Streszczenie

Skazenie srodowiska zwiazkami zaburzajgcymi funkcje endokrynne (EDCs; ang - endocrine
disrpting chemicals) stanowi jeden z globalnych probleméow XXI wicku. Szczegolny niepokdj budzi
zdolnos¢ akumulacji tych zwigzkéw w organizmach zywych nawet przez kilkanascie lat, co klasyfikuje
Jje jako trwale zanieczyszczenia $rodowiska (POPs; ang — persistent organic pollutants). Badania
epidemiologiczne dowodza obecnosci poszczegolnych EDCs w plynie pgcherzykowym jajnika kobiet
poddanych zaplodnieniu IVF (ang — in vitro fertilization), wskazujac na mozliwosé¢ oddzialywania
parakrynnego przyczyniajacego si¢ do zaburzen funkgcji jajnika. Do EDCs oznaczonych w najwyzszym
stezeniu w plynie pecherzykowym jajnika zaliczane sa 1) zwiazki perfluorowane: kwas
perfluoroktanowy (PFOA) 1 sulfonian perfluorooktanu (PFOS), 2) pestyeydy: 2.2-
dichlorodifenylodichloroetylen (p,p’-DDE) 1 heksachlorobenzen (HCB) oraz 3) polichlorowane
bifenyle (PCB153). W aspekcie progresji nowotworowej alarmujgca wydaje sie¢ by¢ pozytywna
korelacja pomigdzy skazeniem srodowiska a zwigkszonym ryzykiem zachorowania na nowotwory

hormonozalezne do ktorych zaliczane sg ziarniszczaki jajnika.

Nowotwor jajnika okreslany jest jako cichy zabojca ze wzgledu na brak wystepowania
specyficznych objawow oraz wysoka smiertelnos¢. Do czynnikow ryzyka zaliczane sg m.in. hormony
m.in. 17B-estradiol (E2), a takze zanieczyszczenia srodowiska; glownie EDCs. Ziarniszczaki jajnika
wywodzace si¢ z komorek ziarnistych jajnika stanowia okolo 5% wszystkich nowotworow tego narzadu.
Ze wzgledu na cechy morfologiczne oraz molekularne a takze wick wystgpowania choroby wyr6znia
si¢ typ mlodzienczy (JGCT), charakteryzujacy si¢ zdolnoscig do wydzielania duzych ilosci E2 oraz typ
dojrzaly (AGCT) z wystgpujacymi formami agresywnymi oraz pojawiajacymi si¢ nawrotami choroby.
Jako model badawczy na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej wybrano ludzka ling komorkowa
COV434 reprezentujaca JGCT oraz linic KGN odpowiadajaca AGCT hodowane w postaci sferoidow

w warunkach trojwymiarowych (3D).

Obecnos¢ receptorow estrogenowych (ERo. ERB. GPR30), gonadotropin (FSHR i LHR) oraz
receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF1R) w ziariszczakach jajnika, a takze wykazana
w prowadzonych dotychczas badaniach zdolnos¢ wigzania poszczegolnych EDCs jako agonisci lub
antagonisci tych receptoréw, czyni ziarniszczaki jajnika miejscem docelowym dzialania tych zwigzkow.
Warto zaznaczy¢, ze czlowiek narazony jest na mieszaning wiclu EDCs. Dlatego, na podstawie
przytoczonych argumentow zasadne bylo okreslenie wplywu mieszaniny EDCs wystepujacej w plynie
pecherzykowym jajnika na progresj¢ ziarniszczakow jajnika analizujac proliferacje, inwazje i sekrecje

E2 oraz msulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF1).

Zrealizowane badania dostarczyly informacji o proliferacyjnym dzialaniu mieszanin EDCs oraz
pojedynczych zwigzkow wchodzacych w sklad mieszaniny w obu typach ziarniszczaka jajnika, jednak

obserwowany efekt byl nizszy niz szacowany na podstawie wynikow dotyczacych pojedynczych




zwiazkow. Ponadto scharakteryzowano poziom ekspresji receptorow w komérkach linii COV434 1
KGN wykazujac, iz dojrzaly typ ziarniszczaka jajnika posiada wyzsza ekspresje genow klasycznych
receptorow estrogenowych ESRI1, ESR2 i receptora IGFIR niz typ mlodzienczy. Zaobserwowany
wzrost ekspresji GPR30 oraz IGFIR po ekspozycji na badang mieszaning, a takze analizy z
zastosowaniem inhibitora oraz wyciszeniem gendéw dla tych receptoréow dowiodly o roli $ciezek
sygnalowych GPR30 1 IGF1R w proliferacyjnym dzialaniu mieszaniny EDCs. Dodatkowo narazenie na
mieszaning zwigkszalo poziom cAMP oraz fosforylacic ERK1/2 i Akt potwierdzajac otrzymane
wezesnie) wyniki. Ponadto dowiedziono, ze p,p’-DDE wiaze si¢ do receptora GPR30, natomiast PFOA,
PFOS 1 HCB sa ligandami receptora IGF1R, co wyjasnia dzialanie mieszaniny poprzez aktywacje tych

receptorow.

Nastepnie okreslono roznice w zdolnosciach migracyjnych oraz inwazyjnych dwoch typoéw
ziarniszczaka jajnika, wykazujac mezenchymalny fenotp dojrzalego typu ziarniszczaka jajnika
posiadajacego potencjal migracyjny oraz inwazyjny, w porownaniu do typu mlodzienczego. ktory nie
jest zdolny do migracji oraz inwazji. Ponadto, mieszaniny EDCs poprzez wzrost ekspresji oraz
aktywnosci metaloproteinazy 2 (MMP?2), zwigkszaly obszar migracji oraz inwazji komorek liniit KGN.
Interesujace okazaly si¢ wyniki badan z wykorzystaniem endotelialnych komorek limfatycznych,
dowodzace zwigkszenie zdolnosci do przechodzenia komorek dojrzalego typu ziarniszczaka jajnika
przez naczynia limfatyczne. W celu zobrazowania molekularnego mechanizmu inwazyjnego dzialania
mieszaniny zastosowano inhibitor oraz wyciszenie genu dla receptora IGF 1R, ktore znosily stymulujgce
dzialanie mieszaniny w procesach migracji oraz inwazji. Ponadto zwickszenie fosforylacji IGFIR
obserwowane po ekspozycji na mieszaning potwierdzilo aktywacje sciezki receptora IGF1R i jego rolg
w tym procesie. Otrzymane wyniki udowodnily, ze mieszanina EDCs poprzez wplyw na proliferacje

oraz inwazj¢ bezposrednio przyczynia si¢ do progresji tego nowotworu.

W kolejnych analizach skupiono si¢ na dzialaniu posrednim badanej mieszaniny na progresje
ziarniszczakow jajnika. Celem tych badan bylo okreslenie wplywu badanej mieszaniny na wydzielanie
E2 1 IGF1. Wykazano, ze dojrzaly typ posiada zarowno wyzsza sekrecje E2 jak i ckspresje enzymu
aromatazy (CYP19A1) w porownaniu do typu mlodzienczego. Ponadto, zastosowanie mieszaniny
stymulowalo wydzielanie E2 w komorkach dojrzalego typu ziarniszczaka jajnika angazujac w swoje
dzialanie zaréwno klasyczne jak 1 nieklasyczne receptory estrogenowe. Odmiennie, w komorkach typu
mlodzienczego, ktory scharakteryzowano jako typ z wyzszym potencjalem metabolicznym E2,

zaobserwowano zmniejszenie wydzielanego poziomu E2 na korzysé jego metabolitow.

Badania zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej, dostarczyly takze informacji na
temat zdolnosci do sekrecji IGF1 przez oba typy ziamniszczaki jajnika. Co cickawe poziom
wydzielanego IGF1 byl wyzszy w dojrzalym typie ziarniszczaka jajnika, cechujgcym si¢ gorszymi

rokowaniami. Otrzymane wyniki pokazujg stymulacje sekrecji oraz ekspresji IGF1 z rownoczesnym




obnizeniem ckspresji bialka wiazacego IGF1 (IGFBP3) po ckspozycji na mieszaning EDCs w
komorkach linii KGN, natomiast nie zaobserwowano wplywu badanej mieszaniny na poziom
wydzielanego IGF1 w komoérkach linii COV434. Analizujagc mechanizm molekularny wykazano
zaangazowanie Sciezki sygnalowej receptora ERa. Szczegélnie cickawe wydaja si¢ by¢ badania
obrazujace, iz zwigkszony poziom wydzielanego IGF1 przez komoérki AGCT przyczynia si¢ do
proliferacji prawidlowych komoérek ziarnistych jajnika. Przeprowadzone badania dostarczajg zatem
dowodoéw, ze mieszanina EDCs poprzez zaburzenia sekrecji E2 i/lub IGF1 w ziarniszczakach jajnika

przyczynia si¢ posrednio do ich progresji.

Reasumujac wyniki otrzymane w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze mieszanina
EDCs oznaczona w plynie pecherzykowym jajnika przyczynia si¢ do progresji tego nowotworu, jednak
wykazuje odmienne dzialanie w dojrzalym typie ziarniszczaka jajnika w pordéwnaniu do typu
mlodzienczego. W typie dojrzalym, mieszanina stymulujac proliferacj¢ oraz inwazje, bezposrednio
prowadzi do progresji tego nowotworu, cechujacego si¢ gorszymi rokowaniami oraz wystepowaniem
form agresywnych. Ponadto dziala w sposob posredni, zwickszajgc wydzielanie E2 oraz czynnika
mitogennego IGF1, przez co moze by¢ rowniez zaangazowana w powstawania zaburzen
towarzyszacych temu nowotworowi, takich jak hiperplazje, endometrioza oraz rak endometrium.
Inaczej, mieszanina wplywa na mlodziencza forme ziarniszczaka jajnika. Jej zdolnos¢ do stymulacji
proliferacji jest znacznie nizsza, prawdopodobnie przez nizszg ekspresje receptorow estrogenowych:
ERa, ERP oraz receptora IGFIR. Jednak nie nalezy pomniejsza¢ jej oddzialywania w tym typie
nowotworu, gdyz, zmniejszenie sekrecji E2, moze przyczyni¢ si¢ do maskowaniu lub braku
wystgpowania wezesnych objawow prowadzac tym samym do pozniejszej diagnozy tego nowotworu,

CO WI3Z¢ Si¢ z gorszym rokowaniem.

Co warto podkresli¢, okreslenie molekularnych mechanizméw dzialania mieszaniny poprzez
rozne sciezki sygnalowe a takze poznanie roznic w biologii dwoch typow ziarniszczakow jajnika, jest

waznym punktem w aspekcie zrozumienia patologii oraz opracowywania nowych metod leczenia tych
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Streszczenie w jezyku angielskim

Environmental contamination with endocrine disrupting chemicals (EDCs) is one of the global
problems of the 21st century. One cause for particular concern is the ability of these compounds to
accumulate in living organisms even for several years, which classifies them as persistent organic
pollutants (POPs). Epidemiological studies demonstrate the presence of individual EDCs in the ovarian
follicular fluid of women undergoing in vitro fertilization (IVF), suggesting a possible paracrine effect
contributing to ovarian dysfunction. The EDCs determined in the highest concentration in ovarian
follicular fluid include 1) perfluorinated compounds: perfluorooctanoic acid (PFOA) and
perfluorooctane sulfonate (PFOS), 2) pesticides: 2,2 — dichlorodiphenyl dichloroethylene (p.p’-DDE)
and hexachlorobenzene (HCB) and 3) polychlorinated biphenyls (PCB153). In the aspect of cancer
progression, positive correlation between environmental contamination and increased risk of hormone-

dependent cancers, such as ovarian granulosa cell tumors, seems alarming.

Ovarian cancer is referred to as a silent killer due to its lack of specific symptoms and high
mortality rate. Risk factors include hormones such as 17B-estradiol (E2). as well as environmental
pollutants; mostly EDCs. Ovarian granulosa cell tumors originating from granulosa cells of the ovary
account for approximately 5% of all ovarian cancers. Due to the morphological and molecular features
as well as the age of onset of a disease, a distinction is made between the juvenile type (JGCT).
characterized by the ability to secrete large amounts of E2, and the adult type (AGCT) with aggressive
and relapsing forms of the disease. The human COV434 cell line representing JGCT and the KGN cell
line corresponding to AGCT cultured as spheroids under three-dimensional (3D) conditions were chosen

as the research model for this doctoral thesis.

The presence of estrogen receptors (ERa, ERB. GPR30), gonadotropins (FSHR and LHR) and
insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) in ovarian granulosa cell tumor and the binding ability of
particular EDCs as agonists or antagonists of these receptors demonstrated in the present study make
ovarian granulosa cell tumors the target site of action of these compounds. It is worth noting that humans
are exposed to a mixture of many EDCs. Therefore, based on these arguments, it was reasonable to
determine the effect of the mixture of EDCs present in the ovarian follicular fluid on the progression of
ovarian granulosa cell tumors by analyzing proliferation, invasion and secretion of E2 and insulin-like
growth factor 1 (IGF1).

Completed studies provided information on the proliferative effect of mixtures of EDCs and
single compounds included in the mixture in both types of ovarian granulosa cell tumors, but the
observed effect was lower than estimated on the basis of the results for single compounds. Moreover,
the expression level of receptors in COV434 and KGN cells was characterized, showing that adult type
of ovarian granulosa cell tumors has higher expression of classical estrogen receptors ESR1, ESR2 and

IGF1 receptor genes than juvenile type. The observed increase in GPR30 and IGFIR expression after




exposure to the tested mixture as well as analyses with the use of inhibitor and silencing of genes for
these receptors proved the role of GPR30 and IGFIR signaling pathways in the proliferative effect of
the mixture of EDCs. Additionally, exposure to the mixture increased cAMP levels and ERK1/2 and
Akt phosphorylation, confirming the results obtained previously. Moreover, it was proved that p.p'-DDE
binds to the GPR30 receptor, whereas PFOA, PFOS and HCB are ligands of the IGF IR receptor, which

explains the action of the mixture through activation of these receptors.

Subsequently, differences in migration and invasion abilities of two types of ovarian granulosa
cell tumors were determined, demonstrating the mesenchymal phenotype of adult ovarian granulosa cell
tumor possessing migration and invasion potential in comparison to the juvenile type. which is not
capable of migration and invasion. In addition, mixtures of EDCs by increasing the expression and
activity of metalloproteinase 2 (MMP2) increased the migration and invasion area of KGN cell lines.
Research results with the use of endothelial lymphoid cells turned out to be interesting and they
demonstrated the increased ability of adult type ovarian granulosa cell tumor to pass through lymphatic
vessels. In order to visualize the molecular mechanism of invasive action of the mixture, an inhibitor
and silencing of the IGF1R receptor gene were used, which abolished the stimulatory effect of the
mixture in the processes of migration and invasion. Furthermore, the increase in IGF 1R phosphorylation
observed after exposure to the mixture confirmed the activation of the IGFIR receptor pathway and its
role in this process. The obtained results proved that the mixture of EDCs by affecting proliferation and

invasion directly contributes to the progression of this cancer.

Subsequent analyses focused on the indirect effect of the mixture on the progression of ovarian
granulosa cell tumors. The purpose of this study was to determine the effect of the test mixture on E2
and IGF1 secretion. It has been shown that the adult type has both higher E2 secretion and aromatase
enzyme (CYP19A1) expression compared to the juvenile type. Moreover, application of the mixture
stimulated E2 secretion in adult ovarian granulosa cell tumor, involving both classical and non-classical
estrogen receptors. In contrast, in cells of the juvenile type, which was characterized as the type with
higher metabolic potential of E2, a decrease in the secreted level of E2 in favor of its metabolites was

observed.

The studies presented in this dissertation also provided information on the ability to secrete IGF 1
by both types of ovarian granulosa cell tumors. Interestingly, the level of secreted IGF1 was higher in
adult type of ovarian granulosa cell tumor characterized by worse prognosis. The obtained results show
stimulation of secretion and expression of IGF1 with concomitant decrease in IGF1 binding protein
(IGFBP3) expression after exposure to EDCs mixture in KGN cells, whereas no effect of the tested
mixture on the level of secreted IGF1 was observed in COV434 cells. Analysis of the molecular
mechanism demonstrated the involvement of the ERa receptor signaling pathway. Studies showing that

increased level of secreted IGF1 by AGCT cells contribute to the proliferation of normal ovarian




granulosa cells seem to be particularly interesting. Thus, this study provides evidence that a mixture of
EDCs, by disturbing E2 and/or IGF1 secretion in ovarian granulosa cell tumors, indirectly contributes

to their progression.

In summary, the results obtained in this study demonstrate that the mixture of EDCs determined
in ovarian follicular fluid contributes to ovarian cancer progression, but has a different effect in the adult
type of ovarian granulosa cell tumor compared with the juvenile type. In the adult type the mixture
stimulating proliferation and invasion directly leads to the progression of this cancer, characterized by
worse prognosis and occurrence of aggressive forms. In addition, it acts indirectly by increasing the
secretion of E2 and the mitogenic factor IGF1, and thus may also be involved in the formation of
associated disorders such as hyperplasia, endometriosis, and endometrial cancer. Otherwise, the mixture
affects the juvenile form of ovarian granulosa cell tumor. Its ability to stimulate proliferation is much
lower, probably due to lower expression of estrogen receptors: ERa, ERf and IGF 1R receptor. However,
its effect should not be underestimated in this type of cancer, as decreased E2 secretion may contribute
to masking or absence of early symptoms leading to later diagnosis of this cancer, which is associated

with poorer prognosis.

It is worth emphasizing that identification of molecular mechanisms of action through different
signaling pathways and understanding the differences in biology of two types of ovarian granulosa cell

tumors is an important point in terms of understanding the pathology and developing new methods of
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treatment of these tumors.




