the primary cause of cancer re-
lapse, chemotherapy resistance and metastasis are cancer
stem cells (CSCs). It is a small population of cells which ac-
counts for less than 2% of the tumor mass. These cells are
often called cancer initiating cells (CICs), since the variety
of histological phenotypes of ovarian cancer indicates that
the original cell is multipotential, this being a characteris-
tic feature of stem cells®~7.

CSCs were first discovered in ovarian cancer tissues by

Bapat et al.® Over the last decade there has been an increas-

ing number of studies on CSCs, which have played a grow-

ing strategic role in cancer treatment. It has been demon-
strated that CSCs have a number of properties which enable
them to survive in unfavorable conditions. These include:

« the ability to self-renew, associated primarily with the ex-

pression of the BMil oncogene, which participates in the

synthesis of transcription factors”;

maintaining a state of inactivity as dormant cells, the ma-

jority of which are in the GO/G1 phase®-'?);

o the lack of apoptosis regulated by p53 and BMil - the
loss of suppressive p53 in ovarian cancer correlates with
multi-drug resistance and silencing BMil increases sen-
sitivity to cytostatics, including cisplatin®®;

« overexpression of ABC genes (ATP-binding cassette

family), which encode transport proteins, e.g. P-gp and

ABCG?2 (breast cancer resistance protein, BCRP), asso-

ciated with resistance to paclitaxel and doxorubicin - the

mechanism of action of these proteins pumps the drug
out of the cell*&101113);

ability to repair DNA{%12);

« expression and activity of aldehyde dehydrogenase

(ALDH1A1), an enzyme which oxidizes aldehydes, as-

sociated with resistance to taxanes and platinum;

ALDHI1AL1 also takes part in the conversion of retinol to

retinoic acid, directing the differentiation pathways; it is

also believed to be associated with chemotherapy resis-
tance of ovarian CSCs®'*!%;

ability to use various signaling pathways for survival, in-

cluding the canonical Wnt/B-catenin, Notch and Hedge-

hog - the Wnt/fB-catenin pathway regulates growth and
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i Hedgehog, w celu przezycia — szlak Wnt/B-katenina
reguluje wzrost i zapewnia zdolno$¢ do samoodnowy
CSCs, Notch wplywa nie tylko na przezywalnos¢,
lecz takze na interakcje CSCs z innymi komoérkami,
a Hedgehog uczestniczy w proliferacji i réznicowaniu
CSCg*10.14.16)

MARKERY KOMOREK
MACIERZYSTYCH RAKA

Komorki macierzyste raka mozna zidentyfikowac oraz izo-
lowa¢ na podstawie specyficznych biomarkeréw. Liczne
badania na liniach komérkowych i modelach zwierzecych
wykazaly, ze do najczesciej wykrywanych molekularnych
markerdéw jajnikowych CSCs naleza: CD44, CD133, CD117,
Oct-4 (POUSF1) i nestyna.

CD44 jest glikoproteing powierzchni komdrek. Bierze
udzial w adhezji komérkowej. Wiaze skladowe macierzy
komorkowej i poprzez jej degradacje CSCs zyskujg poten-
cjat przerzutowy. CD44 wzmaga synteze GSH (glutationu),
przez co CSCs nabywaja wlasciwosci neutralizujace wolne
rodniki tlenowe (reactive oxygen species, ROS) i prezentuja
ztosliwy fenotyp. Ponadto CD44 przez interakcje z kwa-
sem hialuronowym przy udziale czynnika transkrypcyj-
nego Nanog powoduje chemioopornos¢ CSCs, ktora zostata
potwierdzona zaréwno w hodowlach komérkowych, jak
i na modelach zwierzecych®$1217-21),

CD133 jest przezblonowa glikoproteing uczestniczaca
w transporcie lekoéw. W badaniach tkanek pochodzg-
cych z raka jajnika wykazano wigksza ekspresje CD133
w rakach nawrotowych i przerzutowych niz w ogniskach
pierwotnych. Stwierdzono korelacje ze zla prognoza
w raku jajnika®17:22:23),

CD117 (c-Kit) jest receptorem kinazy tyrozynowej
typu III, wystepujacym réwniez na komorkach embrio-
nalnych i komoérkach dormant cells. Marker ten zwiazany
jest z opornoscia na leczenie chemiczne raka jajnika®*!”.
BMil, Oct-4 (POUSF1), nestyna sa biatkami stanowia-
cymi portret markerowy CSCs w raku jajnika. BMil
wykazuje aktywno$¢ proteasomu. Uczestniczy w samo-
odnowie CSCs, podobnie jak Oct-4 (czynnik transkryp-
cyjny) i nestyna, sktadnik biatek wloknistych cytoszkieletu
komorki. Wszystkie te biatka zwiazane sg z opornosécia na
leczenie cytostatykami®>!729,

Wedtug Shah i Landena® nie ma dotad zgody co do uni-
wersalnego markera lub zespotu markeréw pozwalajg-
cych zidentyfikowac populacje CSCs oporng na leczenie
raka jajnika; unikaja one bowiem terapii cytostatykami
na wiele sposobdw, opisanych powyzej. Niemniej groma-
dzi si¢ coraz wiecej dowodéw na to, ze istnienie terapii era-
dykujacej CSCs jest mozliwe.

Massard i wsp.1? twierdzg, ze CSCs - bedgce przyczyna
niepowodzen w leczeniu — nalezy albo doprowadzi¢ do
zréznicowania w dojrzale formy, albo wyeliminowac.
Eliminacja CSCs wydaje si¢ realna w przypadku leczenia
salinomycyng.
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ensures the self-renewal of CSCs, Notch affects not only
the survival of CSCs, but also their interactions with oth-
er cells. Hedgehog participates in the proliferation and
differentiation of CSCs*101410),

CANCER STEM CELL MARKERS

Cancer stem cells may be identified and isolated based on
specific biomarkers. Numerous studies on cell lines and
animal models have demonstrated that the most common-
ly detected molecular markers of ovarian CSCs include:
CD44, CD133, CD117, Oct-4 (POUSF1) and nestin.

CD44 is a cell surface glycoprotein. It participates in cell
adhesion. CD44 binds the components of the cell matrix
and through its degradation CSCs achieve a metastatic po-
tential. The CD44 glycoprotein increases the synthesis of
GSH (glutathione), due to which CSCs acquire the abili-
ty to neutralize reactive oxygen species (ROS) and pres-
ent the malignant phenotype. In addition, CD44 interacts
with hyaluronic acid with the use of the Nanog transcrip-
tion factor; as a result, CD44 causes chemotherapy resis-
tance in CSCs, which has been confirmed both in cell cul-
tures and in animal models®®!217-21),

CD133 is a transmembrane glycoprotein participating in
drug transport. Studies on ovarian cancer tissues demon-
strated a higher expression of CD133 in relapse and met-
astatic cancers than in primary lesions. A correlation with
poor prognosis for ovarian cancer was found®!722),
CD117 (c-Kit) is a type III tyrosine kinase receptor which
is also present in embryonic cells and dormant cells. This
marker is associated with ovarian cancer chemotherapy
resistance®®'7),

BMil, Oct-4 (POUSF1) and nestin are proteins constitut-
ing the marker picture of ovarian CSCs. BMil displays the
activity of a proteasome. It participates in CSC renewal, sim-
ilarly to Oct-4 (transcription factor) and nestin, a compo-
nent of fibrous proteins of the cell cytoskeleton. All of these
proteins are associated with resistance to cytostatics>!729.
According to Shah and Landen® there has been no con-
sensus so far regarding a universal marker or collection of
markers which permit the identification of a cancer stem
cell population resistant to ovarian cancer therapys; this is
because these cells evade cytostatic therapy using the vari-
ous methods described above. However, a growing body of
evidence has been accumulated showing that CSC eradica-
tion therapy is possible.

Massard et al."” claim that CSCs, which are the cause of
treatment failure, should be either allowed to differentiate
into mature forms or eliminated. The elimination of CSCs
seems possible with the use of salinomycin.

SALINOMYCIN - PROPERTIES,
ANTICANCER ACTION

Salinomycin is an ionophore antibiotic (an ion carrier).
It was first isolated from the bacterial strain Streptomyces

CURR GYNECOL ONCOL 2016, 14 (3), p. 156—161
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SALINOMYCYNA - WLASCIWOSCI,
DZIALANIE PRZECIWNOWOTWOROWE

Salinomycyna jest antybiotykiem jonoforowym (nosni-
kiem jonowym). Po raz pierwszy zostala wyizolowana
ze szczepu bakteryjnego Streptomyces albus przez Miya-
zakiego i wsp.?® w 1974 roku w Japonii, podczas badan
przesiewowych nad antybiotykami. Salinomycyna zaktoca
bilans jonowy Na*/K* w blonach biologicznych, co prowa-
dzi do apoptozy komérek. W roku 2009 Gupta i wsp.??)
oglosili, iz antybiotyk ten jest blisko 100 razy bardziej efek-
tywny w eradykacji komdrek macierzystych raka piersi niz
taksol. W roku 2010 Naujokat i wsp.?” wykryli, ze sali-
nomycyna indukuje apoptoze¢ w opornych na leczenie
chemiczne komorkach bialaczki. Nastepnie Lu i wsp.?®
wykazali, ze indukcja apoptozy komérek nowotworo-
wych w przewleklej bialaczce limfocytarnej odbywa sie
na drodze hamowania szlaku sygnalizacyjnego Wnt, ktory
odgrywa role w samoodnawianiu si¢ komorek macierzy-
stych®!®?_ Salinomycyna wykazuje oporno$¢ na dziatanie
transporteréw przezblonowych ABC - ze wzgledu na wiel-
kos¢ czasteczki (75 kDa) - a zatem nie ulega wydaleniu
(>wypompowaniu”) z komorki. Poza tym ma hamujacy
wplyw ma MDR1%"3*3) Opisano takze, ze salinomycyna
powoduje réznicowanie si¢ CSCs i na tej drodze moze
doprowadza¢ do ich eliminacji. Udowodniono, ze CSCs
oporne na dzialanie taksolu, 5-fluorouracylu i cisplatyny
sa podatne na dzialanie salinomycyny®®.

W przegladzie Antoszczaka i Huczynskiego® zostala
opisana aktywnos$¢ przeciwnowotworowa salinomycyny
w wielu typach raka - zaréwno na liniach komérkowych,
jak i w modelach zwierzecych oraz u ludzi.

Pionierem w leczeniu nowotworéw salinomycyna jest
prof. Cord Naujokat z Heidelbergu, ktory leczyl 40-let-
nig kobiete z przerzutowym rakiem piersi oraz 82-letnig
kobiete z rozsianym rakiem sromu i uzyskat dobra odpo-
wiedz na leczenie®. Objawy uboczne terapii salinomy-
cyna sg niewielkie: drzenie rak i przemijajaca tagodna
tachykardia w czasie 30-60 minut po podaniu leku®”.

AKTYWNOSC SALINOMYCYNY
W RAKU JAJNIKA

Parajuli i wsp.®® w 2013 roku wykazali, Ze salinomycyna
niszczy CSCs jajnika oporne na cisplatyne w warunkach
in vitro i in vivo. Droga, ktora odbywa sie eliminacja CSCs,
to wzrost ekspresji receptora $mierci DR5 (death receptor
5) i kaspazy 8, enzymu wykonawczego apoptozy. Ta sama
grupa badaczy wskazala réwniez na inng droge elimina-
cji CSCs w komorkach raka jajnika opornych na cispla-
tyne. Podanie salinomycyny do linii komérkowych in
vitro i in vivo hamowalo jadrowy czynnik transkrypcyjny
(NF-xB) biorgcy udziat w apoptozie®?. Podobne badania
przeprowadzili Zhang i wsp.®*) na sze$ciu ludzkich liniach
komorkowych raka jajnika opornych na leczenie cisplatyna;
stosowali rozne dawki salinomycyny w czasie 24-72 godzin.
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albus by Miyazaki et al.* in 1974 in Japan during antibi-
otic screening studies. Salinomycin disrupts the Na*/K* ion
balance in biological membranes, which leads to cell apop-
tosis. In 2009 Gupta et al.?® announced that this antibiot-
ic was nearly 100 times more effective in the eradication of
breast cancer stem cells than taxol. In 2010 Naujokat et al.®”
discovered that salinomycin induced apoptosis in leukemia
cells resistant to chemotherapy. Subsequently, Lu et al.*®
demonstrated that the induction of apoptosis of cancer cells
in chronic lymphocytic leukemia occurred through the in-
hibition of the Wnt signaling pathway, which plays a role
in the self-renewal of stem cells®!***). Salinomycin displays
resistance to the action of the ABC transmembrane trans-
porters due to the size of the molecule (75 kDa), thanks to
which it is not pumped out of the cell. Apart from that it in-
hibits MDR1@%%%3D_Tt has also been reported that salinony-
cin causes CSCs to differentiate and may lead to their elim-
ination through this mechanism. It has been proved that
CSCs which are resistant to taxol, 5-fluorouracil and cispl-
atin are sensitive to salinomycin®®.

A review by Antoszczak and Huczynski®? reports antican-
cer activity of salinomycin in many types of cancer - in cell
lines, animal models as well as people.

A pioneer in the treatment of cancer with salinomycin is
Professor Cord Naujokat from Heidelberg, who treated
a 40-year-old woman with metastatic breast cancer and an
82-year-old woman with diffuse vulvar cancer and achieved
a good treatment response®®”. The side effects of the thera-
py are small - hand tremor and transient mild tachycardia
within 30-60 minutes of the administration of the drug®.

ACTIVITY OF SALINOMYCIN
IN OVARIAN CANCER

In 2013 Parajuli et al.®® demonstrated that salinomycin
destroyed ovarian CSCs resistant to cisplatin in vitro and
in vivo. The route to eliminate CSCs leads through an in-
crease in the expression of the death receptor 5 (DR5) and
caspase 8, an apoptosis execution enzyme. The same group
of researchers also indicated another route of elimination
of ovarian cancer stem cells resistant to cisplatin. The ad-
ministration of salinomycin to in vitro and in vivo cell lines
inhibited the nuclear transcription factor (NF-kB), which
takes part in apoptosis®. Zhang et al.® conducted sim-
ilar research on six human ovarian cancer cell lines resis-
tant to cisplatin; they used various doses of salinomycin
within 24-72 hours. The proportion of cells which under-
went apoptosis depended on the dose and duration of ac-
tion of salinomycin. Apoptosis was present in all the cell
lines. The authors believe that the induction of apoptosis in
CSCs is caused by the activation of MAPKp38, a signaling
pathway for cascade-activated enzymes which take part in
the differentiation and apoptosis of cells.

In another study, cells with the CD44* and CD117* mark-
ers, which are characteristic of CSCs, were isolated from an
ovarian cancer cell line culture (OVCAR-3). Various doses
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Odsetek komorek ulegajacych apoptozie zalezal od dawki
i czasu dzialania salinomycyny oraz dotyczyl wszystkich
linii komorkowych. Autorzy uwazaja, ze indukcja apoptozy
w CSCs jest spowodowana aktywacjg szlaku MAPKp38 -
$ciezki sygnalizacyjnej kaskadowo aktywowanych enzymow
biorgcych udzial w réznicowaniu i apoptozie komorek.

W innym badaniu z hodowli linii komérkowej raka jajnika
(OVCAR-3) wyizolowano komoérki o markerach CD44*
i CD117%, charakterystyczne dla CSCs. Dodawano rézne
dawki salinomycyny i paklitakselu — kombinacja ta powo-
dowata zahamowanie wzrostu komérek®®. Kaplan i Tek-
sen® przeprowadzili na tej samej linii komérkowej raka
jajnika (OVCAR-3) badania z salinomycyng. Inkuba-
cja z salinomycyna zabijata 40% komorek raka, aktywujac
apoptoze, ale nie wplywala na normalne komorki (grupa
kontrolna). Stwierdzono wzrost ekspresji genu apoptotycz-
nego Bax i kaspazy 3 (aktywowanej przez kaspaze 8) oraz
spadek ekspresji genu antyapoptotycznego BcL-2.

Jak przedstawiono wyzej, salinomycyna jest aktywna w wielu
nowotworach. Sg podstawy, aby zastosowac ja u chorych na
raka jajnika. Moze to stanowi¢ przelom w leczeniu pacjen-
tek opornych na terapie stosowanymi wcze$niej cytostaty-
kami z chorobg nawrotowg i przerzutows.
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