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l. Wstep

Gtebsze zrozumienie molekularnych podstaw inicjacji i progresji raka endometrium
stanowi wyjatkowe wyzwanie, kluczowe dla ksztaltowania nowych strategii prewencyjnych
1 terapeutycznych. Wedtug statystyk Miedzynarodowego Funduszu Badan nad Rakiem
(World Cancer Research Fund International), w 2020 roku rak trzonu macicy zajmowat
szosta pozycje wsrdd najczestszych nowotwordw kobiet, zarejestrowano ponad 417,000
nowych przypadkéw. W Polsce w tym samym roku stwierdzono 9,869 nowych przypadkow,
co plasuje kraj na czele europejskich statystyk (World Cancer Research Found International,
Ryc.1). Aktualne dane statystyczne dla Polski niestety sa niedostepne. Analizy
Amerykanskiego Stowarzyszenia Badan nad Nowotworem sugeruja, ze w Stanach
Zjednoczonych w 2024 roku przewiduje si¢ okoto 67,880 nowych przypadkéw raka
endometrium, a okoto 13,250 kobiet umrze z powodu tej choroby (American Cancer

Society).
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Rycina 1. Zapadalno$¢ na raka endometrium w 2020 roku, na podstawie danych
World  Cancer Research  Found  International  (https://www.wcrf.org/cancer-

trends/endometrial-cancer-statistics/)

I. 1. Nowotwor endometrium — ogélny stan wiedzy na temat przyczyn choroby

Wsréd czynnikow ryzyka przyczyniajacych si¢ do inicjacji raka endometrium
wymienia si¢ status menopauzalny, wystgpowanie cukrzycy, otyto$¢, nadci$nienie
oraz zaburzenia hormonalne (Wojciechowska 1 in., 2018). Nowotwor ten podzielony jest na

dwa typy. Typ I, czeSciej wystepujacy u kobiet w wieku okotomenopauzalnym lub



z anowulacja, jest estrogenozalezny. Wykazuje si¢ obecno$cig mutacji w sekwencji
kodujacej supresor nowotworu PTEN lub obnizeniem ekspresji tego genu. Typ 11, zazwyczaj
diagnozowany u starszych kobiet po menopauzie, jest estrogenoniezalezny i zwigzany
z mutacjami w obrebie genu #p53, kodujacego biatko p53, nazywane "straznikiem genomu"
(Leslieiin., 2012). Obie formy nowotworu charakteryzuja si¢ nadmierng aktywnoscig COX-
2, enzymu regulujacego procesy proliferacji i inwazji komorek nowotworowych, a takze
pelnigcego role mediatora stanu zapalnego i istotng funkcje w szlakach sygnatowych

(Gandhi i in., 2017).
I. 2. Mikrobita endometrium niezmienionego nowotworowo

Projekt poznania mikrobiomu ludzkiego (ang. Human Microbiome Project),
zainicjowany przez Narodowe Instytuty Zdrowia USA (NIH), umozliwit glebsze
zrozumienie sktadu mikrobiomu oraz dynamicznych zmian w jego obrebie w konteks$cie
réznych stanéw, takich jak cigza, pordéd przedwczesny, choroby zapalne jelit oraz stan
przedcukrzycowy. Analiza dziesigcioletnich badan projektu wykazata istotny wplyw zmian
sktadu mikrobiomu na badane parametry. Ponadto, badania te przyczynity si¢ do rozwiniecia
nowych strategii badawczych 1 dostarczyly podstaw do poszerzenia zakresu badan poprzez
wspotprace z innymi jednostkami (,,The Integrative Human Microbiome Project”, 2019).
Obecnie mikrobioty trzonu macicy jest intensywnie badany. Poczatkowo uwazano,
ze narzad ten jest pozbawiony mikroorganizméw (Baker i in., 2018), jednak badania
sugeruja, ze bakterie moga dociera¢ do goérnych drog rodnych z pochwy i/lub krwi
(Salerian, 2020). Teoria transmisji bakterii do jamy macicy przez tzw. "maciczng pompe
perystaltyczng", czyli zespolu ruchow migsniowki gornej czesci szyjki macicy, rowniez jest
brana pod uwage (Molina 1 in., 2020). Mimo to, doktadny sktad mikrobioty endometrium
wcigz pozostaje nieznany. Badania wskazuja na obecnos$¢ czterech gldéwnych typow bakterii
- Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria 1 Actinobacteria. Dominacja przedstawicieli
Lactobacillus spp., powszechnie uznawana za wskaznik zdrowej mikroflory pochwy (Baker

1in., 2018), jest obserwowana takze w przypadku endometrium.

Z kolei mikrobiota pochwy jest dobrze zbadany, a jego sktad moze by¢ istotny takze
w kontekscie mikrobioty endometrium, Prawidtowa mikrobiota pochwy jest podzielona na
sze$¢ typow CST (ang. community state type), z dominacja L. crispatus, L. gasseri oraz L.
inners w CST I, I 1 II1, odpowiednio (Lewis i in., 2017). Badania nad mikrobiota waginalng
kobiet w Polsce przeprowadzone przez Pytke i1 wspotpracownikow (2019) identyfikuja
dominujace szczepy Lactobacillus spp., takie jak L. acidophilus (35%), L. plantarum (30%)
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1 L. fermentum (30%), oraz w mniejszym stopniu L. delbrueckii (5%), L. rhamnosus (5%)

i L. casei (<1%). Badania przeprowadzone przez Mitchell i wspotpracownikéw (2015)

wskazuja na dominacj¢ Prevotella spp. (76%), L. iners (61%) i L. crispatus (56%)

w pochwie, oraz L. iners (45%), L. crispatus (33%) 1 Prevotella spp. (33%) w probach

endocerwikalnych 1 endometrium tacznie. Zasugerowano dominacje¢ lactobacilli w

wyzszych partiach narzadu rodnego kobiet. Natomiast badania Chen i in. (2017) nie

potwierdzaja pelnej dominacji Lactobacillus ssp., a wskazuja na zwigkszong liczbebnos¢

bakterii z rodzajow Pseudomonas, Acinetobacter, Vagococcus 1 Sphingobium (Ryc.2).

Wazne jest uwzglednienie, ze sposdb pobrania materiatu od kobiet moze wptywaé na

czestos¢ identyfikacji  Lactobacillus. Inne badania przeprowadzone przez Winters

1 wspolpracownikow (2019), wskazuja na Acinetobacter, Pseudomonas, Comamonadaceae,

oraz Cloacibacterium jako dominujacych przedstawicieli mikrobioty endometrium.
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Rycina 2. Sktad mikrobioty endometrium niezmienionej Nowotworowo.

podstawie Chen i in. 2017.
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Ponadto, sktad mikrobioty endometrium moze by¢ zréznicowany w zalezno$ci od
wieku kobiety, fazy cyklu miesiagczkowego, indeksu masy ciata, diety, a nawet

przynaleznosci etnicznej (Ryc. 3) (Molina i in., 2020).
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MIESIACZKOWEGO INTERPRETACJA

WYNIKU

Rycina 3. Wybrane czynniki osobnicze oraz metodyczne majace wptyw na wynik
genotypowania bakterii z materialu pochodzacego z goérnych drog rodnych kobiet.

Na podstawie Molina i in. 2020, utworzono przy uzyciu Biorender.com.

I. 3. Zmiany mikrobioty endometrium jako czynnik rakotworczy

Dysbioza mikrobioty endometrialnej moze by¢ zwigzana z powstaniem zmian
patofizjologicznych, obejmujacych: (1) destabilizacj¢ stabilno$ci genomowej komorek
nabtonka macicy poprzez modulacje czynnikow transkrypcyjnych, zmiany epigenetyczne
1 mutacje gendw; (2) zaburzenia integralnos$ci bariery nabtonkowej; oraz (3) aktywacje TLR
(receptory toll-podobne; ang. toll-like receptors) poprzez metabolity niektorych bakterii,
gléwnie o charakterze patogennym (Baker i in., 2018). Szacuje si¢, ze okoto 15% wszystkich
nowotworow moze mie¢ podtoze mikrobiologiczne (Shahanavaj 1 in., 2015). Doniesienia
literaturowe na temat wytypowanych gatunkéw w materiale biologicznym pochodzacym
od kobiet z nowotworem endometrium mocno si¢ r6znig. Grupa badawcza Walther-Antonio
(2016) przeprowadzita analize porownawcza skltadu mikrobioty od pacjentek

z rozpoznanym rakiem endometrium oraz pacjentek zdrowych. Sugerowano,
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iz dominujacymi mogg si¢ okaza¢ przedstawiciele rodzaju Gardnerella w prébach
pochodzacych od kobiet z nowotworem. Natomiast badania jednoznacznie wskazaty,
ze gatunkami roznicujacymi obydwie badane grupy sa Atopobium vaginae i Porphyromonas
somerae, co potencjalnie moze wskazywac na ich istotng role w nowotworzeniu w obregbie
endometrium. Z kolei Walsh i wspotpracownicy (2019) przeprowadzajac podobne badania
zidentyfikowali  Acinetobacter, Pseudomonas, Cloacibacterium, Comamonadaceae
1 Escherichia jako dominujace taksony w materiale pochodzacym od pacjentek
z nowotworem endometrium po histeroktomii. Badania Wang 1 in. (2022) wskazujg
na przewage Lactobacillus 1 Gardnerella zarbwno w tkankach macicy kobiet
ze stwierdzonym nowotworem endometrium, jak i w tkankach bez zmian nowotoworowych.
Z kolei wigksza czesto$¢ wystepowania Prevotella, Atopobium, Anaerococcus, Dialister,
Porphyromonas oraz Peptoniphilus odnotowano w obrebie endometrium kobiet z rakiem.
W materiale pochodzacym od kobiet, u ktorych stwierdzono zmiany patologiczne w obrebie
narzagdoéw rodnych metoda hybrydyzacji in situ, wykazano obecno$¢ Lactobacillus spp.,
Gardnerella vaginalis, Enterobacter sp., Streptococcus agalactiae, Escherichia coli
oraz Enterococcus faecalis (Benner 1 in., 2018a). W przypadku stanu przedrakowego szyjki
macicy (ang. cervical intraepithelial neoplasia, CIN), dominujacymi gatunkami byly
L. crispatus, L. iners, A. vaginae, G. vaginalis oraz rodzaj Fusobacterium (Champer 1 in.,
2018). Badania Lu 1 innych (2021) jednoznacznie wskazujg na pozytywna korelacj¢ migdzy
obecnoscig przedstawicieli rodzaju Micrococcus, a IL-6 oraz IL-17 w endometrium kobiet
zmienionych nowotoworowo. Barczynski 1 wspotpracownicy (2023) wykazuja,
1Z najczescie] wystepujacymi gatunkami bakterii w wymazach pochwy 1 szyjki macicy
kobiet populacji Polskiej z nowotworem endometrium byly G. vaginalis, Fusobacterium
nucleatum, Mobiluncus curtisii, L. gasseri, L. iners, L. crispatus. Z kolei czestos$¢
wystepowania M. curtisii oraz Dialister pneumosintes byla istotnie wyzsza w wymazach
pochodzacych z pochwy, co potencjalnie moze postuzy¢ jako narzedzie diagnostyczne

choroby.

W uzyskaniu precyzyjnych wynikow dotyczacych sktadu mikrobioty trzonu macicy,
kluczowa rolg odgrywa staranne zaprojektowanie badan oraz metoda pobierania 1 analizy
probek. Istnieje ograniczenie w mozliwosci pobierania probek z jamy macicy od zdrowych
kobiet, dlatego czesto jako grupe kontrolng wykorzystuje si¢ materiat pochodzacy od kobiet
z innymi schorzeniami ginekologicznymi, co istotnie wpltywa na jako$¢ analizy

porownawczej wynikéw (Walsh i1n., 2019a). Pobieranie wymazow z dystalnej czesci kanatu
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szyjki macicy cz¢sto wigze si¢ z ryzykiem kontaminacji bakteriami z pochwy, w zwigzku
z czym istotne jest dokladne zaplanowanie kontroli eksperymentalnych. Wybor starterow
i platformy sekwencjonowania stanowi istotny aspekt tego procesu. W zwigzku
z powyzszym, mimo licznych doniesien, jednoznaczne okreslenie mikrobioty trzonu macicy

ze zmianami nowotworowymi wydaje si¢ by¢ bardzo trudnym zadaniem (Yuan i in., 2024).

I. 4. Patogenny gatunek drég rodnych Gardnerella vaginalis, oraz jego potencjalny

wplyw na inicjacje¢ choroby nowotworowej

Infekcje patogennym gatunkiem G. vaginalis sa jednymi z najczestszych przyczyn
wizyt kobiet u ginekologa. Nadmierny rozrost przedstawicieli tego gatunku w potaczeniu
z redukcjg liczby lactobacilli oraz z nadmiernym wzrostem A. vaginae i Prevotella bivia,
stanowig wyznacznik waginozy bakteryjnej. Kobiety dotkniete ta choroba sa bardziej
narazone na zwigkszone ryzyko przedwczesnego porodu, zakazen przenoszonych droga
plciowa, w tym zakazen wirusem HIV, zapaleniem przydatkow oraz powiklan
pooperacyjnych (np. zapalenie tkanki tacznej pochwy) (Abbe 1 Mitchell, 2023). Bakteria ta
wytwarza cholesterolozalezng cytolizyne — waginolizyn¢ (ang. vaginolysine, VLY ), ktéra
nalezy do grupy toksyn tworzacych pory (ang. pore forming toxin). VLY ma istotny wplyw
na aktywacje szlaku p38 MAPK, co sugeruje wazng rol¢ gatunku w niektorych rodzajach
nowotworow, takich jak rak gruczotu krokowego, piersi, pecherza, watroby oraz ptuc.
Wyniki badan Gelbera i in. (2008) pokazaty, ze VLY laczy sie posrednio z cholesterolem,
angazujac w proces biatko hCDS59, jako receptor. Nastepnie VLY oddziatuje z btonowym
biatkiem regulacyjnym uktadu dopeilniacza (mCRP), aby zainicjowa¢ tworzenie pory
w btonie komoérkowej (tzw. ,,cell bubbling”). Ponadto, gatunek ten wystepuje jako wspdlny
mianownik w ocenie ryzyka inicjacji nowotwordéw ginekologicznych kobiet (Champer i in.,
2018; Lin 1 in., 2022; L. Wang i in., 2022). Odnotowano wysoka aktywnos$¢ adhezyjna
1zolatow G. vaginalis od kobiet z waginozg bakteryjng, w warunkach kohodowli in vitro
z komoérkami linii HeLa oraz ME-180. Badania wskazujg takze, iz w wybranych warunkach,
G. vaginalis moze zakloca¢ warstwe ochronng lactobacilli 1 dziata¢ cytotoksycznie
na badane komorki ludzkie (Castro i in., 2015a; Patterson i in., 2010a). Patterson
1 wspOtpracownicy (2010) doniesli rowniez o duzym potencjale adhezyjnym G. vaginalis do
komorek linii ME-180, ktory wynosit okolo 75%. Dodatkowo, autorzy wskazuja na silny
efekt cytotoksyczny badanego patogenu w stosunku do komoérek po 24 godzinnej
kohodowli. Badania nad adhezja G. vaginalis do komorek linii raka endometrium HEC-1A,

hodowanych w modelu 3D, wykazaly na silny stopien przylegania komorek bakteryjnych
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do komorek ludzkich, co zostalo zobrazowane za pomoca mikroskopii elektronowej
(Laniewski 1 in., 2017). Inne doniesienia wskazuja na potencjalny wpltyw G. vaginalis
na inicjacj¢ i rozwoj nowotworu szyjki macicy oraz endometrium, co moze by¢ zwigzane
z bezposrednim wptywem bakterii i/lub jej metabolitow na regulacje ekspresji cox-2.
Wspominany wczesniej enzym COX-2, bierze udzial w szlakach sygnalowych, proliferacji,
angiogenezie i apoptozie komorek ludzkich, czyli szlakoéw bedacych kamieniami milowymi
na drodze zapoczatkowania choroby nowotworowej (Kuzmycz i Staczek, 2020). Potencjalne
zmiany w obrgbie endometrium w wyniku infekcji G. vaginalis przedstawiono na

Rycinie 4.

: COX-2
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| IL-1B
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Rycina 4. Zmiany w obrebie endometrium w wyniku infekcji patogennym szczepem
G. vaginalis. Na podstawie Alcendor, 2016; Kuzmycz 1 Staczek, 2020; Shvartsman i in.,

2023. Utworzono przy uzyciu Biorender.com.

I. 5. Niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ) w prewencji i terapii raka endometrium

Wiedza na temat molekularnych podstaw rozwoju raka endometrium skionita
do poszukiwania nowych strategii prewencji i leczenia choroby. Nadprodukcja biatka
COX-2, co jest charakterystycznym zjawiskiem dla tego typu nowotworu, wigze si¢ takze
z procesami zapalnymi, hamowaniem apoptozy, angiogeneza 1 przerzutowaniem.
Ze wzgledu na to, zwrdécono uwage na inhibitory COX-2, jako wspomaganie terapii

nowotworowej. W dodatku odnotowano, ze NLPZ wykazuja dziatanie hamujgce wzrost

14



niektorych bakterii, a zatem moga dziata¢ na mikrobite narzadu (Kuzmycz & Staczek,

2020a).

Z drugiej strony, terapia NLPZ u ludzi i zwierzat moze prowadzi¢ do zmian
mikrobioty jelitowej w kierunku dysbiozy, co posrednio moze mie¢ wptyw na rozwoj wielu
chorob (Wan i in., 2021). Mechanizmy prowadzace do dysbiozy poprzez NLPZ mozemy
podzieli¢ na dwie grupy: zmiany w srodowisku bakteryjnym jelit wywotane poprzez NLPZ
(np. zmiany pH, wplyw na metabolom jelit) oraz bezposrednie dziatanie przeciwbakteryjne
NLPZ (Maseda 1 Ricciotti, 2020; Zadori 1 in., 2023). Co ciekawe, dysbioza indukowana
poprzez NLPZ zazwyczaj przejawia si¢ jako przesuniecie rOwnowagi w strone¢ bakterii
Gram-ujemnych. Szczegdlnie duze zmiany zachodza w obrebie taksondw Bacteroidetes
(w tym, Bacteroides, Parabacteroides, Prevotella, Barnesiella, Rikenellaceae),
Proteobacteria (w tym Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Alphaproteobacteria),
Enterococcaceae oraz Akkermansia (X. Wang 1 in., 2021; Zadori i in., 2023b). Niemniej
jednak maksymalne stezenia plazmatyczne diklofenaku, ibuprofenu, ketoprofenu,
deksketoprofenu, flurbiprofenu i kwasu acetylosalicylowego w trakcie terapii u ludzi
sg znacznie nizsze, anizeli poziomy hamujace wzrost bakterii, a gtownie bakterii kwasu
mlekowego. Sugeruje to, ze tylko dlugoterminowe uzycie leku moze mie¢ wplyw na zmiany

w obrebie mikrobioty (Kruszewska 1 in., 2023).

1. Cele pracy:

Celem przewodnim niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu
wybranych drobnoustrojéw na zmiany w obrebie ludzkich komoérek endometrium oraz
ocena aktywno$ci biologicznej nowosyntetyzowanych renowych pochodnych
niesterydowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) wobec komoérek nowotworowych

endometrium.
Aby osiagna¢ ogolny cel badawczy, nakreslono nastepujace cele szczegélowe:

1. Analiza danych literaturowych dotyczacych tematyki zwigzanej z rola mikrobioty
endometrium w inicjacji 1 progresji zmian nowotworowych, oraz potencjatu
stosowania NLPZ jako lekow o charakterze przeciwnowotworowym
1 przeciwdrobnoustrojowym;

2. Analiza aktywnosci przeciwnowotworowej nowosyntetyzowanych renowych

pochodnych NLPZ wobec komorek raka endometrium;
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3. Sekwencjonowanie materiatu biologicznego pochodzacego od kobiet z nowotworem
endometrium oraz kobiet grupy kontrolnej;

4. Wstepna ocena wirulencji szczepu Anaerococcus vaginalis wobec komorek
prawidtowych endometrium,;

5. Ocena wirulencji patogennego szczepu drog rodnych kobiet Gardnerella vaginalis
wobec komorek linii ludzkiego raka endometrium oraz komorek prawidlowych

endometrium.

I1l.  Publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej

Niniejsza praca doktorska opisana jest w formie hybrydowej i1 sktada si¢ z jednej
pracy przegladowej (Publikacja 1 [P1]) oraz dwoch prac oryginalnych z ktérych jedna
zostata opublikowana (Publikacja 2 [P2]) a druga znajduje si¢ w fazie recenzji (Publikacja
3 [P3]). Catos¢ zostata uzupetniona o wyniki, ktore nie zostaly jeszcze opracowane w formie

publikacji (opisane s3 w Rozdziale IV dysertacji).

[P1] Kuzmycz O, Staczek P. Prospects of NSAIDs administration as double-edged agents
against endometrial cancer and pathological species of the uterine microbiome. Cancer Biol

Ther. 2020; 21(6):486-494. doi: 10.1080/15384047.2020.1736483
IF2003 = 4.4; IF5-1ctni = 4.4; MEiN2023 = 100

[P2] Kuzmycz O, Kowalczyk A, Staczek P. Biological Activity of fac-
[Re(CO)s(phen)(aspirin)], fac-[Re(CO)s(phen)(indomethacin)] and  Their  Original
Counterparts against Ishikawa and HEC-1A Endometrial Cancer Cells. Int. J. Mol.
Sci. 2022; 23(19), 11568; https://doi.org/10.3390/ijms231911568

IF2023 = 4.9; IF5etni = 5.6; MEiN2023 = 140

[P3] Kuzmycz O, Kowalczyk A, Bolanowska A, Drozdzowska A, Lach J, Wierzbinska W,
Kluz T, Staczek P. A comprehensive analysis of the uterine microbiome in endometrial
cancer patients — identification of Anaerococcus as a potential biomarker and carcinogenic
cofactor. - manuskrypt przyjety do recenzji czasopisma Frontiers in Cellular and Infection

Microbiology

IF2023 = 4.6; IF5.1¢mi = - ; MEiN2023 = 100
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I11.1. Publikacja 1 [P1]

«cancer biology & therapy e @Taylor&Framcis

Cancer Biology & Therapy

ISSN: 1538-4047 (Print) 1555-8576 (Online) Journal homepage: https://www.tandfonline.com/loi/kcbt20

Prospects of NSAIDs administration as double-
edged agents against endometrial cancer and
pathological species of the uterine microbiome

Olga Kuzmycz & Pawet Staczek

Obecnie rak endometrium jest jednym z najczesciej wystepujacych typdéw raka
u kobiet, a molekularne podstawy inicjacji i progresji tej choroby nie sag w petni poznane.
Odnotowuje si¢ wysoki poziom ekspresji COX-2, enzym procesu zapalnego,
w nowotworach tego typu, co sugeruje probe¢ wykorzystania tego biatka, jako celu
terapeutycznego 1 prewencyjnego choroby. Zauwazono, ze poziom COX-2 moze shuzy¢
do okres$lenia stadium zaawansowania nowotworu wg. norm FIGO (International Federation
of Gynecology and Obstetrics), a poziom enzymu moze stuzy¢ jako czynnik prognostyczny
leczenia 1 wskazuje na stopien inwazji guza w myometrium (Lambropoulou 1 in., 2005).
Badania takze wskazuja na pozytywna korelacj¢ biatka COX-2 z innymi biatkami, ktorych
wysoki poziom ekspresji odnotowano w przypadku raka trzonu macicy, i1 sg to GLUT-1
(transporter glukozy 1; ang. glucose transporter 1), VEGF (czynnik wzrostu $rodblonka
naczyniowego; ang. vascular endothelial growth factor) oraz HIF-1o (podjednostka alfa
czynnika indukowanego hipoksja 1; ang. hypoxia-inducible factor I-alpha) (Huang i in.,
2005; Ma 1 in., 2015). Nadekspresja COX-2 moze takze blokowac apoptoze komorek
poprzez zwigkszenie produkcji biatka antyapoptycznego Bcl-2, i odwrotnie, odnotowano,

ze inhibitory COX-2 przywracaja proces apoptozy.

Te doniesienia zwrocily uwage na potencjal NLPZ, ktére sg szeroko stosowane
w terapii przeciwbolowej 1  przeciwzapalnej, jako lekow o charakterze
przeciwnowotworowym. Dodatkowo, leki te posiadaja aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa,
a w kontekscie trzonu macicy, aktywno$¢ te wykazuja wobec patogennych gatunkéw drog

narzadu rodnego kobiet. Mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego NLPZ nie jest
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w pelni wyjasniony, ale sugeruje si¢, ze NLPZ blokujg interakcje biatko-biatko, replikacje
i naprawe¢ DNA u bakterii (Yin i in., 2014).

Niniejsza publikacja przedstawia podwojng role NLPZ w leczeniu nowotworu
endometrium oraz wptyw tych lekéw na patogenne gatunki mikrobioty macicy. Zwrdcono
uwage na nadekspresje COX-2, ktorego hamowanie przez NLPZ moze wptynaé na procesy
takie, jak angiogeneza, proliferacja i apoptoza komorek endometrium, a takze omdwiono
potencjalny wplyw wybranych szczepéw patogennych na nadekspresje tego genu.
Omowiono takze zwigzek miedzy patogennymi bakteriami, np. jak Gardnerella vaginalis
1 Atopobium vaginae, a stanami zapalnymi, ktore moga przyczyniaé si¢ do progresji raka

endometrium.
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I11.2. Publikacja 2 [P2]

International Journal of

e
ﬂ Molecular Sciences ﬁw\D\Py

[N
]

Article

Biological Activity of fac-[Re(CO)3(phen)(aspirin)],
fac-[Re(CO);(phen)(indomethacin)] and Their Original
Counterparts against Ishikawa and HEC-1A Endometrial
Cancer Cells

Olga Kuzmycz ¥, Aleksandra Kowalczyk ' and Pawet Staczek *

NLPZ stanowig obszerng klase lekow o charakterze przeciwbolowym,
przeciwzapalnym i przeciwgoraczkowym, ktére sg szeroko i rutynowo stosowane na catym
$wiecie. Mechanizm dziatania tych lekow jest dobrze znany, i obejmuje hamowanie
aktywnosci cyklooksygenaz (COX) — COX-1 i/lub COX-2, gdzie zwlaszcza hamowanie
aktywno$ci drugiego z tych enzymow moze by¢ szczegoOlnie istotne z perspektywy
prewencji i wspomagania terapii nowotworu, poniewaz stwierdzono, ze jest on $cisle
zwigzany z procesami stanu zapalnego w obrebie guza (de Leval i in., 2000). Zestawienie
poszczegblnych szeroko stosowanych NLPZ oraz ich selektywno$¢ wobec COX-1/COX-2
przedstawiono w Tabeli X. Aktywno$¢ zwigzkow wobec enzyméw badano za pomoca
testow z uzyciem krwi ludzkiej, ptytek krwi oraz monocytow krwi ludzkiej, stymulowanych

LPS (lipopolisacharyd, ang. lipopolysaccharide).
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Tabela 1. Selektywno$¢ wybranych NLPZ wobec enzyméow COX-1 1 COX-2.

R ICs0o COX- | ICs0 COX- | Stosunek COX- | Preferencja wobec
1 (uM) 2 (M) 2/COX-1* enzymu
Meloksykam 2,24 0,16 0,07 COX-2
Nimesulid 1,61 0,03 0,017 COX-2
Etodolak 1,5 0,14 0,09 COX-2
Flosulid 18 0,36 0,02 COX-2
Diclofenac 0,12 0,06 0,5 COX-2
Indometacyna 0,60 1,4 2,3 COX-1
Ibuprofen 2,26 15,7 7 COX-1
NS-398 7,7 0,004 0,0005 COX-2
Piroksykam 2,03 0,6 0,3 COX-2
Aspiryna 4,45 13,88 3,12 COX-1

Naproksen 28,19 32,01 1,14 nieselektywny

*stosunek COX-2/COX-1 oznacza stopien selektywnosci wobec danego enzymu,
gdzie wynik wynoszacy < 1 oznacza preferencje wobec COX-2, ~ 1 — nieselektywnos¢
(hamuje oba enzymy w roéwnym stopniu, > 1 — preferencja wobec COX-1. ICso (ang.
Inhibitory Concentration 50%) — stezenie leku hamujace witalno§¢ komorek o 50%. Tabele

sporzadzono na podstawie Cryer i Feldman, 1998; Pairet i in., 1998.

Mimo obiecujgcych wynikow niektorych badan, istnieje powazny problem zwigzany
z powiktaniami wynikajacymi z dlugoterminowego stosowania tego typu lekow. Skutki
uboczne NLPZ (zwlaszcza tych, ktore hamuja aktywnos¢ COX-1) moga prowadzié
do inicjacji krwawienia z zoladka, dwunastnicy 1 owrzodzen, dlatego skupiono si¢
na poszukiwaniu modyfikacji leku, niwelujaca te efekty niepozadane. Niektére z tych
modyfikacji, takie jak dodanie tlenku azotu (NO), siarkowodoru (H2S), lipidow
1 kompleksow metali do czasteczki leku, skutkowato poprawa i wzbogaceniem aktywnosci
biologicznej tych zwigzkow. Ponadto, kompleksowanie NLPZ z niektérymi metalami,
takimi jak miedz lub cynk, zmniejszata skuteczng dawke ,,natywnego leku (Dillon 1 in.,

2003; Lim i in., 2009; Sostres i in., 2013).

Badania przeprowadzano na syntetyzowanych na Katedrze Chemii Organicznej UL
NLPZ - naproksen (373a), aspiryna (375a), ibuprofen (376a), indometacyna (377a) oraz ich
renowych pochodnych (odpowiednio, 373, 375, 376, 377). Wstepne badania wykazaly
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selektywng aktywno$¢ renowych pochodnych NLPZ wobec komorek nowotworowych
HeLa, gdzie potencjalnym mechanizmem hamujacym aktywno$¢ biologiczng komoérek byt
duzy wzrost poziomu reaktywnych form tlenu komorek nowotworowych. Okreslono ICso
cytotoksycznych wobec komorek HelLa 1 1929 renowych pochodnych indometacyny
1 aspiryny. 375 oraz 377 byly bardziej aktywne wobec komoérek nowotoworwych HelLa
anizeli nienowotworowych 1929, z warto$ciami ICso 36 uM i1 158 puM odpowiednio.
Wartosci ICso dla 375a 1 377a dla komorek HeLa byly znacznie wigksze 1 wynosity 2819
uM 1 326 uM odpowiednio (Skiba i in., 2019). Poszerzono analiz¢ o linie nowotworowe
endometrium Ishikawa i HEC-A. Badania jednoznacznie wskazuja, ze 375a, 377a, oraz ich
renowe pochodne 375 1 377 mialy istotny wptyw na zywotno$¢ badanych endometrialnych
komoérek nowotworowych. Co ciekawe, odnotowano, ze cytotoksyczny efekt renowych
pochodnych po czasie si¢ nasila, tymczasem w przypadku oryginalnych NLPZ — maleje,
co sugeruje bardziej skuteczne dziatanie renowych pochodnych wobec badanych komorek.
Dodatkowo, wartosci ICso dla 375 oraz 377 w przypadku zaré6wno linii komoérek Ishikawa
(Table 1 w publikacji P2), jaki i HEC-1A (7Table 2 w publikacji P2) byly nizsze,
niz w przypadku 375a oraz 377a, co wskazuje na zmniejszenie dawki efektywnej leku

po kompleksacji z renem.

Kolejnym etapem badan byto okreslenie zmian proliferacji komoérek w wyniku
inkubacji z badanymi zwigzkami. Wyniki wykonanego testu wskazaty na wigksza czulo$¢
komoérek HEC-1A na badane zwigzki w stezeniu ICso, niz komorek Ishikawa. Z kolei
komorki linii Ishikawa byly bardziej wrazliwe na dziatanie hamujace proliferacje tylko
wzgledem zwigzkéw 377 oraz 377a. W przypadku obu linii komoérkowych efekt
antyproliferacyjny badanych zwiazkéw wzrost po 72-godzinnej inkubacji (Figure 2a w
publikacji P2). Zmiany tempa proliferacji komoérek badano takze dla stezenia 2 1Cso
1 %4 1Cso, (Table 3 1 Table 4 w publikacji P2). W przypadku nizszych stezen tylko 375a
hamowat proliferacj¢ obu badanych linii komorek raka (* = p < 0.05 dla %2 ICso 1 ¥4 1Cso).
Obserwacja ta jest zgodna z dotychczasowymi doniesieniami literaturowymi, wskazujacymi
na pozytywne efekty rutynowego stosowania niskich dawek aspiryny na przezywalnos¢

kobiet z nowotworami ginekologicznymi (Kuzmycz i Staczek, 2020b; J. Liiin., 2018).

W badaniach nad NLPZ wykazano, Ze ich stosowanie prowadzi do zwigkszonej
produkcji RFT, co jest uznawane za mechanizm wywotujacy efekty uboczne, szczegdlnie
w uktadzie pokarmowym. Jednakze ten mechanizm moze rowniez by¢ wykorzystywany

do niszczenia komorek rakowych poprzez inhibicje wzrostu komorek, zaburzenia
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metabolizmu oraz zaklocenia szlakoéw sygnalizacyjnych. Zwiekszone poziomy RFT
prowadza do zaklécenia homeostazy komorkowej, co skutkuje uszkodzeniami komorek
1 inicjacja apoptozy (Kolawole i Kashfi, 2022; Sun i in., 2011). W naszych poprzednich
badaniach zaproponowano, ze indukcja wysokich poziomoéw RFT moze stanowid
pozytywny mechanim dziatania pochodnych renowych NLPZ w stosunku do komorek raka,
co wykazano w przypadku komoérek HeLa. Zjawisko to nie wystepowato w przypadku
fibroblastéw L-929. Ponadto zaobserwowano, ze komorki rakowe charakteryzuja si¢
znaczgco wyzszg zdolnoscig do gromadzenia pochodnych renu w mitochondriach,
co moze przeklada¢ si¢ na wzrost poziomu mitochondrialnych RFT (Skiba 1 in., 2019).
W badaniach nad komodrkami Ishikawa stwierdzono zwigkszong produkcje RFT w cytozolu
po inkubacji zar6wno z oryginalnymi NLPZ, jak i ich renowymi pochodnymi. Ponadto,
zarbwno NLPZ, jak i1 ich renowe pochodne mialy istotny wptyw na poziom RFT
w komorkach HEC-1A przy stgzeniach odpowiadajacych polowie wartosci ICso,
co moze wynika¢ z lepszego przenikania tych zwigzkow przez blony komorkowe.
Odnotowano, ze stezenia 2 ICso renowych pochodnych (375 i 377) byly znacznie nizsze,
niz stezenia odpowiadajace polowie ICso oryginalnych NLPZ (375a 1 377a),
co wskazuje na wyzsza skuteczno$¢ indukcji RFT przez pochodne renu przy nizszych
stezeniach. Roéznice w poziomach RFT w mitochondriach i cytozolu wskazuja
na zroznicowany sposob interakcji tych zwigzkow z badanymi komoérkami.
Najwyzszy poziom mitochondrialnych RFT w obu liniach komoérkowych zwiazany byt
z inkubacja badanych komoérek w obecnosci 377. W przypadku komorek linii Ishikawa
istotny poziom mitochondrialnych RFT odnotowano takze w obecnosci z 375, ale nie tak

znaczgco, jak w odpowiedzi na obecnos$¢ zwigzku 377 (Figure 5a publikacji P2).

Badania dotyczace renowych pochodne NLPZ wskazuja na ich wysoki potencjal jako
lekéw w prewencji raka trzonu macicy, a by¢ moze takze wspomagajacych jego terapig,
jednak glebsze poznanie ich aktywnosci biologicznej jest niezbgdne 1 wymaga dalszych
badan. Wymagane jest doktadniejsze zbadanie ich mechanizméw dzialania na glgbszym

poziomie molekularnym.
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I11.3. Publikacja 3 [P3]

l" frontiers

A comprehensive analysis of the uterine microbiome in endometrial
cancer patients - identification of Anaerococcus as a potential
biomarker and carcinogenic cofactor

1 Olga Kuzmycz', Aleksandra Kowalczyk!", Aleksandra Bolanowska?, Anna Drozdzowska?,
2 Jakub Lach'?3, Wiktoria Wierzbinska'*#, Tomasz Kluz?>~, and Pawel Staczek!

Postep technik sekwencjonowania przyczynit si¢ do poznania mikrobiomu cztowieka
w obrebie poszczegdlnych narzadow, a takze tego, jaki sktad mikrobioty moze by¢
potencjalng przyczyng rozwoju choroby, w tym nowotworu. Szacuje si¢, ze efekt
pronowotworowy wywotywany przez mikroorganizmy dotyczy okolo 20% przypadkéw
raka, a takie drobnoustroje okreslane sa mianem ,,onkobakterii”. Do drugiej potowy
XX wieku jame¢ macicy uznawano za wolng od drobnoustrojow, jednak najnowsze
doniesienia wskazuja na unikatowy sktad mikrobioty narzadéow rodnych kobiet, ktory jest

zmienny w zaleznosci od stanu zdrowia kobiety (Benner i in., 2018b; Toson i in., 2022).

Dotychczasowe badania skupiaty si¢ glownie na zidentyfikowaniu sktadu
taksonomicznego endometrium zard6wno w stanie zdrowym, jak 1 w przypadku zmian
nowotworowych (Moreno 1 in., 2022; Tao i in., 2017; Walsh i in., 2019b; Walther-Anténio
1 in.,, 2016b). Jednakze, pomimo licznych prac, brakuje wystarczajacych danych
literaturowych dotyczacych identyfikacji odrebnych taksonéw w wymazach z kanatu szyjki
macicy u kobiet, ktore moglyby stanowi¢ narzgdzie wstepnego wykrywania nowotworu
endometrium. W odpowiedzi na t¢ lukg, nasza grupa badawcza podjeta probe
przeprowadzenia szczeg6towej identyfikacji taksonow w wymazach dystalnej czg¢éci kanatu
szyjki macicy, celem opracowania potencjalnego narz¢dzia diagnostycznego w wykrywaniu
nowotworow endometrium. W przeprowadzonych przez nas badaniach zidentyfikowaliSmy
mikrobiote dystalnej czeSci kanatu szyjki macicy u 29 pacjentek z nowotworem
endometrium (NE) lub migéniakiem macicy (MM). Sktad taksonomiczny prob w obu
grupach réznil si¢ od siebie. Zaobserwowalismy, ze probki z grupy MM charakteryzowaty
si¢ jednorodng mikrobiota, zdominowang przez Lactobacillus, podczas gdy w grupie NE
wystepowata wyzsza roznorodno$¢ mikroorganizmow. Nasze obserwacje sg zgodne

z badaniami Mitchell i in. (Mitchell i1 in., 2015b), ktorzy stwierdzili, ze najczesciej

23



wykrywanym taksonem w grupie 58 kobiet, ktore przeszty histerektomie z powodu wskazan
nienowotworowych, byt rodzaj Lactobacillus. Dodatkowo, nasze badania wskazuja,
ze probki pobrane od pacjentek z rakiem byly wzbogacone o pewne taksony zawierajace
drobnoustroje patogenne, takie jak Streptococcus, Anaerococcus, Prevotella, Gardnerella,

Peptoniphilus oraz Porphyromonas (Figure 7 publikacji P3).

Ponadto, wyniki naszych badan jednoznacznie wskazuja na Anaerococcus, jako
takson roznicujacy grupe NE od MM, tak wiec rodzaj ten moze by¢ istotny w inicjacji
1 progresji nowotoworu trzonu macicy. W oparciu o t¢ obserwacje , wybraliSmy
Anaerococcus vaginalis jako reprezentanta taksonu roznicujacego, i przeprowadziliSmy
dodatkowe testy dotyczace zdolnosci tych bakterii do adhezji ludzkich fibroblastéw macicy
oraz indukcji RFT. Lactobacillus jensenii zostal uzyty jako przedstawiciel mikroflory
fizjologicznej 1 stanowil kontrolg. Obie badane bakterie wykazaty wysoka zdolno$¢ adhezji
do fibroblastow endometrium, co oznacza, ze moga skutecznie kolonizowa¢ endometrium
(Figure 8 publikacji P3). Potencjalnie, zaburzenia roéwnowagi pomiedzy lactobacilli,
a A. vaginalis moze prowadzi¢ do dysbiosy, co moze stanowi¢ kamien milowy procesu
zapoczatkowania transformacji nowotworowej. W naszych badaniach takze wykazalismy,
ze A. vaginalis indukuje RFT na istotnym poziomie, znacznie wyzszym niz L. jensenii.
Wysoki poziom RFT w moze prowadzi¢ do uszkodzenia biatek, lipidow, blon komdrkowych
oraz organelli komorek ludzkich. Onkogenna rola RFT jest zwigzana z indukcja
oksydacyjnych uszkodzen DNA, w tym p¢knig¢ podwdjnej nici oraz tworzenia 8-oxo-7,8-
dihydro-2’-deoksyguanozyny (8-oxodG). Utleniona guanozyna powoduje transwersje
guanozyny na tyming, co jest glowng przyczyng spontaniczne] mutagenezy

1 moze prowadzi¢ do karcynogenezy (Nakamura & Takada, 2021; Valavanidis i in., 2009).

Zidentyfikowanie rodzaju Anaerococcus jako taksonu roznicujgcego mikrobiote
endometrium zmienionego nowotworowo otwiera takze mozliwosci opracowania nowych
strategii diagnostycznych w zakresie raka endometrium. Wymaga to jednak potwierdzenia
roli tego taksonu jako markera rozwoju nowotworu trzonu macicy poprzez przeprowadzenie
dalszych badan z wykorzystaniem wigkszej liczby zréznicowanych geograficznie probek,
pochodzacych dodatkowo od kobiet z réznymi stadiami zaawansowania nowotworu.
Jesli wyniki te zostalyby potwierdzone na tak znaczaco poszerzonej grupie pacjentek,
badanie mikrobioty pozyskanej w formie wymazdéw dystalnej czgsci kanatu szyjki macicy

mogloby stanowi¢ podstawe prostej, mato inwazyjnej, mikrobiologicznej diagnozy raka
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endometrium 1 miatoby istotne znaczenie w wykrywaniu tej choroby, by¢ moze juz na jej

wczesnych etapach.

IV.  Wyniki niepublikowane

Wyniki cze¢$ci rozprawy, realizowane w ramach funduszy Doktoranckich Grantow
Badawczych (IDUB DGB, projekt pt. ’Ocena udziatu wybranych patogennych szczepoéw
mikrobioty drég rodnych kobiet w rozwoju raka endometrium”) nie zostaly jeszcze
opublikowane. Na ich podstawie jest przygotowywany manuskrypt w jezyku angielskim,
ktory wkrétce zostanie wystany do recenzji. Ponizej przedstawiono gilowne zatozenia

wykonanych badan, materiaty, metody, wyniki oraz ich podsumowanie.

IV.1. Zalozenia oraz podstawy teoretyczne badan

Nadmierny rozrost Gardnerella vaginalis zwiazany jest z manifestacja stanow
patologicznych. Obecnos¢ tego gatunku jest zwiazana z jednostka chorobowg okreslang jako
przewlekte zapalenie blony $luzowej macicy, gdzie odnotowuje si¢ obnizenie liczebno$ci
przedstawicieli rodzaju Lactobacillus, a zwigkszenie czgstoSci wystgpowania takich
rodzajow, jak Dialister, Bifidobacterium, Prevotella, Gardnerella, oraz Anaerococcus
(Liu 1 in., 2019). W badaniach dotyczacych pacjentek z problemami z zajSciem w cigze
stwierdzono, ze dominacja bakterii z rodzajow Atopobium sp., Bifidobacterium sp.,
Chryseobacterium sp., Gardnerella sp., Haemophilus sp., Klebsiella sp., Neisseria sp.,
Staphylococcus sp. 1 Streptococcus sp., w mikrobiocie endometrium byla zwigzana
z nieudanymi cigzami i niskim wskaznikiem zywych urodzefn (Moreno i in., 2022). Badania
przeprowadzone przez Castro i1 in. (Castro 1 in., 2020) wykazaly, ze mikroorganizmy
takie jak Atopobium vaginae 1 Gardnerella vaginalis s gtbwnymi patogenami bakteryjnymi,
zwigzanymi z zapaleniem pochwy 1 sa odpowiedzialne za stymulowanie wzmozZonej
odpowiedzi immunologicznej komorek nabtonka pochwy. Co wigcej wykazano, ze komorki
nabtonka pochwy wydzielajg IL-6 1 IL-8 w odpowiedzi na obecno$¢ tych patogenow,
ale nie na obecno$¢ Lactobacillus crispatus (Anton 1 in., 2022; Libby i in., 2008). Badania
Lozano i in. (2023) wskazuja na wzmozong czesto$¢ wystgpowania rodzajow Gardnerella,
Prevotella oraz Ralstonia w probkach endometrium kobiet z nawracajacym zapaleniem
btony §luzowej macicy. Co ciekawe, badania wskazujg na mozliwy zwigzek wzmozonego
wzrostu Gardnerella z wystgpowaniem srodnabtonkowej neoplaji szyjki macicy (CIN).,
ktéra odnosi si¢ do zmian przednowotoworwych szyjki macicy. Badania wskazuja,

ze rozrost G. vaginalis wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju CIN2 i CIN3,
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czyli dysplacji sredniego 1 duzego stopnia odpowiednio (So i in., 2020). Z kolei badania
przeprowadzone przez nasz zespot wskazuja na wieksza czgstos¢ wystepowania Gardnerella
w wymazach dystalnej czesci kanatu szyjki macicy kobiet z nowotworem endometrium
(Ryc.5). Odnotowano obecnos$¢ G. vaginalis w sze$ciu probach wymazow pochodzacych od
kobiet ze stwierdzonym nowotworem endometrium, a w trzech byt to szczep dominujacy

[P3]. Moze to wskazywac na istotng role tego rodzaju w patogenezie nowotworu.
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Rycina 5. Wzgledna czestos¢ wystepowania (ang. Relative Frequency) rodzaju
Gardnerella w wyniku genotypowania wymazoéw dystalnej czesci kanalu szyjki macicy
kobiet z mig$niakiem macicy (MM) oraz z nowotworem endometrium (NE). Gatunek
Gardnerella zostal zidentyfikowany w 6/16 prob NE oraz 3/13 prob MM, a w 3/16 NE
byl gatunkiem dominujacym (wizualizacj¢ wykonano przy uzyciu narzedzia QIIME 2
View). W5, W36, W19, W21, W20, W8 — NE, W28, W11, W16 - MM.
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Celem tego etapu pracy byta weryfikacja hipotezy, dotyczacej zwigzku pomiedzy
obecnos$cia G. vaginalis a patogenezg nowotworu endometrium, oraz ocena wptywu tego
szczepu na rozwoj nowotworu endometrium. W badaniach oceniano stopien adhezji szczepu
w stosunku do ludzkich komoérek endometrium oraz aktywnos$¢ protekcyjng Lactobacillus
jensenii w tym procesie, zmiany poziomu wytwarzania reaktywnych form tlenu
oraz aktywnos$ci metabolicznej mitochondriow linii komoérek endometrialnych w obecnosci
patogenu G. vaginalis, wplyw badanego szczepu na tempo podzialow komoérkowych

oraz na poziom wydzielanych przez nie cytokin i chemokin prozapalnych.

IV.2. Material i metody

IV.2.1. Hodowla linii komérek ludzkich

W ramach niniejszych badan wykorzystano trzy linie ludzkich komorek, w tym dwie
linie nowotworowe endometrium (Ishikawa ECACC 99040201 i HEC-1A ATCC HTB-112)
oraz jedna lini¢ fibroblastow $ciany jamy wewngtrznej macicy, ktora nie ulegla transformacji
nowotworowej (HUF, PromoCell C-12385). Komorki nowotworowe byly rutynowo
hodowane w podlozu DMEM-F12 (Biowest, Francja), uzupelnionym 10% ptodowa
surowicg bydleca (FBS; Cytogen, Polska). Z kolei komoérki fibroblastow byty hodowane
w podtozu do hodowli fibroblastow 2 (FGM2; Promocell, Niemcy), zawierajacym czynniki
wzrostu oraz 2% FBS (PromoCell, Niemcy). Proces hodowli przeprowadzano w inkubatorze
Galaxy 48R (New Brunswick, Niemcy), w standardowych warunkach hodowli komorek,
utrzymujac temperature 37°C 1 stezenie CO2 na poziomie 5%. Z uwagi na prowadzenie
hodowli komorek ludzkich w obecnos$ci bakterii, w trakcie eksperymentéw stosowano

srodowisko pozbawione antybiotykow.

1V.2.2. Hodowla bakterii

Bakterie Gardnerella vaginalis (ATCC 140180) oraz Lactobacillus jensenii (ATCC
25258) byly hodowane w pozywce tryptozowo-sojowej (TSB; Biomaxima, Polska),
wzbogaconej ekstraktem drozdzowym w stezeniu 0.0005 g/L, witaming K1 (Thermo Fisher
Scientific, USA) o stezeniu 0.005 g/L Haemin (Thermo Fisher Scientific, USA) oraz
10% plodowa surowica bydleca (FBS; Cytogen, Polska). Proces hodowli prowadzono
w warunkach ograniczonego dostepu tlenu - przy temperaturze 37°C 1 st¢zeniu CO>

wynoszacym 5%, przez okres 24 godzin.
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Przed wprowadzeniem bakterii do hodowli komoérek ludzkich, zawiesing poddawano
wirowaniu (przy 10.000 rpm przez 10 minut), po czym osad bakteryjny zawieszano
w pozywce DMEM-F12 z dodatkiem 10% FBS lub w uzupetnionym podtozu do hodowli
fibroblastow 2 (FGM2).

IV.2.3. Optymalizacja MOI

Komoérki ludzkie, o gestosci 1x10° hodowano na szalce do hodowli o $rednicy
60 mm, przez okres 24 godzin. Po tym czasie do szalek dodawano zawiesing bakteryjna
o odpowiedniej gestosci tak, by stosunek MOI wynosit od 0.1 do 20. Obliczenia MOI
(wspotczynnik zakazania; ang. multiplicity of infection), czyli stosunku liczby bakterii

do liczby komorek ludzkich w hodowli, przeprowadzano zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczba komdrek bakteryjnyvch
Liczba komorek lud-kich

MOI =

Hodowlg prowadzono przez kolejne 24 godziny w standardowych warunkach.
Po uptywie tego czasu komorki byty zbierane poprzez wirowanie przy predkosci 3 600 rpm
przez 5 minut i zliczane za pomocg komory Biirckera, gdzie uwzglgdniano zar6wno komorki
zywe, jak 1 martwe. Komoérki martwe uwidaczniano za pomocg barwienia btekitem trypanu
(Thermo). Za wynik pozytywny uznawano obecnos$¢ nie wigcej niz 30% martwych komoérek
ludzkich po koinkubacji z badanymi bakteriami. W przypadku przekroczenia tej warto$ci,
probki o stosunku MOI powyzej tej granicy byly wykluczane z dalszej analizy. Ustalono,
ze stosunek MOI wynoszacy 0.5 jest optymalnym parametrem gestosci do koinkubacji

z komoérkami ludzkimi.

IV.2.4. Ocena stopnia adhezji szczepow do badanych linii komorek ludzkich

Komoérki ludzkie zostaly wysiane na odpowiednie ptytki 6-dotkowe (Nest, Chiny)
1 hodowane do osiggniecia stanu konfluencji na poziomie 70-80%. Nastepnie, po fazie
wstepnej hodowli, do komoérek dodawano zawiesing bakteryjna, wcze$niej znakowang
barwnikiem fluorescencyjnym BacLight Green (Invitrogen, USA), przy wspotczynniku

MOI wynoszacym 0.5. Wsp6lng hodowle prowadzono przez 24 godziny.
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Po okresie hodowli, komorki byty poddawane trypsynizacji, a nast¢gpnie zbierane
1 poddane wirowaniu (przy predkosci 3.600 rpm przez 5 minut). Ostatecznie komodrki byty
zawieszane w roztworze DPBS 1 przenoszone na plytki z czarnym dnem.
Odczyt fluorescencji byl prowadzony za pomoca czytnika ptytek SpectraMAX i3
(Molecular Devices, USA), przy dlugosciach fal Ex/Em = 480/561 nm.

IV.2.5. Analiza aktywnosci protekcyjnej L. jensenii wobec infekcji G. vaginalis
Komorki ludzkie zostaly przygotowane zgodnie z procedurg opisang w punkcie
IV.2.4. Nastepnie, do komorek dodawano zawiesing bakteryjna L. jensenii w stosunku
10 MOI 1 inkubowano przez 3 godziny. Po tym okresie usuwano medium nad komoérkami,
a do komorek dodawano zawiesing G. vaginalis, rbwniez w stosunku 10 MOI, znakowang

fluorescencyjnym barwnikiem. Przeprowadzano kolejng 3-godzinng koinkubacje.

Po zakonczeniu inkubacji komorki ludzkie byly trypsynizowane, poddawane
wirowaniu (przy predkosci 3.600 rpm przez 5 minut), a nastgpnie zawieszane w roztworze
DPBS. Ostatecznie komorki zostaty przeniesiono na ptytke z czarnym dnem w celu odczytu
fluorescencji. Odczyt ten przeprowadzono za pomoca czytnika SpectraMAX i3,

przy dlugos$ciach fal Ex/Em = 480/561 nm.

IV.2.6. Ocena zmian poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) linii komorek ludzkich
po koinkubacji z badanymi szczepami

Ludzkie komorki zostaty przygotowane zgodnie z procedurg opisang w punkcie
IV.2.4. Po okresie wstepnej hodowli, do poszczegolnych dotkow ptytek dodano L. jensenii
1 G. vaginalis w stosunku 0.5 MOI. Ptytki, przygotowane w ten sposob, zostaty poddane
inkubacji przez 24 godziny.

Po zakonczeniu inkubacji, komorki zostaly wyznakowane sonda H>DCF-DA
(Thermo,...) w stezeniu koncowym 5 uM. Zgodnie z zaleceniami producenta, inkubacja
z sondg zostata przeprowadzona w warunkach ograniczonego o$wietlenia oraz w medium
pozbawionym FBS przez 40 minut. Sonda ta, reagujac z reaktywnymi formami tlenu (RFT),
przeksztatcita si¢ w 2’7’-dichlorofluoresceing (DCF), zwiazek fluorescencyjny, ktérego
ilos¢ jest proporcjonalna do ilosci wytworzonych reaktywnych form tlenu.

Nastepnie przeprowadzono trypsynizacj¢ komorek, zebranie 1 wirowanie, a uzyskane osady
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zawieszono w roztworze DPBS i przeniesiono na ptytke z czarnym dnem. 15 minut przed
odczytem do komorek nie zawierajacym bakterie dodano nadtlenek wodoru (H20>)
w stezeniu 0.5%, co stanowilo kontrole pozytywna sondy. Odczyt fluorescencji ptytki zostat

dokonany przy uzyciu czytnika SpectraMAX 13, przy dtugosciach fal Ex/Em =492/527 nm.

IV. 2.7. Ocena zmian aktywnos$ci mitochondriéw linii komérek ludzkich po kohodowli
z badanymi szczepami

Do oceny zmian aktywnosci mitochondriow w komorkach ludzkich zastosowano
fluorescencyjny znacznik MitoTracker Red FM (Invitrogen). Komodrki byly wstepnie
hodowane w standardowych warunkach, zgodnie z procedura opisang w punkcie 1V.2.4.
Po fazie wstepnej hodowli, nanoszono $wieze podtoze zawierajace 0.5 MOI L. jenseni lub
0.5 MOI G. vaginalis, po czym komodrki inkubowano przez kolejne 24 godziny.
Po zakonczeniu inkubacji, podtoze zostato usuniete, a komorki zostaty oplukane z bakterii
roztworem DPBS. Nastepnie komorki byly znakowane zgodnie z instrukcjami producenta
w podlozu wolnym od plodowej surowicy bydlecej, zawierajacym 50 nM znacznika,
przez 15 minut. Po znakowaniu przeprowadzono trypsynizacj¢ komorek, zebrano je poprzez
wirowanie, a uzyskane osady zawieszono w roztworze DPBS i przeniesiono na ptytke
o czarnym dnie. Odczyt fluorescencji plytki zostal wykonany przy uzyciu czytnika

SpectraMAX 13, przy dtugosciach fal Ex/Em = 581/644 nm.

IV.2.8. Analiza zmian tempa podzialéw komoérkowych

IV.2.8.1. Ocena zmian tempa podzialow za pomoca testu klonogennego

W celu wstgpnej oceny zmian tempa podziatu badanych komorek, postuzono si¢
standardowa procedurg testu klonogennego, ktéra zostala poddana modyfikacjom.
Proces rozpoczeto od wysiewania komorek ludzkich na szalki o $rednicy 60 mm,
przeznaczone do hodowli komoérek Iludzkich (Nest). Ggstos¢ wysiewanych komorek
wyniosta 2,5%10° komorek/szalke, a hodowla prowadzona byla w warunkach
standardowych do osiggniecia stanu konfluencji na poziomie 70-80%. W kolejnym etapie,
w drugim dniu hodowli, do kazdej szalki dodano 0.5 MOI zawiesiny poszczegdlnych
bakterii, po czym inkubowano je przez 24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji komorki
zostaly dwukrotnie ptukane roztworem DPBS, poddane trypsynizacji, a nastgpnie okreslono

ich gestos¢ po traktowaniu za pomocg komory Biirckera. Na swieze szalki 6-dotkowe
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wysiewano jednakowg liczbe komorek ludzkich (5x1073), pozostawiajgc je w hodowli przez
kolejne 10 dni w celu uformowania kolonii. Po tym okresie komorki zostaly utrwalone
w mieszaninie metanolu i kwasu octowego w stosunku 3:1, a nast¢pnie poddane barwieniu
0.5% roztworem fioletu krystalicznego. Zliczono wybarwione kolonie i obliczono frakcje

przezywajacg przy uzyciu wzoru:

Liczba wysianych komorek
Frakcja przezywajaca = % 100%
Liczba sformowanych kolonii

Dodatkowo, ze wzglgdu na morfologi¢ komorek linii HUF, wybarwione fioletem
krystalicznym komorki zostaly zawieszone w 33% kwasie octowym, co ma na celu
ekstrakcje barwnika z kolonii by umozliwi¢ ilosciowa oceng¢ intensywnos$ci wybarwienia
za pomoca pomiaru absorbancii roztworu przy dhugosci fali 550 nm za pomoca czytnika
ptytek SpectraMAX 13. Pomiar ten mial na celu oceng gesto$ci komorek tworzacych kolonig

na podstawie intensywnosci wybarwienia.

IV.2.8.2. Ocena zmian tempa podzialu za pomocg testu BrdU

W celu oceny zmian tempa podziatu komérek linii HUF po hodowli z 0.5 MOI
G. vaginalis 1 0.5 MOI L. jensenii, zastosowano test oparty na zestawie komercyjnym
BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Abcam, ab287841). Procedur¢ analizy przeprowadzono

zgodnie z wytycznymi producenta tego zestawu.

W pierwszym etapie probki inkubowano w obecnosci BrdU o koncowym stezeniu
1X, zgodnie z protokotem producenta. BrdU jest syntetycznym analogiem tyminy, ktory
inkorporuje si¢ do nowo syntetyzowanego DNA komorek dzielacych si¢. Nastepnie komorki
dwukrotnie przeptukano roztworem PBS w celu usunigcie niezwigzanego BrdU.
Wykorzytsano odczynniki dostarczone w zestwie: przeciwciato pierwotne anty-BrdU,
wtorne przeciwciato sprzezone z HRP (ang. horseradish peroxidase; peroksydaza
chrzanowa) praz substrat TMB (ang. 3,35,5-tetramethylbenzidine; 3.,3',5,5'-
tetramethylbenzydyna). Po dodaniu TMB odczyt absorbancji przeprowadzono poczatkowo
przez 30 minut przy dlugosci fal 650 nm, a nastepnie, po dodaniu roztworu hamujacego
reakcje, przy dlugosci fali 450 nm. Pomiar absorbancji pozwala na ocen¢ aktywno$ci

podziatowej komorek na podstawie ilosci wbudowanego BrdU.
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IV.2.9. Analiza stezenia wybranych cytokin/chemokin prozapalnych za pomoca

multitestu Bio-Plex (Bio-Rad)

1V.2.9.1 Przygotowanie supernatantu pohodowlanego

Komorki ludzkie hodowano do osiggnigcia stanu konfluencji na poziomie 70-80%
na szalkach do hodowli adherentnej 60 mm (Nest), stosujac jako inokulum zawiesing
o gestoéci 5x10° komoérek na szalke. Nastepnie dodawano zawiesine bakteryjng
odpowiadajaca 0.5 MOI i hodowano wspolnie przez 24 godziny w warunkach
standardowych. Po zakonczeniu hodowli zbierano podtoze pohodowlane, a nast¢pnie probki
poddano wirowaniu przy przyspieszeniu 1,000xg przez 15 min w 4°C. Po wirowaniu
podtoze wolne od komorek przenoszono do czystych probowek typu Falkon i filtrowano
przez sterylne filtry strzykawkowe o S$rednicy poréow 0,20 um. Tak przygotowane

supernatanty wolne od komoérek przechowywano w —80°C do momentu pomiaru.

1V.2.9.2 BezposSrednia analiza poziomu cytokin/chemokin za pomoca multitestu Bio-
Plex (Bio-Rad)

Do oznaczenia stezen wybranych cytokin (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN- vy,
TNF-0, VEGF) zastosowano test Bio-Plex Pro Cytokine assay (Bio-Rad), zgodnie
z instrukcja producenta. Przygotowano standardy kalibracyjne, kulki magnetyczne
oplaszczone przeciwciatami, odczyniki do znakowania oraz bufory zgodnie z instrukcja
zalaczong do zestawu. Supernatant wolny od komorek bakteryjnych, przygotowany zgodnie
z procedurg w opisie 1V.2.10.1, inkubowano wraz z kulkami magnetycznymi na ptytce
czarnej 96-dotkowej na podstawce magnetycznej przez 1 godzing w warunkach wytrzasania
(850 £ 50 rpm). Kolejno dodawano przeciwciato detekcyjne 1 ponownie inkubowano przez
30 min w warunkach wytrzasania. Po tym czasie dodawano streptawidyn¢ — PE
1 inkubowano kolejne 10 min z wytrzasaniem. Nast¢pnie dotki przeptukiwano trzykrotnie
buforem pluczacym zatagczonym w zestawie, a kulki zawieszano w 125 pl buforu do odczytu.
Odczyt ptytki przeprowadzano za pomocg platformy Bio-Plex® Magpix™ Multiplex
Reader (Bio-Rad).
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IV.2.10. Statystyka

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD).
Analize danych przeprowadzono z uzyciem testu One-way ANOVA. Za istotny statystycznie
uznano wynik p<0,05. W celu dokonania obliczen i wizualizacji wynikow wykorzystano

oprogramowanie GraphPad Prism w wersji 7.0.1 (GraphPad Software, USA).

IV.3. Wyniki

IV.3.1. Ocena stopnia adhezji L. jensenii oraz G. vaginalis do badanych linii komérek
endometrium

Poziom adhezji, wyrazony w procentach, badanych szczepoéw drobnoustrojow
w okreslonym wspodtczynniku zakazenia (0.5 MOI) w stosunku do linii komoérkowych HUF,
Ishikawa i HEC-1A, zostal zobrazowany na Rycinie 6. Pomiar ten zostal przeprowadzony
po 24-godzinnej koinkubacji bakterii wraz z komorkami badanych linii ludzkich
w warunkach standardowych. Stwierdzono znaczng zdolnos$¢ adhezji zaréwno G. vaginalis,
jak i L. jensenii do wszystkich analizowanych linii komoérek ludzkich, na poziomie 40-60
procent, w zaleznosci od typu linii komoérkowej. Istotne rdznice zaobserwowano
w porownaniu stopnia adhezji pomiedzy fizjologicznym szczepem L. jensenii, a patogennym
G. vaginalis w stosunku do komoérek nowotworowych linii Ishikawa, gdzie poziom adhezji
tych szczepéw wynidsl, odpowiednio, 34 + 2 i 55 + 3 procent. Odwrotne zjawisko
zaobserwowano w przypadku komorek nowotworowych linii HEC-1A, gdzie poziom
adhezji L. jensenii osiagnat 65,67 + 3,06 procent, a szczepu G. vaginalis - 42,33 + 5,03
procent. Znamiennych statystycznie rdznic pomig¢dzy poziomem adhezji L. jensenii,
jak 1 G. vaginalis nie zanotowano w komorkach linii HUF, gdzie proces ten zachodzit

na poziomie okoto 40 procent w obu przypadkach.
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Rycina 6. Poziom adhezji (%) badanych szczepdéw L. jemsenii oraz G. vaginalis
w stosunku do komorek endometrium linii ludzkich HUF, Ishikawa i HEC-1A. Badania
przeprowadzono uzywajac wspodtczynnika MOI wynoszacego 0,5. Czas koinkubacji wynosit

24 godziny w warunkach standardowych hodowli. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

IV.3.2. Ocena aktywnosci protekcyjnej L. jensenii w stosunku do badanych ludzkich
linii komorek endometrium wobec infekcji G. vaginalis

Wyniki testu wykazaty, ze obecno$¢ G. vaginalis istotnie wptywa na zdolno$¢ adhez;ji
L. jensenii do badanych linii komoérek endometrium. Najmniejszy spadek adhezji
zaobserwowano w linii HUF, gdzie po koinkubacji stopien adhezji wyniost 65 + 8,19 %
(* p<0,05). W przypadku linii HEC-1A obnizenie bylo bardziej znaczace i1 wynosito
61,34 = 7,51 % (** p<0,01). Najwickszy wptyw G. vaginalis na adhezj¢ L. jensenii
odnotowano w linii Ishikawa, gdzie stopien adhezji L. jensenii spadt do 48 + 4,36 %
(*** p<0,001). Wyniki, przedstawione na Rycinie 7 wskazuja, ze L. jensenii wykazuje

zroéznicowang aktywnos¢ protekcyjng w zaleznosci od linii komorkowe;.

Bakterie z rodzaju Lactobacillus petnig kluczowa role w utrzymywaniu zdrowia

zenskich narzadow rodnych, tworzac barier¢ ochronng i utrzymujgc prawidiowe
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pH srodowiska (3,8-4,5). W kontekscie infekcji patogenami, takimi jak G. vaginalis,
integralnos¢ tej bariery jest kluczowa dla zapobiegania kolonizacji patogennej (Garcia-Grau
i in., 2019). Celem niniejszego eksperymentu byla ocena zdolnosci adhezji L. jensenii
do komorek endometrium oraz jego potencjalnej roli ochronnej wobec infekcji G. vaginalis.
Badanie przeprowadzono poprzez najpierw inkubacje komorek endometrium z L. jensenii
(10 MOI) przez 3 godziny, a nastgpnie ekspozycje na G. vaginalis (rowniez 10 MOI)
przez kolejne 3 godzimy. Po zakonczeniu koinkubacji, oceniono stopien adhezji przy uzyciu

technik fluorescencyjnych.
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Rycina 7. Stopien adhezji fizjologicznego szczepu L. jensenii do komorek linit HUF

(A.), Ishikawa (B.) 1 HEC-1A (C.) zostal wyrazony w procentach przed i po koinkubacjg

z réwng objetoscig patogennego szczepu G. vaginalis. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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IV.3.3. Ocena zmian poziomu RFT komoérek linii HUF, Ishikawa oraz HEC-1A po
infekcji badanymi szczepami bakterii z uzyciem sondy H2DCF-DA

Istotno$¢ udzialu RFT w rozwoju nowotworu wynika ich zdolno$ci w utrzymywaniu
mikrosrodowiska zapalnego, co sprzyja nasilonej proliferacji komoérek guza. Dodatkowo
RFT ma wptyw na onkogenne szlaki sygnatowe komorki, poprzez zaburzanie struktury
i aktywnos$ci elementow wrazliwych na utlenienie (m.in. receptorow, kinaz biatkowych

czynnikow transkrypcyjnych) (Hong i in., 2024).

Analiza zmian poziomu RFT w odpowiedzi na obecno$¢ bakterii zostata
przeprowadzona dla linii HUF, Ishikawa i HEC-1A (Rycina 8). W komorkach
nienowotworowych linii HUF patogenne bakterie G. vaginalis powodowaty istotny wzrost
poziomu RFT po 24 godzinach koinkubacji przy wspotczynniku MOI = 0,5 (**p < 0,001).
Natomiast fizjologiczne bakterie L. jensenii nie mialy takiego efektu — poziom RFT
pozostal niezmieniony. Podobne zalezno$ci zaobserwowano w linii  komorek
nowotworowych Ishikawa, gdzie koinkubacja z G. vaginalis prowadzita do znacznego
wzrostu poziomu RFT (*** p<0,001), podczas gdy obecno$¢ L. jensenii nie wplyne¢to
istotnie na odpowiedZz oksydacyjna komoérek. W przypadku komorek linii HEC-1A
nie odnotowano istotnych zmian poziomu RFT po koinkubacji z G. vaginalis,
co moze wynika¢ z innej natury tych komoérek oraz odmiennego tempa ich metabolizmu.
Odnotowano istotny wzrost poziomu RFT (*** p<0,001) po inkubowaniu komorek

w $srodowisku 0.5% H20» przez 15 min, co stanowito kontrolg pozytywna sondy.
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Rycina 8. Zmiany poziomu RFT komorek linii HUF, Ishikawa oraz HEC-1A
po koinkubacji z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5 MOI G. vaginalis w warunkch standardowych.
Pomiar fluorescencji przy dlugosciach fal Ex/Em = 492/527 nm przeprowadzono
po 24-godzinnej koinkubacji z badanymi szczepami bakterii. W celu sprawdzenia
prawidtowej aktywnosci sondy HoDCF-DA (kontrola pozytywna testu) wykorzystano
dodatkowo inkubacj¢ komorek ludzkich niezawierajagcych bakterie, z 0.5% H>O»

przez 15 minut. *** p<0,001.

IV.3.4. Analiza porownawcza zmian aktywnosci mitochondriow komorek linii HUF,
Ishikawa i HEC-1A po kohodowli z G. vaginalis oraz szczepem fizjologicznym L.
jensenii

Analize zmian aktywnos$ci mitochondriow badanych linii komoérek endometrium
przeprowadzono za pomoca sondy Mitotracker Red FM (Invitrogen), ktéra wnika tylko
do aktywnych metabolicznie mitochondriéw (Rycina 9). W wyniku przeprowadzonego testu

zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci mitochondriow komorek linii HUF
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oraz Ishikawa po koinkubacji z patogennym szczepem G. vaginalis (*** p<0,001).
Nie odnotowano podobnego wpltywu G. vaginalis w stosunku do komorek linii HEC-1A.
Koinkubacja z przedstawicielem flory fizjologicznej L. jensenii takze nie miata istotnego

wpltywu na zmian¢ poziomu aktywnos$ci mitochondriéw.
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Rycina 9. Analiza zmian aktywnosci mitochondriéw komorek linii HUF, Ishikawa
oraz HEC-1A po koinkbacji z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5 MOI G. vaginalis przez
24 godziny w warunkach standardowych. Test przeprowadzono z uzyciem sondy
Mitotracker Red FM (Invitrogen,USA), pomiar fluorescencji wykonano przy diugosci fal
Ex/Em = 581/644 nm. *** p<0,001.
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IV.3.5. Ocena zmian tempa podzialow komorkowych w wyniku ekspozycji ludzkich
komorek endometrium na badane szczepy

Badania tempa podzialéw komorkowych w obecnosci bakterii, takich jak G. vagnalis
1 L. jemsenii, pozwala na ocen¢ wptywu mikroorganizméw na proliferacje komorek
endometrium. Analiza ta jest istotna, poniewaz nieprawidlowe tempo podzialow
komoérkowych moze wskazywac na procesy patologiczne, takie jak przewlekly stan zapalny
lub zmiany nowotworowe. Przewlekle infekcje bakteryjne moga prowadzié
do utrzymujgcego si¢ stanu zapalnego oraz odpowiedzi immunologicznych, ktére z czasem
zmieniaja normalne wzorce proliferacji komorek. Proby kontrolowania wzrostu bakterii
przez uklad odpornosciowy moga skutkowaé przebudowa tkanek oraz zmianami
w lokalnym $rodowisku komoérkowym, co dodatkowo wpltywa na tempo podzialow
komoérkowych (Soni 1 in., 2024). Ocena wplywu bakterii na proliferacj¢ komorek dostarcza
wiec waznych informacji o potencjalnych mechanizmach oddziatywania drobnoustrojow

na §rodowisko endometrium oraz ich roli w zdrowiu i chorobach uktadu rozrodczego.

IV.3.5.1. Ocena zmian tempa podzialu komorek endometrium za pomoca
zmodyfikowanej metody testu klonogennego

Metoda testu klonogennego stuzy do oceny zdolnosci komorek do proliferacji
oraz tworzenia kolonii, co odzwierciedla ich dlugoterminowy potencjat przezycia.
Wyniki testu klonogennego przeprowadzonego na liniach komorkowych Ishikawa, HEC-1A
oraz HUF wykazaly istotne zmiany w tempie podziatéw komorkowych w wyniku ekspozycji
na L. jemsenii oraz G. vaginalis przy wybranym MOI. W przypadku komorek
nienowotworowych endometrium HUF, po rozpuszczeniu 33% kwasie octowym,
odnotowano istotny wzrost liczby kolonii zaré6wno po koinkubacji z 0.5 MOI L. jenseni,
jak 1 0.5MOI G. vaginalis (*** p <0.001). Klasyczna metoda zliczania kolonii nie wykazata
bezposrednio tego efektu, lecz jedynie tendencjg, co moze by¢ zwigzane z roznorodnoscia
morfologiczng fibroblastow w poréwnaniu z pozostalymi badanymi komoérkami.
W przypadku komorek linii Ishikawa nie zaobserwowano istotnych zmian w tempie
podziatow  komorkowych po  koinkubacji z badanymi szczepami  bakterii.
Natomiast w komorkach linii HEC-1A stwierdzono zmniejszong zdolno$¢ do tworzenia
kolonii zar6wno po kohodowli z L. jensenii, jak 1 G. vaginalis (** p<0,01).
Wyniki przedstawiono na Rycinie 10 A, B 1 C dla komoérek liniit HUF oraz 11 A1 B
dla komorek Ishikawa 1 HEC1A.
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Rycina 10. Wyniki testu klonogennego dla komorek linii HUF po koinkubacji
z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5MOI G. vaginalis przez 24 godziny. A - obraz kolonii
utworzonych przez komorki ludzkie po ekspozycji na badane szczepy bakterii; B - analiza
zmian aktywnosci koloniotwoérczej komorek po koinkubacji z badanymi szczepami bakterti,
przeprowadzona na podstawie obliczen frakcji przezywajacej. C — ocena zmian liczebnos$ci

utworzonych kolonii po ich rozpuszczeniu w 33% kwasie octowym. *** p<0,001.
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Rycina 11. Wyniki testu klonogennego dla komoérek Ishikawa 1 HEC-1A,
po koinkubacji z 0.5MOI L. jensenii oraz 0.5MOI G. vaginalis przez 24 godziny. A - obraz
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kolonii utworzonych przez komorki ludzkie po ekspozycji na badane szczepy bakterii;
B - analiza zmian aktywnosci koloniotworczej ludzkich komorek po koinkubacji z badanymi
szczepami Dbakterii, przeprowadzona na podstawie obliczen frakcji przezywajace;.

*p<0,01.

IV.3.5.2. Ocena zmian tempa podzialu komorek endometrium za pomocg testu BrdU
Test z wykorzystaniem BrdU (bromodeoksyurydyny) stuzy do wykrywania komoérek
aktywnie proliferujacych. Po 24-godzinnej ekspozycji linii HEC-1A na 0,5 MOI
G. vaginalis, zaobserwowano istotne (* p<0.05) zwigkszenie aktywnos$ci proliferacyjnej
komoérek ludzkich. Z kolei w przypadku komorek nienowotworowych linii HUF
oraz nowotworowych linii Ishikawa nie zaobserwowano znaczacych zmian proliferacji.
Wyniki te sugeruja, ze efekt stymulujacy proliferacj¢ moze by¢ specyficzny dla okre§lonych

typow komorek nowotworowych.

Zasada testu polega na inkorporacji BrdU, ktory jest syntetycznym analogiem
tyminy, do DNA podczas jego syntezy w fazie S cyklu komdrkowego. Po inkorporacji BrdU,
DNA jest denaturowany, co umozliwia specyficznym przeciwciatlom wigzanie si¢ z BrdU.
Nastepnie, detekcja za pomoca reakcji immunoenzymatycznej, pozwala na iloSciowe
okreslenie poziomu proliferacji komorek. Co ciekawe, efekty przeprowadzonego testu
zuzyciem BrdU s3 odmienne od wynikéw dotyczacych oznaczenia zmian tempa podziatow
komoérkowych za pomocg testu klonogennego, przedstawionego w punkcie V.5.1. Wyniki

przedstawiono na Rycinie 12.
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Rycina 12. Ocena zmian aktywno$ci proliferacyjnej komorek linii HUF (A),

Ishikawa (B) oraz HEC-1A (C), po koinkubacji z 0.5MOI L. jensenii 1 0.5MOI G. vaginalis

przez 24 godziny. Analiz¢ przeprowadzono z uzyciem testu komercyjnego BrdU Cell

Proliferation Assay Kit (Abcam, ab287841). * p<0,05.
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IV.3.6 Ocena profilu odpowiedzi immunologicznej linii komérek endometrium po
koinkubacji z G. vaginalis lub L. jensenii za pomocq multitestu Bio-Plex (Bio-Rad)
Wyniki eksperymentu pokazuja zroznicowane zmiany w poziomach cytokin w trzech
liniach komoérkowych endometrium po koinkubacji z G. vaginalis lub L. jensenii. W linii
komorkowej Ishikawa, po koinkubacji z G. vaginalis, zaobserwowano istotne obnizenie
poziomu IL-2 (* = p<0.05) oraz wzrost ekspresji IL-6 (** = p<0.01) i IL-8 (* = p<0.05),
co wskazuje na silng realkcje prozapalna, ktdora moze sprzyja¢ progresji nowotworu.
Natomiast koinkubacja tej samej linii komoérkowej z L. jensenii spowodowata istotny wzrost

poziomu TNF-a (* = p<0.05), co sugeruje dziatanie immunomodulacyjne tego szczepu.

W linii komoérkowej HEC-1A koinkubacja z L. jensenii doprowadzita do istotnego
obnizenia poziomu IL-6 (*** = p<0.001) i IL-8 (** = p<0.01) oraz wykazata tendencj¢
do obnizenia IL-2, przy jednoczesnym wzroscie VEGF. Moze to sugerowa¢ zmniejszenie
stanu zapalnego w tych komorkach, jednak z jednoczesnym potencjalnym wsparciem

procesoOw angiogenezy.

W przypadku linii nienowotworowej HUF koinkubacja z G. vaginalis wykazata
tendencj¢ do wzrostu poziomu IL-2 i VEGF, co moze $wiadczy¢ o umiarkowanej reakcji
zapalnej 1 aktywacji procesOw naprawczych. Z kolei koinkuacja tych komoérek z L. jensenii
spowodowata tendencj¢ do wzrostu poziomu IL-6 oraz IL-8, co moze sugerowac tagodng

reakcj¢ prozapalna.

Porownanie wynikow wskazuje, ze odpowiedZz komodrek endometrium na bakterie
patogenne G. vaginalis rozni si¢ istotnie od odpowiedzi na bakterie fizjologiczne L. jensenii,
co moze mie¢ kluczowe znaczenie w kontekScie zrozumienia mechanizmoéw regulacji
odpowiedzi immunologicznej w S$rodowisku endometrium. Zestawienie wynikow

przedstawiono na Rycinie 13.
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Rycina 13. Zmiany poziomu wybranych cytokin prozapalnych komorek linii HUF
(A), Ishikawa (B) oraz HEC-1A (C) po kohodowli z 0.5 MOI L. jensenii oraz 0.5 MOI

G. vaginalis przez 24 godziny. Wizualizacj¢ zmian przedstawiono za pomocg tzw. heatmap.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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V. Dyskusja

Endometrium jest dynamicznie rozwijajaca si¢ czeS$cig ukladu rozrodczego,
podlegajaca procesom proliferacji 1 rdéznicowania podczas cyklu miesigczkowego,
w odpowiedzi na zmiany poziomu steroidowych hormondéw ptciowych, takich jak estrogen
1 progesteron (Boutriq i in., 2021). Przeprowadzone badania dotyczace mikrobioty uktadu
rozrodczego kobiet konsekwentnie wskazuja na dominacje¢ bakterii z rodzaju Lactobacillus.
Na przyktad badania Mitchella 1 in. (2015) wykazaty, ze u 95% kobiet poddanych
histeroktomii z powodow nienowotworowych w wymazach goérnych dréog rodnych
dominowaty Lactobacillus iners, Prevotella spp. oraz L. crispatus. Podobne obserwacje
byty dokonywane w badaniach Moreno i in. (2016), gdzie mikrobiota probek ptynu
endometrialnego od 13 kobiet w wieku rozrodczym byta zdominowana przez Lactobacillus,
z dodatkowa obecno$cig takich bakterii, jak Bifidobacterium, Gardnerella, Prevotella
1 Streptococcus. Z kolei Tao i wspotpracownicy (2017) stwierdzili obecnos¢ Lactobacillus
u wszystkich 70 badanych pacjentek, analizujac probki ptyn z cewnikéw transferowych,

a u potowy z nich Lactobacillus stanowil ponad 90% mikrobioty.

Kolejne badania, przeprowadzone przez Kyono i in. (2018) oraz Carosso i in. (2020),
réwniez potwierdzity dominacj¢ Lactobacillus w plynie endometrialnym. Jednak inne
badania, takie jak te prowadzone przez Li i in. (2018) oraz Winters i in. (2019), wykazatly
nizsza obfito$¢ Lactobacillus, w mikrobiocie endometrium, co moze wynika¢ z réznych
metod pobierania probek. Roznice te moga wpltywa¢ na wyniki, podkreslajac ich
zréznicowanie w zaleznosci od metodyki badawczej. Na sktad mikrobiomu endometrium
wplywaja takze zmiany hormonalne. Wykazano, Zze egzogenne progestyny zmniejszaja
réznorodno$¢ filotypdw Lactobacillus spp., co potwierdzaja badania dotyczace zmian
mikrobioty po kontrolowanej stymulacji jajnikow 1 podawaniu progesteronu. W efekcie
zwigksza si¢ roznorodnos¢ mikrobioty zard6wno w pochwie, jak 1 w endometrium,
przy jednoczesnym spadku liczebnos$ci Lactobacillus, a wzro$cie liczby bakterii takich

rodzajow, jak Atopobium i Prevotella (Carosso 1 in., 2020; Pelzer 1 in., 2018).

Mikrobiom endometrium podlega dynamicznym zmianom w trakcie cyklu
menstruacyjnego, co skutkuje niestabilnoscig i regularna wymiang gatunkow bakterii
zardbwno w pochwie, jak i w endometrium. W fazie proliferacyjnej obserwuje si¢ wzrost
liczebnos$ci Prevotella spp., natomiast w fazie wydzielniczej dominujg bakterie z rodzaju

Sneathia spp. (Gajer 1 in., 2012; Pelzer 1 in., 2018). Zmiany dotycza takze innych bakterii,
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takich jak Propionibacterium, Pseudomonas 1 Sphingobium, ktorych liczebno$¢ rézni si¢
w poszczegolnych fazach cyklu. Wzrost ich populacji w fazie proliferacyjnej moze by¢
zwigzany z intensywnymi procesami metabolicznymi, w tym ze zwigkszong syntezg
peptydoglikanu 1 aminoacylo-tRNA (Chen 1 in., 2017). Autorzy podkreslaja jednak,
ze te czynniki sg tylko jedynymi z elementow sktadajacych si¢ na ztozong regulacj¢ wzrostu
bakterii, a peten mechanizm tego zjawiska wymaga dalszych badan. Z kolei liczebno$¢
bakterii z rodzaju Lactobacillus jest niska po menstruacji, ale stopniowo wzrasta podczas
rozwoju pecherzykow, osiggajac najwyzszy poziom w fazie lutealnej (Kadogami i in., 2020).
Co ciekawe, zmienia si¢ takze liczebno$¢ wirusow i archeondw w réznych fazach cyklu

menstruacyjnego (Sola-Leyva i in., 2021).

Zwigkszona czesto$¢ wystepowania nowotworu endometrium, zaréwno w Stanach
Zjednoczonych, jak i w Europie, jest powigzana z wysokim wskaznikiem otyto$ci oraz
innymi czynnikami ryzyka, takimi jak starszy wiek, wczesne pojawienie si¢ pierwszej
miesigczki, p6zna menopauza, brak cigz oraz stosowanie terapii hormonalnej w czasie
menopauzy (Clarke i in., 2018). Bokhman jako pierwszy w 1983 roku zaproponowat podziat
raka endometrium na dwa gléwne typy histologiczne: typ I i typ I Typ I,
rak endometrioidalny, rozwija si¢ w konteks$cie rozrostu endometrium, z ekspresja
receptoroOw estrogenowych 1 progesteronowych, co jest zwigzane z zaburzeniami
hormonalnymi. Najczgstsze mutacje w typie I obejmuja geny pten, pik3ca oraz kras,
a takze mutacje dezaktywujace msh6, ktore zwigzane sg z niestabilno$cig mikrosatelitarng
(Boutriq 1 in., 2021). Z kolei typ II, rak nieendometroidalny, jest rzadziej wystepujaca, ale
bardziej agresywng formg nowotworu, rozwijajacg si¢ w zanikowym endometrium.
Charakteryzuje si¢ niskim stopniem zrdZznicowania oraz czgstymi przerzutami.
W typie II raka dominuja mutacje w genie supresorowym 53, a takze nadaktywno$¢
receptora kinazy tyrozynowej HER2 (Bansal 1 in., 2009; Boutriq 1 in., 2021; Van Nyen i in.,
2018).

Pomimo tego klasycznego podzialu, coraz czgsciej zauwaza si¢, ze podziat raka
endometrium na typ I 1 II traci na znaczeniu z uwagi na podobienstwa w klinicznym obrazie
tych dwoch typow. Przyktadowo, otytos¢ i1 cukrzyca, ktore sa czynnikami ryzyka
zwigzanymi z nadmierng ekspozycja na estrogeny, wystepuja zaréwno u kobiet z NE typu I,
jak 1 u tych z typem II, niezaleznym od estrogenoéw. Z tego wzgledu wprowadzono
molekularng klasyfikacje raka endometrium w oparciu o dane The Cancer Genome Atlas

(TCGA), dzielac nowotwory na cztery podtypy: podtyp ultrazmutowany z mutacjg
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polimerazy epsilon (POLE), podtyp zwigzany z niestabilno$cig mikrosatelitarng (MSI),
podtyp niskokopijny (CNL) oraz podtyp wysokokopijny (CNH). Kazdy z tych podtypow
charakteryzuje si¢ odmiennymi rokowaniami (American Cancer Society.; Burkett i in.,

2023)

Zarowno 1 jak i II typ NE wiaze si¢ ze zwigkszong aktywnos$cia enzymu COX-2,
co zwrocito uwage naukowcow jako potencjalne narzgdzie terapeutyczne i prewencyjne
nowotworu. Doniesienia wskazuja, ze nadekspresja cox-2 w mikrosrodowisku guza sprzyja
angiogenezie 1 posrednio ma wptyw na regulacj¢ komorek supresorowych pochodzenia
szpikowego 1 aktywnos$¢ limfocytow, co prowadzi do unikania odpowiedzi odpornosciowe;j
(Soni i in., 2024). Zauwazono dzialanie NLPZ jako Ilekéw o dzialaniu
przeciwnowotworowym 1 przeciwdrobnoustrojowym. Ten drugi aspekt w kontekscie
mikrobioty endometrium wydaje si¢ by¢ korzystnym ze wzgledu na mozliwos¢
podtrzymywania prawidtowej flory bakteryjnej narzadu, a prewencji rozrostu bakterii
oportunistycznych, majacych potencjalny wplyw na rozwoéj choroby nowotworowe;j
(Kuzmycz i Staczek, 2020b). NLPZ, takie jak kwas acetylosalicylowy (aspiryna), diklofenak
1 ibuprofen, wskazuja aktywnos$¢ obnizajaca tworzenie biofilmu przez szczepy kliniczne
Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli. Wykazano, ze aspiryna zakloca prawidlowe
dzialanie mechanizmu quorum sensing, co uniemozliwia prawidtowe uformowanie biofilmu
poprzez Pseudomonas aeruginosa (Dumitrascu 1 in., 2023; Paes Leme & da Silva, 2021).
Niektore badania wskazuja, ze NLPZ moga zwigksza¢ skuteczno$¢ niektérych
antybiotykow. NLPZ znaczaco obnizaly minimalne st¢zenie hamujace antybiotykdéw wobec
roznych szczepow bakteryjnych, co sugeruje efekt synergistyczny mogacy poprawi¢ wyniki
leczenia infekcji (Bhattacharya i in., 2017). Brak jest wystarczajacych danych dotyczacych
efektow NLPZ wobec bakterii wystepujacych w obregbie narzadu rodnego kobiet. Wiadomo,
ze ibuprofen wykazat zdolnos¢ do zaktocania adhezji G. vaginalis do komorek nablonka
pochwy. Mechanizm ten ma istotne znaczenie, poniewaz stanowi kluczowy etap
w patogenezie waginozy bakteryjnej. Odnotowano, ze ibuprofen w postaci
izobutanoloamoniowej, moze zwigksza¢ skutecznos$¢ terapii przeciwgrzybiczych wobec
Candida albicans, co moze odgrywac istotng rolg¢ w leczeniu koinfekcji, czesto wystepujace]

w przypadku waginozy bakteryjnej (Milani 1 lacobelli, 2012).

Pomimo pozytywnych wynikéw niektorych badan nad zastosowaniem NLPZ
w prewencji 1 leczeniu raka endometrium, dlugoterminowe stosowanie tych lekow wiaze si¢

z powaznymi efektami ubocznymi, szczegdlnie w kontekscie uszkodzen przewodu
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pokarmowego (Brasky 1 in., 2017; Danforth 1 in., 2009). Dlatego poszukiwane
sa modyfikacje strukturalne NLPZ, ktére zachowuja ich aktywno$¢ terapeutyczng,
jednoczes$nie minimalizujac dzialanie niepozadane (Bindu i in., 2020). Badania nad nowymi
pochodnymi NLPZ, szczegdlnie tymi, ktore s3 skompleksowane z metalami,
takimi jak miedz czy cynk, wskazujg na ich potencjat w zmniejszeniu efektywnej dawki
leku, co moze przyczyni¢ si¢ do poprawy profilaktyki i leczenia nowotworow (Kuzmycz i
in., 2022; Santos i in., 2022). Wstepne analizy renowych pochodnych aspiryny (375)
1 indometacyny (377) wykazaly obiecujgce efekty cytotoksyczne wobec komodrek raka
endometrium, takich jak Ishikawa i HEC-1A. Te pochodne okazaty si¢ bardziej aktywne
w niszczeniu komorek nowotworowych, w poréwnaniu do oryginalnych NLPZ, co sugeruje
ich potencjal jako bardziej skutecznych $rodkéw w terapii nowotworowe;.
Ponadto, badania wskazuja, ze renowe pochodne NLPZ wykazuja wyzsza skuteczno$¢ w
indukcji produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) w komorkach rakowych, co jest uznawane
za mechanizm przyczyniajacy si¢ do ich cytotoksycznosci. W szczegdlnosci, pochodne
te wykazuja zwickszong produkcj¢ RFT w mitochondriach i cytozolu, co prowadzi do
zaklocenia homeostazy komoérkowej, uszkodzenia komorek 1 inicjacji apoptozy.
Ponadto, zmniejszona dawka efektywna pochodnych renowych w poréwnaniu do
oryginalnych NLPZ wskazuje na wyzsza bioaktywno$¢ tych modyfikacji, co moze mie¢
istotne znaczenie w leczeniu nowotworow endometrium (Kuzmycz i in., 2022). Cho¢ wyniki
tych badan sa obiecujace, konieczne jest dalsze zglgbianie mechanizméw molekularnych
1 klinicznych, ktéore moga umozliwi¢ skuteczne zastosowanie tych lekow w prewencji

1 leczeniu raka trzonu macicy.

Coraz wigcej badan wskazuje, ze mikroorganizmy odgrywaja istotng role
w modulacji mikros§rodowiska guza. Ich obecno$¢ moze wpltywac na zdolno§¢ komorek
nowotworowych do unikania odpowiedzi immunologicznej, odpornos¢ na apoptoze
oraz procesy inwazji 1 przerzutowania (Garrett, 2015). Badania porownawcze mikrobiomu
réznych typoéw nowotwordw wykazaly, ze kazdy z nich charakteryzuje si¢ unikalnym
sktadem drobnoustrojow. Przyktadowo, w raku phluc zaobserwowano zwigzek miedzy
sktadem mikrobiomu a statusem palenia, co sugeruj, ze palenie moze wplywac
na specyficzne zmiany mikroflory w tym typie nowotworu. Z kolei w raku piersi
stwierdzono korelacj¢ miedzy aktywno$ciag receptoréw estrogenowych a profilem
mikrobiomu (Lennard i in., 2016; Nejman i in., 2020). Te obserwacje sugeruja, ze istnieje

potencjalna wspotzaleznos¢ miedzy mikrobiomem a rozwojem i progresjag nowotworow.
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Mechanizmy tej interakcji wymagaja jednak dalszych badan, aby lepiej zrozumied,
w jaki sposob mikroorganizmy moga wplywac¢ na rozne etapy powstawania i rozwoju

nowotworow, takie jak inicjacja, wzrost guza oraz tworzenie przerzutow.

Wptyw mikrobioty na karcynogeneze w obrebie endometrium nie jest jeszcze w pelni
wyjasniony, jednak najnowsze badania Lu i wspdtpracownikow (2021) wykazuja,
ze obecnos¢ specyficznych bakterii w jamie macicy jest zwigzana z poziomem prozapalnych
cytokin, takich jak IL-6, IL-8 1 IL-17, ktore moduluja lokalne srodowisko 1 wspierajg rozwoj
nowotworow (Lu i in., 2021). Podobne mechanizmy zaobserwowano w raku jelita grubego,
gdzie obecno$¢ Fusobacterium  nucleatum  aktywowala szlak sygnalizacyjny
Wnt/B-katenina, odgrywajacy istotng role w proliferacji komoérek (Kiewisz i in., 2015;
Rubinstein 1 in., 2019). Podczas gdy dwa z powigzanych badan zidentyfikowaty zmiany
w sktadzie mikrobioty u kobiet z nowotworem endometrium w kierunku Porphyromonas
somerae 1 Atopobium vaginae (Walsh 1 in., 2019; Walther-Antonio i in., 2016), nowsze
badania Gressela i wspotpracownikow (2021) wykazaty znaczne zmniejszenie liczebnosci
bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz wzrost obecno$ci Pseudomonas u pacjentek
z surowiczym rakiem endometrium w poréwnaniu z grupa kontrolng. Wyniki te wskazuja,
ze zmiany mikrobiologiczne moga odgrywaé¢ wazng rolg w progresji tego nowotworu.
Badania te sg spdjne z wczesniejszymi doniesieniami na temat roli mikrobioty w réznych
nowotworach uktadu rozrodczego, wskazujac na potencjalng wspoizaleznos¢ migdzy
zmienionym mikrosrodowiskiem bakteryjnym a procesami nowotworowymi (Gressel i in.,
2021). Najnowsze badania Leoni 1 innych (2024) wskazujg na zwigkszong czestotliwos¢
wystepowania bakterii z rodzajow Escherichia-Shigella oraz Hydrogenophaga u pacjentek
z nowotworem endometrium. Te mikroorganizmy, ktore sa zazwyczaj kojarzone
z infekcjami przewodu pokarmowego i §rodowiskami beztlenowymi, moga peti¢ role
w modulacji odpowiedzi immunologicznej lub wspiera¢ procesy nowotworowe poprzez
indukcje stanow zapalnych w endometrium. Badania te sugeruja, ze zmiany w mikrobiocie
endometrium mogg by¢ zaréwno skutkiem, jak i przyczyna rozwoju nowotwordw, co czyni
mikrobiote potencjalnym biomarkerem choréb nowotworowych (Leoni i in., 2024).
Z kolei badania Li 1 wspotautorow (2021) dostarczyty dowodow na zwigzek obcigzenia
nowotworowego z obecnoscig specyficznej mikrobioty endometrium, charakteryzujacej si¢
zwigkszong liczebnoscig bakterii z rodzajow Pelomonas 1 Prevotella u pacjentek z rakiem
endometrium. Prevotella okazala si¢ by¢ dodatnio skorelowana z podwyzszonym poziomem

D-dimerow (DD) 1 produktéw degradacji fibryny (FDP) w surowicy pacjentek,
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co moze sugerowac, ze te bakterie wspierajg procesy koagulacyjne i prozapalne, sprzyjajace
rozwojowi nowotworow. Dalsze analizy transkryptomu endometrium wykazaty,
ze Prevotella wptywa na ekspresje genow zwigzanych z degradacja fibryny, co wskazuje na
mechanizm molekularny, za pomocg ktérego dysbiotyczna mikrobiota moze wspierac

rozwo6j nowotworow poprzez modulacj¢ procesOw zapalnych i hemostatycznych (Li 1 in.,

2021).

Jednym z gléwnych kierunkow przyszitych badan jest wykorzystanie wiedzy na temat
mikrobiomu pochwy i kanatu szyjki macicy u kobiet obcigzonych nowotworem
endometrium jako narzedzia diagnostycznego. Na przyklad, badania Barczynskiego
1 wspotpracownikoéw (2023) wykazaly istotng dominacje bakterii takich jak Mobiluncus
curtisii oraz Fusobacterium nucleatum w pochwie 1 kanale szyjki macicy u kobiet
z nowotworem endometrium. Z kolei u kobiet zdrowych dominowaly bakterie z rodzaju
Lactobacillus, w tym L. crispatus, L. iners, L. gasseri oraz G. vaginalis (Barczynski 1 in.,
2023). Wyniki te sugeruja, ze zmiany w mikrobiocie pochwy moga by¢ wczesnym
wskaznikiem rozwoju nowotworéw endometrium, co ma ogromny potencjal w diagnostyce
oraz monitorowaniu pacjentek. Wyniki przeprowadzonych przez nas badan oparto
na analizie mikrobioty wymazéw pobranych z dystalnej czeéci kanatu szyjki macicy od
29 pacjentek z NE lub MM. Zauwazono, ze wymazy od pacjentek z NE charakteryzowatly
si¢ znacznym wzbogaceniem w patogenne taksony, takie jak Anaerococcus, Prevotella,
Gardnerella czy Peptoniphilus, podczas gdy w wymazach pacjentek z MM mikrobiota
byla bardziej jednorodna, =z dominacja bakterii z rodzaju Lactobacillus.
Ponadto, Anaerococcus w badaniach statystycznych wystepowat jako takson roéznicujacy
NE od MM, a zatem potencjalnie moze kandydowac na marker mikrobiologiczny rozwoju
choroby. Dodatkowo przeprowadzono badania in vitro, majace na celu ocen¢ adhezji
szczepu Anaerococcus vaginalis do fibroblastow tronu macicy niezmienionego
nowotworowo HUF, oraz wptywu szczepu na generowanie RFT tych komoérek ludzkich.
Jako reprezentanta mikroflory fizjologicznej uzyto L. jensenii. Zardwno patogenny,
jak 1 fizjologiczny szczep wykazaly zdolnos¢ do kolonizacji fibroblastow, jednak
A. vaginalis indukowal istotnie wyzszy poziom RFT. Moze to wskazywa¢ na istotno$¢

szczepu w nasileniu stanu zapalnego, ktory moze si¢ przyczyni¢ do rozwoju raka.

Mimo ze G. vaginalis jest gtdwnie znana jako patogen odpowiedzialny za rozwdj
waginozy bakteryjnej, coraz czgsciej jest wspominana w kontek$cie nowotwordw narzadu

rozrodczego, w tym raka endometrium. Mitchell 1 in. (2015) poréwnali mikrobiotg pochwy
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z mikrobiotg macicy 1 zaobserwowali, ze endometrium charakteryzuje si¢ obecnoscig
bakterii z rodzaju Lactobacillus, a takze Gardnerella, Prevotella, Atopobium 1 Sneathia.
W innych badaniach, Moreno i wspolpracownicy (2022) wykazali, ze obecnos¢
Lactobacillus jest negatywnie skorelowana z bakteriami takimi jak Gardnerella,
Bifidobacterium oraz Atopobium, natomiast pozytywnie zwigzana z Clostridium
1 Streptomyces. To zjawisko wspodtzaleznos$ci migdzy réoznymi gatunkami bakterii zostalo
réwniez zaobserwowane w probkach pochwowych w trakcie cyklu menstruacyjnego (Gajer
11n., 2012), co wskazuje, ze zmiany mikrobioty mogg by¢ dynamiczne i zalezne od zmian

hormonalnych, a nie tylko od stanu patologicznego.

Adhezja jest waznym czynnikiem wirulencji bakterii. Powierzchnia bakterii
jest wysoko wyspecjalizowang struktura, ktorej jednym z kluczowych zadan jest utatwianie
adhezji do komorek gospodarza. Procesy te sg regulowane przez zmiany w metabolizmie
bakterii, zjawiska qourum sensing oraz produkcje czynnikdéw wirulencji, co prowadzi
do formowania biofilméw bakteryjnych, ktére sg trudne do zwalczenia (Stones i Krachler,
2016). W kontekscie G. vaginalis, jednym z gtownych czynnikéw wirulencji jest produkcja
sialidazy oraz waginolizyny (ang. vaginolysin, VLY). Sialidaza rozklada ochronng warstwe
sluzowa nablonka, co utatwia adhezje¢ bakterii do nablonka pochwy (Ma i in., 2022),
a VLY jest toksyng tworzacg pory, co sprzyja lizie komorek docelowych, takich jak komorki
nabtonka pochwy (Gelber i in., 2008).

Badania przeprowadzone przez Pattersona i wspotpracownikéw (2010) potwierdzajg
silng adhezje¢ G. vaginalis do komorek nablonka pochwy ME-180, a takze wykazaty
tendencj¢ tych bakterii do tworzenia skupisk na powierzchni komoérek pochwy.
Te obserwacje zostaly potwierdzone przez Machado i1 wspdlpracownikow (2013),
ktorzy stwierdzili, ze r6zne szczepy Lactobacillus moga hamowac¢ adhezje G. vaginalis.
Przyktadowo, L. crispatus wykazuwatl dziatanie hamujace, podczas gdy L. iners zwigkszal
adhezje patogenu. Wyniki tych badan potwierdzaja, ze balans w skladzie mikrobioty
ma znaczacy wpltyw na zdolnosci adhezyjne patogendéw oraz ich rol¢ w infekcjach i stanach
patologicznych. Przedstawione wyniki naszych badan nad oceng adhezji G. vaginalis
oraz L. jensenii do komorek nowotworowych endometrium, takich jak linie Ishikawa
1 HEC-1A, dostarczyty nowych dowoddéw na silng zdolno$¢ patogenéw do adhezji.
W przypadku linii komérkowych Ishikawa, adhezja G. vaginalis wynosita 55%, natomiast
w linii HEC-1A — 42,33%, co wskazuje na wysoka podatno$¢ komoérek nowotworowych

na kolonizacj¢ przez ten patogen. Wyniki te sugeruja, ze komodrki nowotworowe sg bardziej

53



poddatne na infekcje bakteryjne, co moze mie¢ zwigzek z ich zmieniong fizjologia oraz
strukturg. Adhezja L. jensenii byta mniejsza w porownaniu z G. vaginalis w linii Ishikawa
(34%), ale w linii HEC-1A wynosita 65%, co moze sugerowac, ze adhezja badanych bakterii
rozni si¢ w zaleznos$ci od typow komorek. Kolejne badania Castro i wspotpracownikow
(2015) rowniez wskazuja na wysoki stopien adhezji klinicznych izolatow G. vaginalis
do komorek linii HeLa oraz na ich zdolno$¢ do wypierania L. crispatus ze $§rodowiska
komorek HeLa. Wyniki te sugeruja, ze G. vaginalis ma zdolno$¢ do eliminacji ochronnych

bakterii z rodzaju Lactobacillus, co moze sprzyja¢ rozwojowi infekcji i nowotworow.

Reaktywne formy tlenu (RFT) pelnigca kluczowe funkcje w odpowiedzi
immunologicznej, w tym dzialanie przeciwdrobnoustrojowe 1 regulacje szlakow
sygnalizacyjnych poprzez mechanizmy redoks. RFT sg rowniez zaangazowane w aktywacje
inflamasomu i procesy fagocytozy, jak wykazano w badaniach nad patogenami takimi jak
Listeria moncytogenes, gdzie Nox2 (NADPH oksydaza 2, ang. NADPH oxidase 2) generuje
RFT, ktore posredniczg w aktywacji LC3-zaleznej fagocytozy (LAP), wzmacniajgc dziatanie
antybakteryjne makrofagow (Herb 1 in., 2020; Herb i Schramm, 2021). Cho¢ istnieje
niewiele danych dotyczacych wplywu G. vaginalis na produkcj¢ RFT w komorkach
gospodarza, badania przedstawione w niniejszej pracy dostarczaja nowych informacji na ten
temat. Wyniki koinkubacji komorek linii HUF oraz Ishikawa z patogennym szczepem
G. vaginalis wykazaty istotny wzrost poziomu produkowanych przez nie RFT (p<0,001).
Wynik ten potwierdza potencjat tego patogenu do promowania odpowiedzi oksydacyjnej
w specyficznych liniach komoérkowych. Jest to zgodne =z badaniami Xiang
1 wspotpracownikow (2021), ktorzy stwierdzili, ze G. vaginalis indukuje produkcje RFT
w monocytach linii THP-1, co prowadzi do aktywacji inflamasomu NLRP3 (receptor
rodziny NOD-podobnej, zawierajacej domene pyrynowa 3, ang. NOD-like receptor family,
pyrin domain containing 3) 1 pyroptozy. Interesujace, ze w przypadku komorek linii
HEC-1A, G. vaginalis nie wywotala istotnych zmian w poziomie RFT. Moze to sugerowac,
ze roznice metaboliczne lub specyficzna charakterystyka tych komorek sprawiaja, ze ich
odpowiedz na stres oksydacyjny rdzni si¢ od reakcji komoérek HUF i Ishikawa, co wymaga
dalszych badan, aby doktadniej zrozumie¢ te mechanizmy. Co wigcej, nie zaobserwowano
znaczacych zmian poziomu RFT po koinkubacji komorek z fizjologicznym szczepem
L. jenseni. Jest to zgodne z wiedzg na temat ochronnej roli bakterii z rodzaju Lactobacillus
w mikrobiomie pochwy, ktére nie wywoluja nadmiernej odpowiedzi oksydacyjnej (Rocha-

Ramirez 1 in., 2021; Wells, 2011). Ciekawym aspektem jest jednak tendencja do obnizenia
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poziomu RFT w komorkach linit HEC-1A po koinkubacji z L. jensenii, co moze sugerowac
dziatanie antyoksydacyjne tego szczepu. Wyniki te moga wskazywaé na potencjalng role
L. jensenii w tagodzeniu stresu oksydacyjnego w okreslonych komorkach, co rowniez

zashuguje na dalsze badania.

Apoptoza moze by¢ generowana w komoérkach ludzkich poprzez bezposrednie
dziatanie G. vaginalis. Nadmierny rozrost szczepu patogennego moze prowadzi¢ do
aktywacji kaspazy-1 w makrofagach oraz komoérkach THP-1 (Xiang 1 in., 2021).
Dodatkowo, obecnos¢ G. vaginalis moze aktywowac kaspaze-3 w komodrkach nablonka
pochwy, co moze prowadzi¢ do przepuszczalnos$ci zewngetrznej btony mitochondrialnej
i stanowi kluczowy etap na drodze apoptozy (Roselletti i in., 2020).
Wyniki przeprowadzonych 1 przedstawionych w niniejszej pracy badan wskazuja na istotny
wplyw G. vaginalis na aktywno$¢ mitochondriow w badanych liniach komorek
endometrium. W wyniku koinkubacji z G. vaginalis zaobserwowano istotny wzrost
aktywno$ci mitochondriow w komoérkach linii HUF oraz Ishikawa (p<0,001), co sugeruje
zwigkszenie aktywnos$ci metabolicznej tych komorek. Natomiast w komorkach linii
HEC-1A nie odnotowano podobnej zalezno$ci. Dodatkowo, koinkubacja z przedstawicielem
mikrobioty fizjologicznej - L. jensenii, nie miata istotnego wptywu na poziom aktywnosci
mitochondriow w zadnej z badanych linii komodrkowych. Wyniki te wskazuja,
ze G. vaginalis moze indukowac¢ specyficzne zmiany w aktywnos$ci mitochondriow, ktore

zaleza zarowno od rodzaju komorek, jak i gatunku bakterii.

Zmiany aktywnosci mitochondriow w komorkach ludzkich mozna takze wykry¢
poprzez monitorowanie potencjalu btony wewngtrznej mitochondriow. Efekt ten moze si¢
r6zni¢ w zaleznosci od gatunku bakterii, oraz postgpu infekcji (Maurice i Sadikot, 2023).
Przyktadowo, niektore szczepy Staphylococcus aureus powodowaty znaczacy spadek
potencjalu  mitochondrialnego w  mezenchymalnych komodrkach macierzystych
pochodzacych ze szpiku kostnego (ang. Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells, BMMSC).
Bakterie Pseudomonas aeruginosa wykazywaly szybki wzrost i szybko wplywatly na
funkcj¢ mitochondriow w BMMSC, natomiast Staphylococcus epidermidis wywieral istotny
wplyw na aktywnos$¢ mitochondriow dopiero po 24-godzinnej koinkubacji z komodrkami
szpiku kostnego (Pietild i in., 2012). Niektére bakterie zmieniaja metabolizm komorek
gospodarza, co wptywa na funkcj¢ mitochondriéw. Na przyktad Legionella pneumophila,
Brucella abortus 1 Mycobacterium tuberculosis promuja przejscie na glikolize, podczas gdy

Chlamydia tachomatis wzmacnia fosforylacje oksydacyjng (OXPHOS), aby zwigkszy¢
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produkcje ATP (Maurice 1 Sadikot, 2023). Pewne czasteczki bakteryjne, takie jak
3-0x0-C12-homoseryna, autoindukcyjny lakton z P aeruginosa, moga powodowac

fragmentacj¢ sieci mitochondrialnej i zmienia¢ strukture grzebieni (Borbolis i in., 2023).

Dane literaturowe wskazuja, ze obecno$¢ G. vaginalis w znaczaco wplywa na
witalno$¢ komorek ludzkich. Udowodniono, ze Gardnerella znaczaco obniza zywotnos¢
komorek Hela i wywiera cytotoksyczne dziatanie na komorki nablonka szyjki macicy
(Anton i in., 2022). Jednym z gléwnych czynnikow cytotoksycznosci G. vaginalis jest
waginolizyna, toksyna tworzaca pory w btonach komoérek gospodarza i specyficznie
oddziatujaca na ludzkie komorki nabtonkowe, prowadzac do ich $mierci. Istnieje kilka
typow tej toksyny (1A, 1B, 1C, 21 3), przy czym typ 1A wykazuje wyzsza cytotoksycznosé
w pordéwnaniu do typu 2, nawet przy podwyzszonej ekspresji CD59, biatka chronigcego
komorki przed uszkodzeniami (Shvartsman i in., 2023). Jednym z mechanizmdéw ochrony
przed cytotoksycznym dzialaniem G. vaginalis moze by¢ obecno$¢ bakterii rodzaju
Lactobacillus. Dowiedziono, ze L. crispatus moze redukowac aktywnos$¢ cytotoksyczng
G. vaginalis w warunkach in vitro (Castro 1 in., 2018). Cytotoksyczno$¢ G. vaginalis wiaze
si¢ takze z odpowiedzig immunologiczng komorek gospodarza, obejmujaca aktywacje
NF-«kB i wydzielania cytokin prozapalnych, co czgsto zalezy od receptorow TLR2
(Shvartsman 1 in., 2023b). TLR2 z kolei odgrywa kluczowg role¢ w rozpoznaniu wzorcow
molekularnych zwigzanych z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns;
PAMP), inicjujac kaskade sygnalizacyjna odpowiedzi wrodzonej oraz aktywacje odpornosci
adaptacyjnej (Oliveira-Nascimento 1 in., 2012). Zwiekszony wzrost G. vaginalis stymuluje
wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak IL-6 oraz IL-8 (Anton 1 in., 2022).
W przeciwienstwie do patogendw, Lactobacillus, a w szczegdlnosci L. crispatus i L. jensenii,
oddziatuje na receptory TLR2 1 TLR4, aktywujac szlaki NF-kB oraz wydzielanie cytokin
przeciwzapalnych, takich jak IL-10 (Anton 1 1in., 2022; Valenti 1 in., 2018).
Obecnos¢ Lactobacillus ogranicza produkcje cytokin prozapalnych i zwigksza antonsekrecje
immunoglobuliny A (sIgA), kluczowej dla zapobiegania adhezji patogenéw do nabtonka
(Rastogi i Singh, 2022).

Wyniki badan przedstawionych w niniejszej pracy, oraz dotyczacych aktywnosci
protekcyjnej warstwy lactobacilli w obecno$ci badanego patogenu wskazuja na wysoki
stopien zjadliwos$ci patogenu w stosunku do ochronnej warstwy L. jensenii. Obecno$¢
G. vaginalis miata wptyw na okoto 40% obnizenie warstwy ochronnej L. jensenii

w przypadku wszystkich badanych komorek endometrium. W szczego6lnosci odnotowano to
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w przypadku komorek linii Ishikawa, gdzie obecnos¢ G. vaginalis miata najwickszy wptyw
na ochronng warstwe lactobacilli (48%). W przypadku komorek linii HUF 1 HEC-1A
odnotowano podobne wyniki (65% 1 61,34 % odpowiednio). Te oraz poprzednio
przedstawione efekty obecnosci Gardnerella w $rodowisku komoérek endometrium mogag
mie¢ istotny wptyw na ich proliferacje. Brak jest danych literaturowych dotyczacych
bezposredniej analizy proliferacji komorek ludzkich po koinkubacji z G. vaginalis, niemniej
jednak wiadomo, ze w pordéwnaniu do L. crispatus, obecno$¢ patogenu prowadzi
do znaczacych zmian zywotno$ci komorek nabtonka pochwy oraz istotnego wzrostu cytokin
prozapalnych (Anton i in., 2022), o ktorych mowa bedzie w kolejnym akapicie.
Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych w niniejszej pracy wskazuja na istotne zmiany
w tempie podziatow komoérek nowotworowych oraz nienowotworowych endometrium
w obecnos$ci badanego drobnoustroju patogennego. Wyniki testu klonogennego,
ktorego zadaniem jest sprawdzenie zdolno$ci tworzenia kolonii przez ludzkie komorki
poddane ekspozycji na patogeny wskazuja, iz w komorkach nienowotworowych linii HUF
odnotowano zwickszong ilos¢ kolonii po koinkubacji zarowno =z L. jensenii,
jak 1 z G. vaginalis (p<0,001). Co ciekawe, obecnos¢ L. jenseni powodowala wieksza
czestos¢ wystapienia kolonii komorek linii HUF, anizeli szczep patogenny. W przypadku
komorek linii HEC-1A zdolno$¢ do tworzenia kolonii ulegla zmniejszeniu po koinkubacji
z badanymi drobnoustrojami (p<0,01), a w koloniach linii Ishikawa nie zaobserwowano
istotnych réznic. Zaskakujace, ale w przypadku testu BrdU, ktory stuzy do wykrywania
komorek aktywnie proliferujacych, istotne zmiany odnotowano tylko w przypadku komorek
linii HEC-1A, gdzie po koinkubacji z G. vaginalis zauwazono wzrost aktywnos$ci
proliferacyjnej komoérek (p<0,05). Mozna zaktada¢, ze moze by¢ to zwigzane z rdznicami
dlugoterminowego efektu ekspozycji komorek gospodarza na obecno$¢ patogena, gdyz test
BrdU wykonywano bezposrednio po 24-godzinnej inkubacji, a tworzenie kolonii

w przypadku testu klonogennego wynosito 10 dni.

Wyniki przedstawionych w niniejszej pracy badan wskazuja na rdznice
w odpowiedzi immunologicznej na obecno$¢ G. vaginalis 1 L. jensenii badanych komorek
ludzkich. W tkankach nowotworowych obecnos¢ Gardnerella moze prowadzi¢ do supresji
odpowiedzi immunologicznej poprzez mechanizm zwigkszonego wydzielania
rozpuszczalnego ligandu Fas (sFasL), nalezacego do rodziny TNF. Proporcja pomigdzy
formg membranowg FasL (mFasL) a sFasL. moze wptywac¢ na odpowiedz immunologiczna,

przy czym wyzsze poziomy sFasL potencjalnie prowadza do zmniejszonej apoptozy

57



komorek nowotworowych i1 zwigkszonej przezywalnosci komorek ztosliwych (Contreras-
Ochoaiin., 2022; Maarsingh i in., 2022). Dodatkowo, badany drobnoustrdj patogenny moze
tworzy¢ silny biofilm, ktory moze by¢ szczegodlnie problematyczny w tkankach
nowotworowych, poniewaz zmniejsza skuteczno$¢ odpowiedzi immunologicznej poprzez
zapobieganie skutecznej internalizacji przez komorki dendrytyczne (DC) i inne komorki
prezentujace antygen (APC) (Bertran i in., 2016). W przypadku linii komoérkowej HUF,
nie zauwazono istotnych zmian w produkcji cytokin po koinkubacji z G. vaginalis,
ani z L. jensenii, mimo ze zauwazono tendencj¢ do wzrostu stezenia IL-2, 1L-4, IL-10,
IFN-y, TNF-a, IL-8 oraz IL-6. Wyniki sugeruja, ze dluzszy czas koinkubacji mégltby by¢
konieczny do wskazania pelnej odpowiedzi immunologicznej. Z kolei istotne zmiany
zauwazono w przypadku komorek nowotworowych Ishikawa, gdzie obserwowano istotne
zwigkszenie aktywnos$ci IL-6 (p<0,01) oraz IL-8 (p<0,05) po koinkubacji z G. vaginalis.
Dodatkowo, koinkubacja z ww. patogenem skutkowata obnizeniem aktywno$ci IL-2
(p<0,05), co w sumie moze $wiadczy¢ o silnej odpowiedzi prozapalnej komorek,
przy jednoczesnej supresji dalszej odpowiedzi immunologicznej. Z danych literaturowych
wynika, ze IL-2 jest kluczowy dla proliferacji 1 funkcjonowania komorek T,
a jego aktywnos$c¢ jest czesto zwigzana z wystgpowaniem przewleklych stanéw zapalnych.
Wysoki poziom IL-6 moze prowadzi¢ do hamowania produkcji IL-2, tym samym posrednio
ostabiajac dziatanie komorek T. Mechanizm ten zauwazono w srodowisku nowotworu, gdzie
IL-6 promuje immunosupresj¢, co sprzyja wzrostowi guza, a jednoczes$nie hamuje skuteczna
odpowiedz przeciwnowotworowa (Ren i in., 2023; Viloti¢ i in., 2022). Co ciekawe,
zaobserwowano takze istotne zwigkszenie aktywnosci TNF-a (p<0,05) komorek linii
Ishikawa po koinkubcji z L. jensenii. Badania dotyczace L. acidophillus wskazuja, ze szczep
probiotyczny moze indukowaé apoptoz¢ w komorkach nowotworowych poprzez
zwigkszenie produkcji czynnikdw proapoptotycznych, takich jak Bax, wraz z TNF-a. Tak
wiec wzrost aktywnosci TNF-a w odpowiedzi na obecnos¢ lactobacilli potencjalnie moze
przyczynia¢ si¢ do apoptozy komoérek nowotworowych (Sankarapandian 1 in., 2022).
W przypadku liniit HEC-1A nie odnotowano istotnych zmian po koinkubacji z G. vaginalis,
ale zauwazono istotne obnizenie poziomu IL-6 (p<0,001) oraz IL-8 (p<0,01) po koinkubacji
z L. jensenii. Zjawisko to nie jest jeszcze w pelni zbadane, niemniej jednak odnotowano
podobne efekty w przypadku stosowania probiotykdw przy nowotworze jelita grubego,
gdzie stosowanie probiotykoéw powodowalo zahamowanie produkcji cytokin prozapalnych

i aktywacje cytokin przeciwzapalnych (Slizewska i in., 2020).
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VI. Podsumowanie

Wyniki przedstawionych badan dostarczajg istotnych informacji na temat skladu
mikrobiomu endometrium zmienionego nowotworowo, jego istotne zmiany w poréwnaniu
do mikrobiomu narzadu bez zmian nowotworowych, a takze potencjalne skutki obecnos$ci
wybranych patogenow w $rodowisku komoérek endometrium oraz mechanizmu, poprzez
ktory bakterie te mogg wptywac na patogeneze choroby. Dodatkowo, przedstawione badania
dotyczace wplywu nowosyntetyzowanych renowych pochodnych NLPZ wskakuja na ich
wysoka aktywno$¢ wobec badanych komorek nowotworowych endometrium, co moze takze

mie¢ potencjat terapeutyczny i prewencyjny choroby. Zatem podsumowujac:

e Renowe pochodne aspiryny oraz indometacyny dziataja cytotoksycznie wobec
komorek raka endometrium Ishikawa 1 HEC-1A. Odnotowano wyzsza aktywnos¢
cytotoksyczng tych zwigzkow wobec badanych komoérek endometrium,
w poréwnaniu do oryginalnych NLPZ, a takze ich wickszy wplyw na wzrost
poziomu RFT wytwarzanych przez badane komorki, co moze stanowi¢ potencjalny
mechanizm prowadzacy do eliminacji komoérek nowotoworowych;

e Na podstawie analizy pordwnawczej sktadu mikrobiomu wymazéw dystalnej czesci
kanatu szyjki macicy kobiet ze stwierdzonym nowotworem endometrium wzgledem
probek od kobiet bez nowotworu, odnotowuje si¢ zmiane rownowagi lactobacilli.
Wymazy pochodzace od kobiet z nowotworem endometrium cechowaty si¢ istotnym
obnizeniem liczebno$ci przedstawicieli rodzaju Lactobacillus, co potencjalnie
wskazuje na dyzbioze. Dodatkowo, w wymazach kobiet z nowotworem
endometrium odnotowano zwigkszong obecno$¢ Streptococcus, Anaerococcus,
Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus, oraz Porphyromonas, co moze wskazywac
na istotnos¢ przedstawicieli tych rodzajow w patogenezie choroby;

e Na postawie analizy sekwencji wymazow dystalnej czgsci kanatu szyjki macicy
kobiet z nowotoworem 1 bez nowotworu endometrium po raz pierwszy
zidentyfikowano takson réznicujacy — Anaerococcus. Wynik ten czyni Anaerococcus
potencjalnym markerem mikrobiologicznym nowotworu, co moze ulatwié
diagnostyke choroby. W dalszych badaniach in vitro z wykorzystaniem Anaerocoous
vaginalis, odnotowujac jego wysoki potencjal adhezyjny do komorek linii
endometrium HUF, a takze zdolno$¢ do indukowania produkcji RFT komorek

ludzkich;

59



Zaobserwowano wiekszg czgstos¢ wystepowania G. vaginalis w wymazach
dystalnej czesci szyjki macicy kobiet z nowotworem endometrium, w poréwnaniu
do kobiet bez nowotworu;

G. vaginalis oraz L. jensenii wykazuja duzy potencjat adhezyjny do komorek
nowotworowych i nienowotworowych endometrium, a obecno$¢ G. vaginalis
istotnie obniza aktywno$¢ protekcyjng L. jensenii;

Odnotowano istotny wzrost poziomu RFT komorek linii HUF oraz Ishikawa po
koinkubacji z G. vaginalis, oraz istotnie zwigkszong aktywno$¢ mitochondriow ww.
komorek ludzkich, ale nie HEC-1A. Obecno$¢ G. vaginalis wywotuje istotne zmiany
w aktywno$ci metabolicznej 1 potencjalnie aktywuje szlaki sygnalizacyjne zwigzane
z apoptozg komorek endometrium;

Zaobserwowano zmiany w tempie podzialdow komoérek endometrium po koinkubacji
zarowno z G. vaginalis, jak 1 L. jensenii. Wyniki wskazuja na istotne zmiany
w mechanizmach proliferacji komorek ludzkich endometrium zaréwno po dlugim
czasie ich ekspozycji na badane gatunki bakterii, jak 1 po 24-godzinnej inkubacji;
Obecnos¢ G. vaginalis ma istotny wplyw na wzrost uwalniania cytokin
prozapalnych, a w szczegélnosci IL-6 i1 IL-8, z jednoczesnym obnizeniem
aktywnosci IL-2, co moze by¢ takze zwigzane z immunosupresja i ostabieniem
odpowiedzi przeciwnowotworowej;

Obserwacje dotyczace L. jemsenii, wskazuja na wplyw przeciwzapalny
przedstawiciela flory fizjologicznej pochwy wobec komorek nowotworowych
endometrium 1 potencjalna aktywacja szlakow sygnatowych prowadzacych do
$mierci komorkowej, na co wskazuje istotne obnizenie aktywnosci IL-6 1 IL-8,
oraz wzrost aktywnosci TNF-a. Wyniki te mogg wskazywa¢ na potencjalng role
L. jensenii jako szczepu probiotycznego w prewencji 1 wspomagania terapii
nowotworu endometrium, a obserwacje te wymagaja glebszych badan.

Przytoczone wyniki maja wysoki potencjal do dalszych badan, zaglebiajacych
poznanie mechanizmoéw interakcji szczepdw patogennych i fizjologicznych uktadu
rozrodczego kobiet w kontekScie patogenezy, diagnostyki i prewencji choroby

nowotworowej narzadu rodnego kobiet.
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VII.

Whioski

Zmiany w sktadzie mikrobiomu endometrium u kobiet z nowotworem moga
odgrywac istotng role w patogenezie raka endometrium, co wskazuje na
potencjalny wptyw mikroflory bakteryjnej na rozwdj choroby;

Renowe pochodne NLPZ wykazujg cytotoksyczno$¢ wobec komorek raka
endometrium, co sugeruje ich potencjat terapeutyczny w leczeniu tego typu
nowotworu,

Rodzaj Anaerococcus moze potencjalnie stanowi¢ marker mikrobiologiczny
nowotworu endometrium, a takze stanowi¢ czynnik przyczyniajacy si¢ do
rozwoju choroby;

Obecno$¢ G. vaginalis ma wptyw na zmiany metaboliczne i immunologiczne
komodrek endometrium niezmienionych i zmienionych nowotworowo,
podczas gdy L. jemsenii wykazuje potencjalne dziatanie tagodzace stan

zapalny komorek nowotworowych endometrium.
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VIIl. Streszczenie

Nowotwor trzonu macicy jest jednym z najczescie] wystepujacych nowotworow
zenskich narzadow rodnych na $wiecie, a zglgbienie wiedzy na temat przyczyn choroby
stanowi powazne wyzwanie dla wspolczesnej medycyny. Wedlug danych Swiatowego
Funduszu Badan nad Rakiem, w 2020 odnotowano okoto 417,000 nowych przypadkow tego
typu nowotworu, a w Polsce liczba zachorowan wynosita 9,869 przypadkow, co czyni nasz
kraj jednym z liderow europejskich statystyk. Rak endometrium dzieli si¢ na dwa gtowne
typy — estrogenozalezny typ I, ktéry dominujagcy w grupie kobiet w wieku
okotomenopauzalnym lub z anowulacja i czgsto zwigzany jest z mutacjami genu pten, oraz
typ 11, bardziej agresywny, zwigzany z mutacjami w genie ¢p53. Obie formy nowotworu
wykazuja nadaktywno$s¢ COX-2, enzymu kluczowego w procesach zapalnych
1 nowotworowych. Ta wlasciwo$¢ nowotworu endometrium powoduje, Ze enzym ten moze
by¢ atrakcyjnym celem pod katem postepowania terapeutycznego, ale takze w prewencji
inicjacji procesu chorobowego. W tym celu mogg by¢ wykorzystywane niesterydowe leki
przeciwzapalne (NLPZ), ktére hamuja aktywnos$¢ ww. enzymu. Ponadto, oprocz dziatania
przeciwnowotworowego, odnotowano aktywno$¢ tych zwigzkdw jako substancji
bakteriobojczych, w tym eliminujacy wzrost patogennych gatunkéw narzadu rodnego
kobiet. Tak wiec zwigzki te mogg stanowi¢ czynnik przyczyniajacy si¢ do utrzymania
prawidlowej rownowagi mikrobiomu narzadu. Niestety dlugotrwale stosowanie NLPZ
zwigzane jest z ryzykiem efektow ubocznych, zwigzanych glownie z ukladem
pokarmowym, zatem istotnym jest poszukiwanie nowych modyfikacji lekow. Modyfikacja
takg moze by¢ wprowadzenie atomu metalu do struktury chemicznej NLPZ, co moze mie¢
efekt wzmacniajacy aktywno$¢ cytotoksyczng takich zwigzkow wobec komorek
nowotworowych. W wyniku takich modyfikacji uzyskano renowe pochodne NLPZ, gdzie
renowe pochodne indometacyny i aspiryny wykazaty silng aktywno$¢ wobec komorek
nowotworowych endometrium. Wyniki niniejszej pracy wskazuja na istotnie wyzsza
aktywnos$¢ pochodnych NLPZ wobec ludzkich komorek raka endometrium w poréwnaniu
z oryginalnymi NLPZ, a takze na ich istotny wplyw na produkcje reaktywnych form tlenu
komorek nowotworowych, co moze potencjalnie stanowi¢ mechanizm posrednio inicjujacy

Smier¢ komorek raka.

W ostatnich latach coraz wigksza uwage poswigca si¢ mikrobiomowi endometrium.
Jeszcze do 2007 roku wuwazano, ze endometrium jest $rodowiskiem wolnym

od drobnoustrojow. Dane literaturowe wskazujag na obecno$¢ w mikrobiomie kobiet
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zdrowych takich typow bakterii, jak Firmicutes, Bacteroides, Proteobacteria
1 Actinobacteria, przy jednoczesnej dominacji Lactobacillus spp., co jest uznawane
za wskaznik zdrowego mikrosrodowiska. Niestety najnowsze doniesienia tylko podkreslaja,
ze precyzyjnie nie udato si¢ okresli¢ sktad mikrobiomu trzonu macicy, co jest zwigzane z
roznymi istotnymi czynnikami, np sposobem pobrania materialu, indeksem masy ciata
kobiet, iloscig porodow, fazg cyklu miesigczkowego, wybrang metoda obrobki materiatu
i sekwencjonowania, itd. Z drugiej strony, zauwazono istotne zmiany roéwnowagi
mikrobiomu endometrium w réznych stanach patologicznych, w tym w przypadku
nowotworu. Zmiany sktadu mikrobiomu mogg prowadzi¢ do dysbiozy, co moze miec
potencjalny wplyw na patogeneze raka endometrium poprzez destabilizacje genomu
komoérek gospodarza, zaburzenie integralno$ci bariery nablonkowej oraz aktywacje
receptorow toll-podobnych przez bakteryjne metabolity. W wyniku przeprowadzonych
przez nas badan dotyczacych analizy poréwnawczej wymazow dystalnej czgsci kanatlu
szyjki macicy kobiet ze stwierdzonym nowotworem endometrium oraz kobiet z grupy
kontrolnej odnotowano zwickszenie czesto$ci wystepowanie taksonow Streptococcus,
Anaerococcus, Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus, oraz Porphyromonas w przypadku
kobiet z nowotworem endometrium. Bakterie z gatunku Gardnerella vaginalis
wykorzystano do dalszych badan majacych na celu sprawdzenie potencjalnych efektow
ekspozycji komorek nowotworowych oraz nienowotworowych endometrium na
drobnoustroj patogenny. Co ciekawe, gatunek ten jest powszechnie znany ze zdolnosci do
promowania bakteryjnego zapalenia pochwy (waginozy bakteryjnej) oraz jest uznawany za
wysoce zjadliwy ze wzgledu na mozliwos¢ produkcji toksyny — waginolizyny,
ktorej produkcja jest zalezna od obecnosci cholesterolu w $rodowisku oraz enzymu
sialidazy. Wyniki wykonanych badan wskazuja na duzy poziom adhezji badanego szczepu
do komodrek nowotworowych oraz nienowotworowych endometrium oraz istotny wptyw
obecnosci tych bakterii na zwigkszenie poziomu reaktywnych form tlenu, aktywnosci
mitochondriéw oraz poziom cytokin prozapalnych IL-6 oraz IL-8. Dodatkowo pozyskane
wyniki wskazuja na mozliwg rol¢ Lactobacillus jensenii w tagodzeniu stanu zapalnego
komorek nowotworowych, co wymaga dalszych badan tych bakterii w kontekscie

wykorzystania jako potencjalnego probiotyku we wspomaganiu terapii nowotworowe;.

Podsumowujac, wyniki niniejszej pracy maja szerokie implikacje. Badania nad
mikrobiomem endometrium, a w szczegdlnosci nad patogennym wptywem G. vaginalis,

dostarczaja istotnych danych dla zrozumienia mechanizméw patogenezy raka trzonu
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macicy. Ponadto, przedstawione wyniki mogg si¢ przyczyni¢ do powstania nowych strategii

diagnostycznych i terapeutycznych tego typu nowotworu.

IX. Abstract

Endometrial cancer is one of the most common cancers of the female reproductive
organs worldwide, and understanding the cause of the disease is a major challenge for
modern medicine. According to the World Cancer Fund, in 2020 there were approximately
417, 000 new cases of this type cancer, and in Poland the incidence was 9,869 cases, making
our country one of the leaders in European statistics. Endometrial cancer can be divided into
two main types- estrogen-dependent type I, which predominated in perimenopausal
or anovulatory women and is often associated with mutations in the pten gene, and type I,
a more aggressive type associated with mutations in the tp53 gene. Both types show
overactivity of COX-2, an enzyme that plays a key role in inflammatory and neoplastic
processes. This singularity of endometrial cancer makes this enzyme an attractive
therapeutic and preventive target for the development and progression of the disease.
Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) can be used to inhibit the activity of this
enzyme. In addition to their anticancer effects, these compounds have also been reported
to have bactericidal activity, including inhibition of the growth of pathogenic species of the
female reproductive organs. These compounds may therefore be a factor in maintaining
a normal balance of the organ microbiome and normal levels of COX-2. Unfortunately,
long-term use of NSAIDs is associated with the risk of side effects, particularly in the
gastrointestinal tract, so it is important to look for new drug modifications.
Such modifications may include the introduction of a metal atom into the chemical structure
of NSAIDs, which may have the effect of increasing the cytotoxic activity of such
compounds against cancer cells. As a result of such modifications, rhenium derivatives of
NSAIDs have been synthesized, where rhenium indomethacin and rhenium aspirin showed
the potent activity against endometrial cancer cells. The results of the present study indicate
significantly higher activity of NSAIDs derivatives against human endometrial cancer cells
compared to the original NSAIDs, as well as their significant effect on reactive oxygen
species of tumor cells, which may potentially represent a mechanism of indirect induction

of cancer cell death.

In recent years, increasing attention has been paid to the endometrial microbiome,

which until 2007 was considered to be the microbial-free part of the organ.
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The literature indicates the presence of taxons, such as Firmicutes, Bacteroides,
Proteobacteria and  Actinobacteria in the microbiome of healthy women,
with a predominance of Lactobacillus spp., which considered an indicator of healthy
microenvironment. Unfortunately, resent reports only emphasize that the exact composition
of the endometrial microbiome could not be determined, which can be related with various
relevant factors (method of material collection, body mass index of woman, number
of deliveries phase of the menstrual cycle, chosen method of material processing and
sequencing, etc.) In turn, significant changes in the balance of the endometrial microbiome
have been found in various pathological conditions, including cancer. Changes in the
composition of the microbiome can lead to dysbiosis, which may have a potential impact on
the pathogenesis of endometrial cancer by the host cell genome destabilization, the epithelial
barrier integrity disruption, and activation of toll-like receptors by bacterial metabolites.
Our study of comprehensive analysis of smears from the distal part of the cervical canal
of women with endometrial cancer and control reported an increased frequency
of  Streptococcus, Anaerococcus, Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus and
Porphyromonas taxa in women with endometrial cancer. Gardnerella vaginalis was used for
further studies to test the potential effects of explosure of cancerous and nono-cancerous
endometrial cells to the pathogenic strain. Interestingly, this species is well known for its
ability to promote bacterial vaginosis and is considered highly virulent due to its ability
to produce the toxins — vaginolysin, whose production is dependent on the presence
of cholesterol in the environment, and sialidase. The results of the study indicate a high level
of adhesion of the tested strain to cancerous and non-neoplastic endometrial cells,
and a significant effect of the strain presence on increasing levels of reactive oxygen species,
mitochondrial activity and levels for the proinflammatory cytokines IL-6 and IL-8.
In addition, the obtained results suggest a possible role for Lactobacillus jensenii
in inflammation relieve of cancer cells, which calls for further studies of the strain in the

context of a potential probiotic to support cancer therapy.

In conclusion, the results of the present study have broad implications. The study
of the endometrial microbiome, and in particular the pathogenic effect of G. vaginalis,
provides important data for understanding the mechanisms of endometrial cancer
pathogenesis. In addition, the results presented may contribute to new diagnostic

and therapeutic strategies for this type of cancer.
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response and suppress anti-lumorigenic cell pathways. The purpose of this review is 1o highlight the
COK-2 enzyrme nole in endometrial cancer, the patential effect of the endormetrial microbiome on COX-2

enEyme ovenskpredion, and the prospects of MSAIDS use in tenmd of this type of cancer.

Introduction

Cyclooxygenases, COX-1 and COX-2 lsoforms partbcularly,
are extremely important for essential and accurate cellular
prostaglandin (PG) production. However, from the perspec-
tive of tumor progression, prostaglandin E2 (PGEZ), synthe-
sized in the result of COX-Z-activated arachidonic acid
transformation seems to be erucial. Production of PGE2 mniti-
ates signaling cascade, leading to the intensification of vardous
metabolle processes and apoptosls inhibiton or prevention.
Hence, the overexpression of COX-2 can play a key role not
anly in inflammatory processes but also in mishalance of cell
division, apopiosis, normal metabolism, and angiogenesis, in
turn leading to cancer formatbon.®

Endometrial cancer (EC), one of the most common types
of cancer among women, may be induced by vardous Initia-
tion factors, but the molecular base of these processes is still
poorly undersiood. Reports, incuding those on the over-
expression of COX-2 in EC, are controversial but indicate
the dependency of enzyme expression and stage of women's
lifetime {pre-menopausal or post-menopausal period of life).
The results of Jeon et al. demonstrated the overexpression of
COX-2 in the post-menopausal period, however, according
to the suthors, this phenomenon was not assockated with
malignancy of wmors™* In contrast, Lambropoulon et al
noticed a positive correlation between COX-2 expression
and cancer FIGO {International Federation of Gynecology
and Obstetrics) stage Besldes, they suggested that the
enzyme level may serve as a prognostic factor of treatment
and indicates the degree of myometrial invasion® COX-2
overexpression in endometrial cancer tissue samples was
confirmed in other studies. Ma et al® based their notes on

observations of correlated up-regulation of COX-2, glucose
transporter GLUT-1, common for EC, and metastasis factor
VEGF {vascular endothelial growth factor), which blosynth-
esis is PGE2-dependent. These studies demonsirated also the
dependency of CON-2 transeription on HIF-la (hypoxia-
inducible factor) induction, as observed in the case of
GLUT-1 and VEGF overexpression®® Moreover, Huang
et al.* presented the possible contribution of COX-2/PGE2/
HIF-1a/VEGF pathway to the process of tumor angiogenesis
in gasiric carcinoma. Im wilro studies showed that the
reduced PGEZ levels effectively suppressed HIF-la protein
accumulation, which resulted in a similar inhibitory effect on
VEGF production. This mechankm may be possible alwo in
the case of endometrial cancer.

Apopiosis blockage and neoplastic transformation can be
caused by COX-2. As it was identified, the exposure of cancer
cells on selective COX-2 inhibitors led to apoptosis induction
by anti-apoptotic Bel-2 proteln down-regulation. Vice versa,
the overexpression of COX-2 led to increased production of
Bel-2, which signifies the importance of Ba-2 and COX-2
cross-talk in pathological conditions. Moreover, COX-2 may
affect Akt signaling regulation, increasing the pathological
effect. Linked with excessive activity of kinase phosphoryla-
tion, COX-2 indirectly leads o NF-kE overexpression, which
B an essential apoptotic suppressor. As reported by St-
Germain et al. COX-2 silencing in EC cell lines (HEC-1-A,
RL 95-2, and Ishikawa) inhibits NF-xB activity and restore
apopiosis sensitivity. A growing body of evidence confirms
the impact of COX-2 on tumor progressbon. ™"

It & well known that COX-2-induced NF-sE expression
may significantly lncrease the intracellular NO production.
NF-xB regulates expression of nitrle oxide synthasze (INOS),
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by catalyzing the MO production, which serves as a signal
malecule of cellular pathways, such as angiogenesis, apoptosis,
immunological, and anti-inflammatory response. High-level
expresslon of INOS b common for increased ROS {reactive
oxygen species) environment, related to almost all types of
cancer.'” Furthermore, Li et al'® observed the significant
correlation between COX-2Z and INOS levels in endometrial
cancer. Results suggest the combined COX-2 and iINOS mod-
ulation of angiogenesis, caused by local NO overproduction.
Those interactions were investigated further, in the presence
of provoking factors. Hussain et al"* presented the example of
induced chronic inflammation (defined by COX-2 overex-
presston} in a murine model, showing the effect of increased
WO levels after Cryplosporidium parvum infection. The level
of Ki-67 protein, a marker of most cancer types, was signifi-
cantly enhanced. Poljakevic et al."™ studies revealed the cor-
relation between INOS and COX-2 levels in mouse kddney
celle. Initlal infectbon by Escherichia coli AD 110 strain was
leading W spontanecus DNA mutations. This defines the
imporfance of the inflaimmatory state induced by a cell envir-
onment in uncontrolled cancer development.

MMPs {extracellubar matrix metalloproteinases), becamse
a subject of interest in terms of thelr pathological role in
cancer cell metabolism, induding invadon and metastasiz
Studies of Byun et al'® proved the correlation between
COX-2 and MMP-2 expression in the human lung AS49
cancer cell kine. Following studies by Pan et al' indicated
the reduction of MMP-2 gene expression after the treatment
of the mentloned cells with COX-2 inhibitors. MMP-2,
belonging 1o Zn-dependent endoprotelnases, seems to play
a crucial role in metastasis development of endometrial can-
cer. The meta-analysis carried out by Liu et al"™ confirmed
other reports — overexpression degree of MMP-2 in endome-
irial cancer samples was the independent indicating factor of
disease malignamcy. [t may also help to assess the effectiveness
of treatment. Besides, an increased MMP-2 level and patho-
logical anglogenesis are assoclated with ovarian endometrio-
sks. Historical blochemical data reported a high level of PGEZ,
COX-2, and VEGF in the case of disease, suggesting the
relationship between those units. '™

Potential role of microbiome in endometrial cancer
initiation

The coexisting microbiome and its role in cancer initiation
and progression grow in inferest. Well-studied Helicobucler
pylort, which infection promotes the development of MALT
Iymphoma and gastele adenocarcinoma, has been known as
carcinogen Factor for many vears ™ About 60% of intestinal-
type gastric cancers are assoclated with H. pylori infections.
These bacteria down-regulate the host immupe responses
driving the immunity toward tolerance rather than to the
profeciive response. Moreover, during the acufe phase of
colomization H. pylor resists the oxidative stress caused by
an inflamematory response and in the chronke phase of Lnfec-
ton. Alo, it was shown that due o the oxidative stress,
damage of the DNA of epithelial cells increases during
H. pyleri infection. Colonization by these bacteria led to
genomic instability and inhibitien of the DNA mismaich

repair (MMR) system protein expression. In consequence,
the accumulation of aumercus DNA mutations of gastric
epithelial cells, activation of oncogenes andfor inactivation
of tumaor suppressor genes occurs, which promotes the devel-
opment of gastric cancer ** Chronie inflammation, caused by
Helicobacter  colonization, can  induce abnormal Wat/p-
catenin signaling pathway activation, which plays a critical
role in cell differentiafion, proliferation, growth, and
survival ** Fusobacteriiom nscleatum exlsts in the oral cavity
of healthy people, however, it may abio promote human color-
ectal adenormas and carcinomas (CRCs) tssue development.
Using the similar carcinogenic mechanizsm as H. pylor, this
species is associated with CRC risd*** It was also noted that
Wotff-catenin  signaling  down-regulated  inflammatory
response, by pro-inflammatory cytokine production, such as
IL-1j5, IL-6, IL-8, and TNF-a, as well as repression of NF-xB
activity.®® Nufiez et al ™ reported the role of Wat/B-catenin
slgnaling as an enhancer of COX-2 gene expression In gastrie
cancer. This fact indicates the possibility of the indirect role of
COX-2 in cancer progression caused by bacterial colonization.

Another bactertal species. which can stimulate cancer pro-
gression but also may support cancer therapy, s Salmoneils ssp.
Om omne hand, Salmorells enterica sesovar Typhimurium ks well
known as a cancer promoter and a possible cause of hepato-
biliary cancer in the case of chronke infection.™ On the other
hand, attenuated strains of 5 endenica ser. Typhamurium, which
are opporiunistic bacterial pathogens, have the potential as
a cancer therapy tool - inflammasome activalion caused by
those strains resulted in tumor growth supptemn.""" Thiss,
bacteria may be considered as double-edged agents in cancer
initiation and progression.

The role of endometrial and wierine microbiome i pathoply-
sinlogical processes is still unclear. The empowerment of metage-
nomics and the improvement of sequencing methods create the
opporiunity to fnd the answers to those questions. The micro-
bioare of a normal uterine tract of healthy women ls dominated by
Lactobacilles species — L. crispates, L gassert, L iers, andfor
L. jessendd. The major role of those bacteria s to support normal
pH (3.8-4.5) by lactic acid production and inhibit the growih of
pathogenie species™ Moreover, Loctobacillies prevents cervical
cancer and the development of HFV-related diseases. The desired
quantity of those species and thelr metabolites effectively inhibit
the growth of cervical cancer cells, malnly by mmunological
mechanisims involved in e regulation of cancer-related genes.
Additsomally, Lictrbacilli representatives can be used as a tool o
construct the HFVY-related protein vaccine, which can also provide
anti-cancer effects. Lactobuicilles dspliys the signal peptide of
S-layer on a cell membrane monokayver, which i easy o combine
with exngenous tanget proteins. This determines those bacteria as
the desired vector for recombinant protedn vaocine and potential
candidates as gene therapy and target theraples vector™ As
a natural barrier to defense pathological uterus species, lactobacilli
were found to inhibit the growth of pathological vaginal species
(eg. Candicht altvcarns), exhibited probiotic and anti-cancer prop-
erties, induce apoptosls and inhibit proliferation of cancer cells,
and be lovolved in cell immunological anti-inflammatory
responses.”

Bazed on 16 5 rDNA sequencing of endometrial cancer
samples, a low cell count of Lactobacillus spp. was detected,
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reiponse and suppresd anti-tumorigenic cell pathways. The purpese of this review is 1o highlight the
COX-2 enzyrme role in endometrial cancer, the patential effect af the endormetrial rmicrobiome an COX-2

enyme overexpresdion, and the prospects of NSAIDS use in terms of this type of cancer.

Introduction

Cyclooxygenases, CON-1 and CON-2 lsoforms particularly,
are extremely important for essential and accurate cellular
prostaghandin (PG) production. However, from the perspec-
tve of tumor progression, prostaglandin E2 (PGE2), synthe-
sized in the result of COX-Z-activated arachidomie acid
transformation seems to be cruclal. Production of PGE2 baltl-
ates signaling cascade, leading to the intensification of various
metabolic processes and apoptosis inhibition or prevention.
Hence, the overexpression of COX-2 can play a key role not
anly in inflammatory processes but abo in mishalance of cell
division, apopiosis, normal metabolism, and angiogenesis, in
mrn leading to cancer formatbon

Endometrial cancer (EC), one of the most common types
of cancer among women, may be induced by vanous initia-
tion factors, but the molecular base of these processes is still
poorly understood. Beports, including these on the over-
expression of COX-2 in EC, are controversial but indicate
the dependency of enzyme expression and stage of women's
lifetime (pre-menopausal or post-menopausal pertod of life).
The results of Jeon et al. demonstrated the overexpression of
COX-2 in the post-menopausal period, however, according
to the authors, this phenomenon was not associated with
malignancy of tumors® In contrast, Lambropoulou et al
noticed a positive correlation between COX-2 expression
and cancer FIGO (International Federation of Gynecology
and Obatetrlcs) stage Besides, they suggested that the
enzyme level may serve as a progoostic factor of trestment
and indicates the degree of myomeirial invasion® COX-2
overexpression in endometrial cancer [ssue samples was
confirmed in other studies. Ma et al® based thelr notes on

observations of correlated up-regulation of COX-2, glucose
transporter GLUT-1, common for EC, and metastasis factor
VEGF (vascular endothelial growth factor), which biosynth-
esis 1s PGE2-dependent. These studies demonstrated also the
dependency of COX-2 transcription on HIF-la (hypoxia-
ducible factor) nduction, as observed in the case of
GLUT-1 and VEGF overexpression®® Moreover, Huang
et al* presenied the possible contribution of COX-2/PGE2/
HIF-1a/VEGF pathway to the process of tumor angiogenesis
in gastric carcinoma. Im witro studies showed that the
reduced PGE2 levels effectively suppressed HIF-la protein
accumulation, which resulted in a similar inhibitory effect on
VEGF production. This mechanism may be possible also in
the case of endometrial cancer.

Apopiosis blockage and neoplastic transformation can be
caused by COX-2Z. As it was identified, the exposure of cancer
cells on selective COX-2 inhibitors led to apoptosis induction
by anti-apoptotic Bel-2 proteln down-regulation. Vice versa,
the overexpression of COX-2 led to increased production of
Bcl-2, which signifies the importance of Bal-2 and COX-2
cross-talk in pathological conditions. Moreover, COX-2 may
affect Akt signaling regulation, increasing the pathological
effect. Linked with excessive activity of kinase phosphoryla-
tion, COX-2 indirectly leads 1o NF-kB overexpression, which
B an essential apoptotic suppressor. As reported by St-
Germain et al. COX-2 silencing in EC cell lines (HEC-1-A,
REL 95-2, and Ishikawa) inhibits NF-xB activity and restore
apoptosis sensitivity. A growing body of evidence confirms
the impact of COX-2 on tumor progresson. ™'

It b5 well known that COX-2-induced NF-xB expression
may significantly increase the intracellular NO production.
NF-xE regulates expression of nitric oxade synthase (INO3),
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by catalyzing the NO production, which serves as a signal
malecule of cellular pathways, such a8 anglogenesis, apoplosis,
immunological, and anti-inflammatory response. High-level
expression of iINOS 5 common for increased ROS (reactive
oxygen species) environment, related to almost all types of
cancer. Furthermore, Li et al"® observed the significant
corfelation between COX-2 and IMO0S5 levels bn endometrial
cancer. Results suggest the combined COX-2 and iINOS mod-
ulation of angiogenesis, caused by local NO overproduction.
Those interactions were investigated further, in the presence
of provoking factors. Hussaln et al™ presented the example of
induced chronie inflammation (defined by COX-2 overex-
pression) in a murine model, showing the effect of increased
MO levels after Cryplosporidium parvirm infection. The level
of Ki-67 protein, a marker of most cancer types, was signifi-
cantly enhanced. Poljakovic et al" studies revealed the cor-
relation between INOS and COX-2 levels in mouse kidney
cells. Initlal infectbon by Eschierichia coli AD 110 strain was
leading o spontaneous DNA mutations. This defines the
importance of the inflammatory state induced by a cell envir-
anment in uncontrolled cancer development.

MMPs (extracellubar matrix metalloproteinases), became
a subject of interest i terms of their pathological role in
cancer cell metabolism, incuding wasion and metastasis.
Smdies of Byun et al™ peoved the correlation between
COX-2 and MMP-2 expression in the human lung AS549
cancer cell line. Following studies by Pan et al'” indicated
the reduction of MMP-2 gene expression after the treatment
of the mentioned cells with COX-2 inhibitors. MMP-2,
belonging o Zn-dependent endoprotelnases, seems to play
a crucial role in metastasis development of endometrial can-
cer. The meta-analysis carried out by Liu et al™ confirmed
other reports — overexpression degree of MMP-2 in endome-
trial cancer samples was the independent indicating factor of
disease malignancy. [t may also help to assess the effectiveness
of treatment. Besides, an increased MMP-2 level and patho-
logical angiogenesis are associated with ovartan endometrio-
sis. Historical blochemical data reported a high level of PGEZ,
COX-2, and VEGF in the case of diseaze, suggesting the
relationship between those unit.'”

Potential role of microbiome in endometrial cancer
initiation

The coexisting microblome and its role In cancer Inltlation
and progresswon grow in interest. Well-studied Helicobacter
plori, which nfection promotes the development of MALT
Iymphoma and gasiric adenocarcinoma, has been known as
carcinogen factor for many years.™ About 60% of intestinal-
type gastric cancers are assoclated with H. pylord infections.
These bacteria down-regulate the host fmmuane responses
drwing the immunity toward tolerance rather than to the
profeciive response. Moreover, during the acute phase of
colonization H. pylor resists the oxidative siress caused by
an inflammatory response and in the chronie phase of infec-
tion. Ako, it was shown that due w the oxidative stress,
darnage of the DNA of epithelial cells lncreases during
H. pylori infection. Colonization by these bacteria led to
genomic instability and inhibition of the DNA mismaich

repalr (MMR) system protein expression. [n consequence,
the accumulation of numerous DNA mutations of gastric
epithelial cells, activation of oncogenes andfor inactivation
of tumaor suppressor genes oocurs, which promotes the devel-
opment of gastric cancer.”™' Chronde inflammation, caused by
Helicobacter  colondzation, can  induce abnormal Wat/p-
catenin signaling pathway activation, which plays a critical
role in cell differentation, proliferation, growth, and
survival ™™ Fusobacteriin nucleatem exists In the oral cavity
of healthy people, however, it may also promote human color-
ectal adenomas and carcinomas (CRCs) tissue development.
Using the similar carcinogenic mechanism as H. pylori, this
species ks associated with CRC rish **** Tt was also noted that
Wot/p-catenin  signaling  down-regulated  inflamosatory
response, by pro-inflammatory cytokine production, such as
IL-1p. IL-6, IL-B, and TNF-a, as well as repression of NF-xB
actlvity. ™ Nufiez et al ™ reported the role of Wnt/-catenin
signaling as an enhancer of C0X-2 gene expression in gastric
cancer. This fact indicates the possibility of the indirect role of
COX-2 in cancer progressbon caused by bacterial colondzation.

Another bacterial species, which can stimulate cancer pro-
gression but also may support cancer therapy, s Salmoneils ssp.
O omse hand, Salmonells enferica serovar Typhimurium s well
known as a cancer promofer and a possible cause of hepaio-
billary cancer in the case of chronle infection™ On the other
hand, attenuated straing of 5 enterica ser. Typhimurium, which
are opportunistic bacterial pathogens, have the potential as
a cancer therapy tool - nfammaseme activaion caused by
those sirains resulied in tumor growih suppression™ Thus,
bacteria may be considered as double-edged agents in cancer
inttiation and progression.

The role of endometrial and uwerine microblome in pathoply-
saological processes is still unclear. The empowerment of metage-
nomics and the improvement of sequencing methods create the
opporiunity to fnd the answers to those guestions. The micro-
biome of a normal uterine tract of healihy women is dominated by
Lactobacillus species — L. erispatus, L. gassens, Lo iners, andior
L. fereserril. The major role of those bacteria & to support noremal
pH (3.8-4.5) by lactic acld production and inhibit the growth of
pathogenic species ™ Moreover, Lactobacillies prevents cervical
cancer and the development of HFV-related diseases. The desared
quantity of those species and their metabolites effectively inhibit
the growth of cervical cancer cells, mainly by mmunological
mechanisms involved in the regulation of cancer-related genes.
Additionally, Lictobacilli representatives can be used as a tool to
construct the HPV-related protein vaccise, which can also provide
anti-cancer effects. Lactotucillies displays the signal peptide of
S-layer on a cell membrane monokayer, which &5 easy to combine
with exogenous target proteins. This determines those bacteria as
the desired vector for recombinant proteln vaccine and potential
candidates as gene therapy and target theraples vector™ As
a natural barrier o defense pathological uterus species, lactobacili
were found to inhibit the growih of pathological vaginal species
(g Candica altncans), exhibifed probiotic and anti-cancer prop-
erties, induce apoptosis and inhibit proliferation of cancer cells,
and be bvolved in cell immunological anti-inflammatory
pesponses.”

Based on 16 § rDNA sequencing of endometrial cancer
sarnples, a low cell count of Loctobacillus spp. was detected,
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which also correlated with an increased vagisal pH (=450
Moreover, the results suggested that the detection of
Atopobiem vaginge and Porfrpromonis sp. (90% match o
P. samerae, a pathogen present in bone infections) in the gyne-
cologle tract |5 statistically assoctated with EC. At the same thine,
the in st hybridization method showed the presence of
Lactobacillas  spp., Gardmerella vaginalis, Enterobacter sp.,
Streplococcus agalaciioe, E. coli, and Enferococcus faecalis in
women group with uterine pathologies. In the case of CIN
(cervical intraepithelial neoplasia) L. crispatus, Lo dners
A, wvaginge, G ovagiralis, and  Fusobacterium  were
dﬂnth'uﬂng_m Moreover, differences between microbial pro-
files of healthy women group ve women with endometrial
polyps and chronic endometritis were reporied. The latter ones
were characterized by increased abundance of Lactobacilies,
Gardnerelln, Bifidobacterium, Sireplococcws, Alteromonas, and
Prevotella ™ The most commaon pathological bactertal species —
A. vagirae and G. vaginalls, are also associated with a risk of
preteren laboe, which underines the importance of those specie
in patholegical conditions.™** The proportion of those bacterial
strains in BV-poative vaginal smear slides was 54, 1% and B2,0%,
respeciively. suggesting the symergistic role of bacteria in
a binfilm formation. Data published by Brooks etal *' presented
the significant reduction of BV-assockated bacteria bn a group of
wormen using oral hormonal contraception.  Additonally,
women usng that kind of contraceptives were more likely to
be colonized by Lactobacillis species compared with women
using condoms. This can mean the impact of the sex hormone
synthesls process on womens microblome balanee ™ EC s
assockated with aberrant estrogen synthests, which overproduc-
tion causes mitotic activity bn endometrial cells, thus increasing
the risk of malignant rransformation as well.* This information
suggesis the potential rale of the endometrial and vaginal micro-
biome in endomeirial cancer initiation and progression.
Furthermore, G. wiginals mentioned previously a5 a marker of
BV produces cholesteral-dependent eytolysin (CDC) called vagi-
nolysin (VLY), the representative of pore-forming toxin (PFT)
group * CDCs were identified in 23 taconomically related spe-
cies of gram-poative representatives. Structurally these toxns
are antigenically related profeins, of about 50-60 kDa. Some of
therm, eg. listertolysin O, pneamolysin, perfiingolysin, and pyo-
Iysin, are the major virulence factors of their producers ™

VLY activates p38 MAPK (mitogen-activated protein
kinages), which suggests s important role in some cancer
types (prostate, breast, bladder, liver, lung cancers). In addi-
tion, VLY induces pro-inflammatory sl.g,rn.l.l.ng, by IL-8 pro-
duction in human epithelial cells **%*" Bacierial VLY, like
mast of CDCs, uses cholesterol from the cholesterol-rich
membrane for integration and recognlzes specifically 3-p-
hydroxy group by H:reer:e.l’]MLnePah of chalesteral rmqi:
nitlon motif, located in the 1 boop.™ Results of Gelber et al.
showed that VLY binds indirectly to cholesterol, involving
hCD5% protein as the receptor. Then VLY recruits membrane
complement regulatory profeins (mCRPs) to initiate the pore
formation in a cell membrane. Chaolesterol supports and sta-
bilizes toxin-receptor binding. As mentioned, CD59 is over-
expressed in many types of tumors, including breast cancer.™
Abdelmaksond et al™ observed a dose-dependent reduction
of G. vaginalis and normalizing the level of Lactobacillus spp.

CANCER BIOLOGY & THERAPY (= 3

in vaginal flora after treatment with stating, known as lipid-
decreasing mediators. Stating affect plasma membrane choles-
teral content. preventing pore formation by bacteria
Moreover, BV—-isolated . malis strains demonstrated
high adherence activity during cultivation s wvitre with Hela
and ME-180 wvaginal epitheliom cells. As the co-culture
method showed, under these conditions BV-associated bac-
terta were able o disrupt the E-mted.me layer of lectobacili,
cavsing the cytotoxic effect™™™ Patterson et al™ also
reporied the abality of G. vaginalis and A vaginge BV-isolates
to adhere to the ME-180 cell line. Quantitative estimation was
ascertained by confocal microscopy. The adherence score was
about 75% and 25% for mentioned strains respectively. At the
same Gme, A, vaginee did not show the cyiotoxic effect
againsi this type of cells, when G vaginalis strains were
strongly affecting  cell wiability afier 24-hour incubation
Adherence activity was presented on the human 3-dimen-
slonal endometrial epithelial cell model (EEC) as well
Conatruct of 3D EEC wad based on the HEC-1A human
endometrial carcinoma cell line, which additonally suggests
the poteniial coniribution of presented bacterial species with
endometrial cancer. In this case, G wagiralis was able to form
clusters of bacterial cells attached to the surface of the cell
aggregates, as it was clearly demonstrated by SEM (scanning
electron mibcrographs) images ™

Generally, bacterial toxins are Known to be bwvolved in
cancer imitlation and progression. Pro-tumorigenic  toxin
activity is typical for some types of Escherichia coli species. So-
called E coli pks®, harboring the pks genomic island was
found to be highly enriched in colon cancer patients. The
pls encoded colibactin toxin attaches 1o cobon epithelial
cells, causing inflammation and host-cell DNA damage such
as double-strand breaks, chromosomal aberrations, and G2/M
cell eycle arrest™™ Another example of the virulence effect
caused by E. coli colonization is the cytotoxic necrotizing
factor 1 (CHNF1) toxin. This toxin binds the epithelial cells
and leads to Increased cell proliferation, inflammation, and
host DNA damage CNF1 activates the Rho GTPase family
proteins, involved in the actin cytoskeleton organization. In
the first stage, NF-xB s activated and then CNF1 increases the
level of anti-apoptotic proteins, immortalizing the damaged
cell, which potentially leads 1o cancer ri-mﬂnpm-enL”"'

Bacterial dyshiosks can also induce endometriosls — estrogen-
dependent inflammatory digease, characterized by the ectoplc
growth of endometrial ghinds stronm outsade the uterine cavity.
Endometriosis i associated with pH changes and the reduction
of the abundance of Lactebacillus spp. as well as the ncrease of
the number of specific gram-negative and facultatively anaerobic
bacterial species, particularly A waginae and G vaginalis.
Moreover, the disease is related 1o high estrogen receptor (ER)-
positive EC rsk. This type of cancer is characterized by increased
estrogen production and COX-2 overexpression. In this case,
COX-2 up-regulation was caused by pro-inflammatory media-
tors {[L—1£ and THWF-a) activation of HIF-la and NF-kB
pathways ™ Evaluation of intra-uterine microblal colonization
revealed an increased number of pathogens, such as Gardrerella,
a-Streptococed, Enterococed, and E. coli in women with endorme-
triosis, in compartson with healthy individuals, A similar shift
was aleo observed in GnRHa (gonadotropin-releasing hormone
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agomnist) treated women, regardless of whether they had endo-
metriosds or not > Besides, Gardnerella is one of the mabn causes
of chronic endometritls, which characterizes by the persistent
inflammatory state, and found to be a nsk fwctor of endome-
irbosts nccurrence **

Bacterial infections could be also invelved in the regula-
tion of host cell epigenetic mechanisms, affecting chromatin
structure and transeriptional programming. In recent years,
the involvement of bacterlal pathogens and thelr toxing in
acetylation, methylation, and mimicking host's chromatin-
regulatory factors was found. For example, Mycobacteriur
fuberculosis, H. pylori, Listeria monocylogenes, and their
metabolites are manipulating the expression of histone acei-
yltransferases (HATs) and histone deacetylases (HIMACs),
leading to suppression of transcription of host defense
genes through epigenetic changes ln histone acetylation
marks®* Uropathogenic E coli affects DNA methylation
and down-regulates the CDENZA gene expression, which
plays a key role in coding fumor suppressor proteins®
Bacillus arthracis 5 known as MAPK kinase inhibitor and
IL-& gene d.own—regdamr.“‘“ Moreover, the permanent
exposition to bacterial toxins could provide tolerance,
repressing TNF-a and ILI-f gene expression. This phenom-
encn relies on a change of composition of NF-xB transcrip-
ton factor in the proximal promoters of the mentioned
genes ™ Interestingly, bacterial toxins and metabolites
found to be affecting host epigenetics in a specific manner.
As was observed by Drabsma et al™ in cinleal trials based
ofn the administration of LPS, tolerance was demonstrated
by the attenuated release of pro-inflammatory cytokines,
including tumor npecrosis factor (THF-a), bul not trans-
forming growth factor B (TGF-B). This could lead to
undergo cell proliferation without an efficient immunologi-
cal response.

Potentially, a disorder of epigenetic regulation in EC
may be tied to bacterial pathogens’ presence. For example,
the down-regulation of a fumor suppressor gene encoding
human mismatch repair hMLH1 protein was found in
sparadic endometrial carcinoma but also many other types
of cancer, ncluding ovarlan tumors, sporadic colorectal
cancer, acute myelodd leukemia, and others. It s suggested
that this process may be nduced by the presence of
Yersimia enferocolifica and H. pylori which leads to the
hypermethylation of the hMLHI promoter region. Similar
hypermethylation in promoter regions of 24 tumor sup-
pressor genes was found in endometrioid carcinomas, how-
ever, in this case, microsatellite instability in methylated
regions was 20 far suggested as the main reason for eplge-
netic changes. ™™

Bacterial infection, causing chronie inflammation, attri-
brutes up to 1-20% of cancers. However, the initiation of the
inflammatory state by the presence of bacteria seems to be
not a limited aspect and should be examined more

thoroughly.™

NSAIDs as antimicrobial agents

The antibacterial property of some NSAID: was recently dis-
covered. The reason ls the Increased resistance to the commaonly

used antimicrobial drugs. Since 9, diclofenac sodium has been
studied as a Salmovella Typhimurium growth  inhibator.
Moreover, diclofenac, aspirin, and etodolac can prevent blofilm
formation.™ Chan et al ™ tested the effects of drug trestment on
gram-positive and gram-pegative siraing. The wide-spectrum
actrvaty of aspinin was noted. Minimal inhibitory concentrations
(MICs) were 2.5 mg/ml and 5 mg/ml. respectively. At the same
thime, ibuprofen was found to be a powerful agent against gram-
negative bactertal species (MIC 0,625-25 mglmlL). These con-
centrations are much bower than normal therapeutic doses used
during anti-inflamesatory therapy. Similarly, a prevalence rate
of H. pyori, the gastric cancer inducer, w:sd.acrearsadh‘;spm

mens collected from indomethacin and ibuprofen uwsers™

Sodium salicylate (aspirin salt) reatment reduces the capsulkar
polysaccharide formation of Klebsdells preumosioe hypermu-
cowlscosdty phenotype (HV-KP)L It is particulady interesting,
because capsular polysacchande plays a protective role, helping
bacteria to avodd phagocytosis. Besides, it has been identified,
that capsular polysaccharide, as a determinant of K. preumoniae
infection, is ominows for patients with type 2 disbetes mellitus ™

The mechanisms of a preventive antimicrobial activity of
NSAIDs are unclear. The study of Yin et al™ presented the
abality of these drugs to bind E coli DNA polymeraze 111
subunit, also known as a slhding chamgp (3C). The compouwnds
used during studies were mainly vedaprofen, carprofen, and
bromfenac, which are routinely used in veterinary profocolks.
NSAIDs are blocking bacterial protein-protein  interactions,
DMA replication, and repair. Studies of Cal et al ™ deseribed
the impact of PGE2 on enhanced blofilm formation by methi-
cillin-ressstant Stapfivlococcus aurews (MBESA). Bacterial biofilm
formation by those strains can cause toxsie shock syndrome,
sepsas, preumonia, endocardifis, and impetigo. MESA-positive
patients are particularly difficult to treat. PGE2 found to be
attenuating the bactericidal effects of kanarycin or ampicillin,
commonly used against 5. aurens infections. Potentially, PGE2
caes drug resistance, by enhancing efflux pump activity,
which s why biofilm formation further continues. Celecoxil,
aspinn or naproxen inhibited the PGEZ actvity in combaned
therapy, decreasing bacterial growth ratio.

An bmportant aspect from the vaginal and endometrial
mbcroblome perspective (s the selectiveness of some NSAIDs
against gram-negative bacterla. Milani and Tacobelli™ reported
the effect of ibuprofen and ibuprofen isobutanclammonium
(Tb-isoly, Ginenorm} to interfere with G vaginalis adhesion.
In addition, antifungal effect against Candida albicans, valvo-
vaginal candidiasls (VVC) etiological agent, was noticed.
Combinatordal treatment with econazole stopped the germ-
tube formation, preventing penetration bnto mucous cells.

MSAIDs and their potential role in endometrial
cancer prevention and therapy

NSAIDs, COX-2 selective inhibitors particularly, seem 1o be
promising anticancer agents, however, the reports regarding
their effectiveness seem to be contradictory. The regular
administration of aspirin led to about 20% bower risk of breast
cancer gocurrence in a tested women group. In other studies,
more than two years of the administration of celecoxib or
rofecoxib, used in chronke inflammatory states, remarkably
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reduced rigk of cancer development: 71% breast, 70% colon,
55% prostate and 79% lung cancer®* However, there are
also reports Indicating opposite effects, eg. adminkstration of
ibuprofen in HERI- breast cancer group, increased risk of
cancer development in about 27%."* Brasky et al.® reported
aspirin and non-aspirin NSAID: (ibuprofen, naproxen, do-
methacin, piroxicam, and sulindac) assoctation with  the
extent of endometrial carcinoma-specific mortality within
I-staged patients. Nevertheless, the reported results were not
validated, the dese and frequency of NSAID wze were not
precise, which means that analysis has some limitations to
consider.

Postive MSAID therapy effects in the case of some EC types
were mentioned. Mevadunsky et al™ presented the positive
effect of aspirin and statins in combined therapy of non-
endometriodd  endometrlal cancer group, manifesting n
improved bow diseage-specific mortality. Research of Matsuo
et al™ suggested the assoclation of bow-dose aspirn consump-
tion with good survival culcomes i endometrial cancer women
group. Therapy was efficient for women younger than 60 years
old, with body mass index (BMI) of 30 or greater, in the first
stage of the disease and after postoperative radiotherapy.
Generalizing, 3 meta-analysic of Verdooth et al™ reported
about an 11% reduction of risk of endometrial cancer develop-
ment in case-control studies affer regular aspirin use. For cobort
studies, about 8% risk of EC development reduction was
observed. For non-aspirin drugs, this percentage was somaller —
about 9% and 6% respectively. Addidonally, body mass index
analysis was assessed. BMI higher than 3 was found to be an
addwerse factor, avolding the positive preventiung effect.

Induced dose-dependent growth repression of endometrial
cancer cells was observed dn wiro. Acetylsalicylic acld led to
about 21% — B8% growth inhibition of [shikawa cells, apopiosis
indwction, and reduced Bel-2 expression in a dose-dependent
manner*™ Indomethacin affected the HEC-1-B cancer cell
line by up-regulation of PTEN tumor suppressor”™ Celecoxib,
a selective COX-2 inhibator, reduced HEC-1-A and HEC-
1-B cell lines gnwﬂl. assisting the inhibition of umor cell
proliferation *"

The mechanismn responsible for NSAIDS tumor preventive
effect i characterized by muliple responses of cancer cells sigral-
ing pathways. Chemopreventive properties of these drugs could
act through the combined action of variows cell proteins atl the
muolecular, as well, as epigenetic and post-transeriptional levels.
Some of NSAIDs (aspirin, indemethacing provide the enhanced
expression of NAG-1 (non-sterovdal anti-inflammatory drug-
activated gene-1), which encodes the member of anti-
tumorigenke and pro-apoptotie TGF-B protein superfamiby™
Baek et al** presented the effect of increased NAG-1 production
in the human colorectal cell line (HCT-116) in response o
NSAIDs treatment. The consequence was the apopioss initiation,
which was induced in concentration and tme-dependent manner.

Arousiig Interests around NSAIDs as chemopreventive agents
persuade to creste new derlvatives of these compounds. Non-
steroddal anti-inflammatory hybeld nitrate drugs (NO-NSATDs)
are conjugates of NO-donating molety and well-known NSAIDs,
which enhances the activity of such compounds. NO-NSAIDs,
MO-ASA (nitroaspirin}  particubarly, inhibit cellular P-actin
{TCF signaling pathway, NOS2 expression and blnding of NF-
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kB tramseription factor to DNA  regulatory  sequences ™™
Maoreover, NO-derivative suppresses the microsatellite instabiliny
(MSI) of nonpelyposts colorectal cancer (HNPCC). The effective
NO-ASA dose was from 300- 1o 3,000-fold lower than ASA™
NO-mdomethacin was reported to affect bovasive and noninva-
sve adenocarcinmas o azoxymethane treated rat model
Moreover, drug use did not create a threat of gastrointestinal
uleers or other side effects™

Other derivatives were designed to be COX-independent tar-
gets and to ovolve other mechankims of anti-inflammatory
response. One of those i cyclic guanosine monophosphate plaos-
phodiesterase, or cGMP PDE, which is responsible for negative
cGMP signaling regulation. The example is sulindac, which found
its place in colan cancer and treatrment. ™ Pro-NSAIDs
drugs, such as acetylcholinesterase (AChE) inhibitors, phospho-
MESAIDs, 22 pg-tetramethyl-1-pipendinvloxy  (TEMPO),  4-
hydroxy-TEMPO  (TEMPOL) and hydrogen  sulfide  (HS)
MNSAIDs, represent an effective approach in cancer prevention
and treabment supporting, bul none of them were examined
from the endometrial cancer perspective.™

Conclusions

Mowadays, endometrial cancer 5 one of the most common
cancer fypes in women's population. Molecular bases of the
dizease are depending on various factors, women's lifecycle,
and lifestyle. Bacterial features and balanced microbiome are
relatively new factors to consider from the perspective of
canpcer initiation, prevention and the success of treatment.
The mportance of normsal bacterial uterine/endometrial
flora was proved in relation to bacterial vaginosis, endome-
triosis, and vaginitis. However, bacterial endometrial flora as
a cancer-promoling agent s still one of the most omitted and
pootly investigated items. As was noted, some bacterla are
well known for thelr tumorigente effect, which should be also
examined thoroughly in endometrial cancer cases.

G vaginalis and A, vaginge presence in the endometrial
sarnples seems to be a new factor to estimate cancer initiation
risk. The overgrowth of those straims potentially leads to
cancer development, by Inducing COX-2 owverexpression,
which ks common in EC cases. The COX-2 enzyme Is involved
in vartous cell signaling pathways, proliferation, anglogenesis,
and apoptosis - the crucial mechanizms in a normeal life cycle.
The reason for G vaginalis participation in cancer initiation
andfor progression could be a bacterial toxin, so-called vagi-
nolysin (WLY). The presence of VLY can serve as a pro-
inflarnmatory  factor, Iincreasing the COX-2  expression.
Moreover, . vaginalis has a high pore-forming activity to
epithelium cells. Bacterial toxing and metabolites may also be
engaged in host epigenetic chromatin remodeling, down- or
up-regulating of cruckal genes products, which are invalved in
normal cell cycle and tumor suppression. Current approaches
to study that coexistence have some lmitations but open wide
prospects bn the understanding of endometrial cancer dewvel-
opment and research of new ways of treatment.

Meanwhile, the cancer-preventive and antimicrobial effects
of some MNSAID derivatives were examined. Regular con-
sumpiion of well-known drugs, mainly aspirin, contributes
to cancer rsk reduction. Moreover, some of them are
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demonstrating to be gram-negative antibactersal agents, which
is an important aspect from the perspective of the endometrial
and vaginal microbiome. Inhibition of bacterial growth, as
well as cancer cells, was shown o be dose-depemdent
Meverthebess, mechanisms of those interactions are unclear,
lustrating the ground for further research.

MEAID: seem to be a perfect double-edged tool in anti-
microbdal and antitumor assistance. For enhancing  those
properties, NSAIDs were designed in conjunction with other
maolecules. MNO-NSAID: and oGMP PDE were reporied to
have positive effects on the gastroiatestinal tract. AChE inhi-
bitors, phospho-NSAIDs, TEMPO, TEMPOL, and HS
NSAIDs were found to be beneficial as cancer preventative
agents. However, none of them were examined on EC cell
lines or wierine/endometrial microlome representatives.

Drescribed reports suggest the potential role of bacteria in
EC. NSAID: could be a powerful therapy tool from both -
bacterial and cancer cell perapectives. These drugs can be also
useful bn caze of other pro-inflammatory diseases, which can
b imitiated by bacterial infections. This aim can lead to the
manifestation of new therapeutic strategies, new NSAIDs
maodifications and have big potential for chemibcal and biolo-
gical research study.
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Abstract Nmsbuﬂyidalanﬁ-:inﬂa.mmainr}' drug:: (MSAID) are inhibitors of c_g,rdmx}ls,mm enzyme
{COX) and were found to have positive effects in reducing the risk of developing gynecological
cancers. Howeyer, IlmE-Iﬂ'rn administration of MNSAIDs carrses the risk of various side eoffects, in-
v.'Jl.Ldi.Tlﬁ thirea im the di.sﬂliw.* amd -:in:uJa‘h:rr}' systems. Theretors, there i a constamt nesd o d.n:vel.clp
miew MNSAID derivatives. In this work, we invﬁl:igabed rhemium MNSAIDs, comparing their effects
om endomeetrial cancer cells with m'i.;gi.'n.al MS AT, dﬂ'l'l.lII'L'ih.'ﬂHJ'IE 'H'u:hi.gh activity of aspirin and
indomethacin derivatives. The cytotoxic activity of rthenium derivatives against the Ishikawa and
HEC-1A cancer cell lines was higher than that of the original NSAIDs. The 1Cq after 24-h incubation
of Ishikawa and HEC-1A were 18806 pM and 394006 pM for thenium aspirin and 2266 pM and
14593 uM for rheniom indomethacin, n:spnl:hw:l} At the same time, 1C5p of aspirin and in-
domethacin were 10,024.42 uM and 32953 uM for Ishikawa, and 27,255 8 M and 54893 pM for
HEC-1A, n:l]:!tctivd}'. Bloreover, these derivatives were foumnd bo inhdbiat the Frnli.l:craliun of both
cell lines in a time- and state-dependent manner. The Ishikawa cell proliferation was strongly
irthibited by rhenium aspirin and rhenium indomethacin after 72-h incubation (*** = p < (L001),
while the HEC-1A proliferation was inhibited by the same agents already after 24-h incubation
(™* = p < (L001). Furthermore, the BOS level in the mitochondria of the tested cells generated in
the presence of rhenium derivatives was higher than the original NSAIDs. That was associated
with rhendum indomethacin ml.u:-iw:l}'. which had a si.g;1LHmnr effect (*** = o< D001} on both
Ishikawa and HEC-1A cancer celks. Bhenium aspirin had a significant effect (*** = p < (L001) on the
mitochondrial BOS level of Ishikawa cells ml}'. Cherall, the research revealed a I'LLE]I pnh:nl'i.a] of the
rhenium derivatives of aspirin and ind omethacin against endometrial cancer cells compared with the
uriEi.rLal MNSAIDs.

Keywords: endometrial cancer; NSAIDs; rhenium compounds

1. Imtroduction

Monsteroidal anti-inflamrnatory drugs (NSAITDs) are the most commonly used drugs
worldwide. Since their first use in the 1960s, the chemical structure and the principal objec-
tive of their usage was modified and changed. Along with their intended application as
anti-inflammatory agents, these drugs are currently administered as analgesics, antipyret-
ics, and antiplatelet-aggregation agents [1]. The well-known activity of NSAIDs involves
the inhibition of isoforms of the cyclooxygenase (COX) enzyme-C0OX-1, COX-2, or both,
depending on the specific drug. In particular, those NSAIDs capable of inhibiting COX-2
(alone or together with COX-1) are of particular interest in the context of cancer prevention
and supportive treatment, as this enzyvme has been found to be an inducible isoform asso-
ciated with inflammation and cancer proliferation |2]. Recently, several research groups
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have focused on the role of inflammatory processes in the development of gynaecologic
cancers [3-5], as well as the reduction of the risk of developing these types of cancer as
a result of long-term NSAIDs administration. The consumption of aspirin in low doses
has already been recommended for the prevention of colorectal cancer and cardiovascular
diseases. It has also been suggested to be helpful in the case of lung, breast, and prostate
cancers [6~9]. In addition to the anti-inflammatory effect, the cytostatic activity of NSAIDs
was noticed. Chiu et al. [10] reported the inhibition of melanoma cell (A375) proliferation
after celecoxib and indomethacin treatment. Marinov et al. [11] indicated the high potential
of diclofenac as a cytostatic agent against breast (MCF-7) and colorectal (HT-29) cancer cells
but not cervical cancer cells (HeLa). Moreover, studies by Buzharevski et al. [12] performed
with carboranyl derivatives of rofecoxib against melanoma (A375, 518A2, B16, B16F10)
and colon (HCT116, SW480, SW620, CT25C126) cancer cells highlighted the potential
perspectives of modified NSAIDs as anticancer agents with cytostatic properties. Here,
the observed activities of agents imply that the anticancer potential of NSAIDs may not
be explained only by their COX-inhibitory activities. Still, the major clinical problem with
NSAID consumption in anticancer therapy is gastrointestinal complications. The side
effects of NSAIDs (especially those that inhibit COX-1) can lead to gastric/duodenal bleed-
ing and ulceration, so modifications to these commonly used drugs have been necessary.
Some of these modifications, such as substitution with nitric oxide (NO), hydrogen sulfide
(H,S), lipids, and metal complexation, were shown to give a broad spectrum of biological
activities. Furthermore, the complexation of NSAIDs with certain metals, such as copper
or zinc, reduced the effective dose of the “native” drug [13-15]. Complexes of rhenium
with aspirin, naproxen, indomethacin, and ibuprofen, were synthesized by Skiba et al. and
subsequently tested by our group on HeLa and 1929 cell lines | 16]. The key aspect of the
antitumor activity of these complexes was not the increased inhibition of the COX enzyme
but the broadening of the spectrum of activity of the rhenium derivatives of the NSAIDs
tested. Indeed, rhenium-aspirin was found to exhibit higher cytotoxicity against cancerous
HelLa cells compared with non-cancerous L929 cells. It was also noted that the mechanism
inducing cancer cell death was based on an increase in reactive oxygen species (ROS) levels,
which was correlated with a cell cycle arrest in sub-G1 and S phases [16]. Here, we report
our findings using an in vitro model of the endometrial cancer cell lines Ishikawa and
HEC-1-A. Qur studies focused on the cytotoxic effects of rhenium-modified NSAIDs, as
well as the effects of metal complementation with these agents.

2. Results
2.1. Effects of Aspirin, Indomethacin and Their Rhenium Derivatives on Endometrial Cancer
Cell Viability

The tested compounds, i.e., aspirin, indomethacin, naproxen, ibuprofen, and their
rhenium derivatives, were applied at selected concentrations against Ishikawa and HEC-1A
cells and their effects on cell viability were evaluated by the MTT assay. Only two rhenium
compounds—rhenium aspirin (375) and rhenium-indomethacin (377), and their correspond-
ing NSAIDs, aspirin (375a) and indomethacin (377a), showed an effect on endometrial
cancer cell viability. The examination was performed using the same methodology as
described in previous studies [16] conducted by our research group.

The ICsp values were determined with a tetrazolium (MTT) assay, and the results are
summarized in Table 1 for the Ishikawa cell line and Table 2 for the HEC-1A cell line. After
24-h incubation, the cytotoxic activity of rhenium derivatives 375 and 377 against Ishikawa
and HEC-1A cancer cell lines was significantly higher than that of 375a and 377a, indicating
that they were more effective than the corresponding original NSAIDs. ICg for 375 was
188.06 uM and 394.06 uM for Ishikawa and HEC-1A cancer cells, respectively, whereas
the ICsp of 375a was several folds higher for both cancer cell lines, reaching 10,024.42 uM
and 27,255.8 uM, respectively. The 1Cg values of 377 for Ishikawa and HEC-1A were 2286
M and 1459.3 uM, respectively, while the ICs values of 377a for both cancer cell lines
were 32953 uM and 5489.3 uM, respectively. The cytotoxic effect of the reference agent

82



Int. | Mal. S 202z, X 11568

3af15

CisP't, was also studied under the same conditions. The ICs, for Ishikawa and HEC-1A was
13.57 pM and 20005 uM, respectively. As the resulls showed, cells of the Ishikawa line were
more susceptible to the compounds during the first 24-h incubation period than cells of the
HEC-1A line, which could be related to the pre- and postmenopausal nature of the cells.

Adter a 72-h incubation period, the enhancement of the cytotoxic effect of both rlenium
derivatives on Ishikawa and HEC-1A cancer cells was observed. 1Csy for 375 in Ishikawa
and HEC-1A was 1463 uM and 1124 uM, respectively, while the initial NSAID ICe value
of 375a was 17,3956 pM for Ishikawa and 17,168 pM for HEC-1A cell line. The I, value
of 377 was 1077 uM for Ishikawa and 1385 pubd for HEC-1A cells, whereas the ICs; value
of 377a was 4737 4 pM and 6375.2 M, respectively. The ICsp values of CisPt for both
Ishikawa and HEC-1A cancer cell lines were 4103 uM and 1027 uM, respectively. After
72-h incubation with the studied agents, the discrepancy between [Cs values was lower
than that between [Cqy values after 24-h incubation. Moreover, the inhibitory effect of the
agents against HEC-1A cancer cells was increased.

Table L. Effect of studied WNSATDs and their thenium derivatives on the viability of Ishikawa cell line
after 24- and 72-h treatment; the results wers expl'emd as the mean 1Csq (b 'u.gj'mL] frovm thres
:irl.d-upend.cnl experiments; f_"ul.’b—ri.'n]:!hl'h.

2 h
1Cs0 373 373a 375 375a 376 3T6a 377 3T7a CisPt
|.|3_.l'm]_ na* na 11.83 1806 na na 18545 117.9 4072
uhd na na 1BE06 1002442 na na Z2E6 2953 13.57
7th
1Cs0 373 373a 375 575a 376 3T6a 377 3T7a CisPt
pgsfmlL na na 9208 3134 na na B.625 168.5 1231
ubhd na na 1463 17,395.6 na na 1077 47374 4105
* M= activity against stadied cells; 373 am=naprowen; 373==rhenium naprosen; 375s==acpiring 37 5=—rhenium

aspinn; 37ea==ibsprofen; 37e==rhenium ibuprofen; 377 s==indomethacing 37 Ferbeniem indomethacn.

Table . Effect of studied N3AIDs and their thenium derivatives on the viability of HEC-1A cell line
after 24- and 72-h treatment; the results were t‘xpn:mrd as the mean 15, (pahd; 1.|.l1_:_|"rr|L:| froom thres
:irl.d-rp:nd.u:nl experiments; f.'i:l-l.’l:—ri.h]:!hl'h.

24 h
ICs5 373 IiT3a 375 575a 376 3T6a 377 3T7a CisPt
ps_.l'm]_ na* na T.B1 4905 na na 1178 1964 a6
uhd na na Id0e  2FIS5E na na 1459.3 SIE93 20105
Th
ICs0 373 3iT3a 375 575a 376 3T6a 377 5T7a CisFt
|.|E_.l':r|1]. na na .0z 323 na na 11.18 2281 3083
uhd na na 1124 17168 na na 1385 63752 10.27
* Naymen activity against shadied oells; 373 smmnaprowen; 373=mrhenium napreen; 375assaspiring 37 5e=chenium

aspirn; 3Tea==ibsprofen; 37e=srheniom buprofen; 377 sssindomethacing 37 Fesrhendom indomethzcn.

2.2, Inhubition of Endometrial Carcer Cell Proliferation by Aspirin, Indomethacin, and Their
Rheniwm Derimalives

Due bo the previows results of the MTT test, further research was continued by using
375, 375a, 377, and 377a. To evaluate the effects of NSAIDs and their derivatives on the
proliferation of Ishikawa and HEC-1A cells, a BrdU assay was performed, which involves
the incorporation of BrdU into newly synthesized DNA followed by its detection. Ishikawa
and HEC-1A cells were incubated with each compound for 24 and 72 h.
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The changes in the proliferation status of Ishikawa endometrial cancer cells were
examined for each of the tested compounds at ICs (Figure 1), 1/21Cs, and 1/4 1C (Table 3)
after 24- and 72-h incubation. After 24-h incubation with 375, 375a, 377, and 377a, only
377 and 377a showed a significant antiproliferative effect on the tested cells. However,
the rhenium derivative 377 inhibited proliferation less (* = p < 0.05) than the original
NSAID 377a (*** = p < 0.001). Differences in proliferation status of the tested cells were
also observed in the case of 1/2 and /1 ICs. Here, both 377 and 377a showed higher
significance (*** = p < 0.001) in inhibiting cell proliferation, compared with 375 and 375a,
where only the effect of 375a was significant (* = p < 0.05). The proliferation inhibitory effect
of the reference drug CisPt was tested after 24-h incubation under the same test conditions
(* =p < 0.05). All tested compounds significantly inhibited the proliferation of Ishikawa
cells after 72-h incubation. Only 375a had a lower proliferation inhibitory effect on cells in
ICsg (** = p < 0.01), compared with the other compounds tested (*** = p < 0.001).

24 h
. Convol
58] Gy 275 2.01
B 15 3t%
[owes JETNE 54 1.54
X 1C, 3
so /3 ls <o
0.5
72 h G AR
Control ICg, CisPt
(a) (b)

Figure 1. Changes in proliferation statis of Ishikawa endometrial cancer cells after 24- and 72-h incuba-
tion with 375 (rhenium aspirin), 375a (aspirin), 377 (rhenium indomethacin) and 377a (indomethacin)
at IC5 concentrations (a). The assay was performed using the BrdU proliferation kit (Biovision).
Cisplatin (CisPt) was used as a positive control (b). Data were obtained by measuring absorbance
at 450 nm in three independent experiments. Results were statistically compared with the negative
control (untreated cells with 1% DMSO desolved in cell culture medium) using a Two-way ANOVA
with Bonferroni multiple comparison test; * = p <0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001.

Table 3. Effect of 375, 375a, 377, and 377a at ICg, 1/2 1C5q, and 1/4 1C5) concentrations on Ishikawa
cells proliferation. Results are presented for 24- and 72-h incubation periods. One-way ANOVA with
Bonferroni’s comparison test was chosen for statistical analvss.

Compound p <005 SD Compound p<0.05 SD
375at121Cy no* =0.005102 375aat1/21Cs, = +0.00035
7S at 1 4lCyh no 00002 37Saat1fsiCs no +0.00015

24h 377 at 1/21Cx ot +0.0003 377aatif21Cs, e +0.02975
377 at Y4 1Cx - +0.1768 377aat!/4iCsp — =0.1933
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Table 3. Cont.
Compound p <005 SD Compound p<0.05 sSD
375 at 1 21Cs o4 +00308 37Saatif2iCs hoid =0.1401
375 at 1/41C e +0.01290 375aat 1/3ICsg B +0.01455
72h 377 at 12 1C e +0.0M32  377aat1f2iCs we +0.07570

377 at Y 41Cqy - +0.0914 377aat 1 /3 1Cs ] =0.1038
TNo==n0 significant Changes; 37 3a==nap V; 37 3emmrh I 37 5ammaspiTin, 37 Se=therium aspinn,
376ammibuprofen; 376mmrh bupeofen; 377 a—indomethacin; 377—rh indomethacin; SD—standard

1 G > L s
deviation; * = p < 005, *** = p< 0001,

The proliferation status of HEC-1A endometrial cancer cells was studied under the
same conditions as the Ishikawa cells described above. Studies were performed using
the tested compounds at their ICg (Figure 2), 1/2 1Cq, and /3 ICg (Table 4) after 24-
and 72-h incubation. After 24-h incubation, only 1 of the tested compounds revealed no
significant antiproliferative effect on the studied cells, 375a, while the other compounds
showed high inhibitory activity (*** = p < 0.001). This effect was not observed at the lower
concentrations of the compounds, where only two, 375 at 1/2 ICg and 375a at 1/4 ICs,
showed significant inhibition of cell proliferation (* = p < 0.05). The reference drug CisPt was
tested after 24-h incubation under the same assay conditions. However, no significant effect
on cells was observed. The lack of proliferation inhibitory effect of CisPt on HEC-1A after
24-h incubation could be related to the short incubation time with the drug. Proliferation
inhibition by the tested derivatives was enhanced after 72-h incubation (*** = p < 0.001),
and all agents had a similar effect on HEC-1A cells.

24 h
Em Contol 2.0+
Z2A 16,375
B 1, 3% 1.5
(s R TOOE T ?
B3 G377 s
e 1.0+
0.5+
0.0-
Control ICg, CisPt
(a) (b)

Figure 2. Changes in proliferation status of HEC-1A endometrial cancer cells after 24- and 72-h incuba-
tion with 375 (rhenium aspirin), 375a (aspirin), 377 (rhenium indomethacin) and 377a (indomethacin)
at IC5 concentrations (a). The assay was performed using the BrdU proliferation kit (Biovision).
Cisplatin (CisPt) was used as a positive control (b). Data were obtained by measuring absorbance
at 450 nm in three independent experiments. Results were statistically compared with the negative
control {untreated cells with 1% DMSO dssolved in cell culture medium) using a Two-way ANOVA
with Bonferroni multiple comparison test; *** = p < 0.001.
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Table 4. Effect of 375, 375a, 377, and 377a at 1Csg, /2 iCsp, and 1 /4 1Csp concentrations on HEC-1A
cells proliferation. Results are presented for 24- and 72-h incubation periods. One-way ANOVA with
Bonferroni’s comparison test was chosen for statistical analyss.

Compound p <005 SD Compound p<0.05 SD
375at1/21Cq +0.0600 375aati/f2iC5 no* +0.04030

375 at41Cqh no +03835 3TSaatifalC5, =0.4275
24h 377 at 121Cx no +01122  377aat!/2ICso o +0.1232
377 at t/11Cy no +0.1461 377aat1falCsy no =0.1284
375at121Cy b +00115 37Saat1/21C5 o' =0.0886
375 at41Cyh b +0.1675 37SaatifslCs - =0.1061
72h 377 at 12 1Cx =1 =0.M905 377aat/2iCso o +0.05215
377 at 1 f41Cy o 00171  377aat1/slCg - =03529
* no==no significant changes; 373a==naproxen; 373==rhenium naproxen; 375am—aspirin; 375==chenium aspinn;
376ammibuprofen; 376mrhenium ibuprofen; 377ammindomethacin; 377==rhenium indomethacin; SD==standard

deviation; * = p < (.05, ** = p< 001, ** = p< 0.001.

2.3. The Effect of Aspirin, Indomethacin and Their Rhenium Derivatives on ROS Level in the
Studied Endometrial Cancer Cells

2.3.1. Cytosolic ROS Level Measurement

The ROS are well-known for their signaling capabilities and can trigger oxidative stress-
induced cancer cell death. On the other hand, cancer cells can maintain ROS homeostasis
and escape the initiation of cell death by the increase of their antioxidant properties [17].
Thus, new drugs that strongly induce the formation of ROS to overcome this defense may
prove effective in fighting cancer cells. Therefore, the tested compounds were analyzed in
this respect against Ishikawa and HEC-1A cell lines using H>DCF-DA dye (Thermo Fisher,
Warsaw, Poland).

The measurements in Ishikawa cells (Figure 3) revealed the high ROS inducing activity
of aspirin rhenium derivative 375 at 1/2 [Cg (*** = p < 0.001), and ICsq (* = p < 0.05), as well
as the native NSAID 375a at 1/2 ICsg (*** = p < 0.001) and ICsg (** = p < 0.01). In Ishikawa
cells, 377 was found to be less effective in generating ROS compared to the native NSAID,
with 377a at 1/2 IG5 and ICg being significant (*** =p < 0.001 and * = p < 0.05, respectively).
In the case of the HEC-1A cell line (Figure 4), the level of ROS produced by the rhenium
compounds was significant for both 375 and 377 (*** = p < 0.001) but not for corresponding
NSAIDs. In addition, both rhenium derivatives induced increased ROS levels at 1/2 1Cs,
concentrations (*** = p < 0.001). However, the activity of the drug was not constant at all
measured time points (0.5, 1 or 3 h after incubation), indicating a time-dependent effect
of the NSAIDs and rhenium-NSAIDs on ROS induction. In addition, lower drug doses
(/2 ICs0) were found to initiate the production of ROS more rapidly, possibly related to the
high solubility of the compounds in the culture medium, leading to immediate uptake of
the drugs across the cell membrane.
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Figure 3. Cytosolic levels of reactive oxygen species in Ishikawa cells after 0.5, 1 and 3-h treatment
with 375 (rhenium aspinin), 375a (aspirin) (a), 377 (rhenium indomethacin) and 377a (indomethacin)
(b). Cells were preincubated with HyDCF-DA dye and then treated with the tested drugs. Data were
obtained by ing the fl ence at Ex/Em = 495/520 nm. 1% H;0; was used as a positive
control. Results were statistically compared with the negative control (untreated cells with 1% DMSO
dissolved in cell culture medium). Two-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test was
used for statistical analyses; *=p < , **=p <001, " =p<0.001.
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Figure 4. Cytosolic levels of reactive oxygen species in HEC-1A celks after 0.5, 1 and 3 h-treatment
with 375 (rhenium aspirin), 375a (aspirin) (a), 377 (rhenium indomethacin) and 377a (indomethacin)
(b). Cells were preincubated with HZDCF-DA dye and then treated with the tested drugs. Data were

btained by ing the fluorescence at Ex/Em = 495/520 nm. 1% H20z was used as a positive
control. Results were statistically compared with the negative control (untreated cells with 1% DMSO
dissolved in cell culture medium). Two-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test was
used for statistical analyses; *** = p < 0.001.

2.32. Mitochondrial ROS Level Measurement

It has been found that about 90% of cellular reactive oxygen species is produced
by mitochondria. Disruption of this overproduction leads to oxidative stress, which in
tum leads to oxidative damage. This damage affects cellular compoenents such as lipids,
DNA, and proteins, which is unfavorable for cells [15]. However, the accumulation of
rhenium NSAIDs in mitochondria was reported in a previous study [16] and could pos-
sibly be considered as an anticancer mechanism of rhenium NSAIDs action. Therefore,
mitochondria-specific ROS production was also investigated in endometrial cancer cells.

The mitochondrial ROS changes were observed only after 2-h incubation with studied
agents, by using MitoSOX Red dye (Invitrogen, Waltham, MA, USA). These results showed
that the rhenium NSAID derivatives produced a significant amount of mitochondrial
ROS compared to the original NSAIDs. In addition, differences were found between
375 and 377. In both Ishikawa (Figure 5a) and HEC-1A cells (Figure 5b), 377 generated
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maore mitochondrial ROS than 375 when these drugs were used at their ICgy values. At
the same time, no correlation was observed between mitochondrial and cytosolic ROS
levels, which is probably related to a different nature of ROS and incubation time. Ha(O4 is
used as a secondary messenger Lo conrdinate the oxidative metabolism of cells. Levels of
HzO2 are regulated through its production and degradation, where mitochondria serve as
“stabilizing devices” and buffer cellular HyOx levels. The stabilization of hydrogen peroxide
iz related to the high concentration of antioxidant defense enzymes in the matrix | 19,20].
These properties of Hz0: cleavage by mitochondria can explain the lack of significant
mitochondrial ROS production initiated by 1% HaOs.
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Figure 5. (a). Mitochondal levels of reactive oxygen species in Ishikawa (a) and HEC-1A (b cells
after 2-h treatment with 375 (rhenium aspirin}, 375a (aspirin), 377 {rhenium indomethacin) and 377a
{indomethacin). Cells were preincubated with MitoSOX Red dye and then treated with the fested
drugs. Data were obtained by measuring the fluorescence at Ex/Em = $004/395 nm. 1% HyO; was
used as a positive control. Results were statistically compared with the negative control (untreated
cells with 1% DMS0 disobved in cell culture medium). Two-way ANOVA with Bonferroni multiple
comparizon test was used For statistical analyses; * = p < 005, ** = p < 0001

3. Diiscussion

Positive anticancer effects of NSAIDs, including specific action against endometrial
cancer, have already been studied [21]. It was found that the positive effect of low-dose as-
pirin and its synergism with some other NSAIDs were mot only associated with good patient
survival outcomes but also had an anti-proliferative effect om cancer cells [22-24]. These
effects were also previously noticed in vitro for Ishikawa and HEC-1A endometrial cancer
cells. Studies performed by Gao et al. [25] determined the effects of aspirin, indomethacin,
and chosen cyclooxygenase (COX-2)—selective inhibitor-N5398. All three NSAIDs signif-
icantly inhibited the proliferation of Ishikawa and HEC-1A cancer cells in a dose- and
time-dependent manner. In addition, aspirin and indomethacin were involved in cellular
apoplosis initiation through a cytochrome c-related pathway. (Cither studies have shown
the inhibition of growth, apoptosis ndwction, and redwced Bel-2 expression of Ishikawa
cells about 21-88% after aspirin treatment [26,27]. Indomethacin was found o be related bo
the up-regulation of the FTEN tumor suppressor, which affected the HEC-1B cancer cell
line [28]. A selective COXN-2 inhibitor-celecoxib, reduced HEC-1A and HEC-1B cell limes
growth and assisted in the inhibition of tumor cell proliferation [2%]. However, none of these
studies used modified NSAIDs. Structural and chemical modifications of NSAIDs may not
only enhance the antitumor activity but also reduce the risk of side effects which are com-
mon during regular MSAIDs intake [30,31]. For this reason, new NSAID derivatives have
been developed and synthesized, such as: NO-NSAIDs (hybrid nitrate NSAIDs), oGMP
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PDE (cydlic guanosine monophosphate phosphodiesterase), AChE (acetylcholinesterase
inhibitors), phospho-NSAIDs, TEMPO (2,2,6,6-tetramethyl-1-piperidinyloxy), TEMPOL
(4-hydroxy-TEMPO) and HS-NSAIDs (hydrogen sulfide NSAIDs) [23-25,32-31]. However,
the study omitted endometrial cancer cells, which are known to overexpress COX-2 [35,36].
Because of metal complexation, NSAIDs could also get new anticancer qualities. Some
zinc complexes of naproxen had shown high activity against bacterial strains while copper-
aspirin complexation had served as superoxide dismutase mimetics and had high cytotoxic
activity against selected human cancer cells. These agents were not associated with COX
inhibition properties but were involved in DNA binding and cleavage [37,38].

The results of the cell viability assay (MTT) showed the activity of 375a and 377a
as well as their rhenium derivatives 375 (Re-aspirin) and 377 (Re-indomethacin) against
Ishikawa and HEC-1A cells. Both cell lines responded to the rhenium derivatives, for
which the biologically active concentrations were significantly lower than in the case
of the original NSAID counterparts. Moreover, the rhenium derivatives showed higher
inhibitory activity during prolonged incubation, which was not observed with NSAIDs.
These effects were found to be not only time-dependent but also cell line-dependent, as
different concentrations were required for 50% inhibition of Ishikawa and HEC-1A viability.
The nature of the endometrial cancer cell lines may be the reason for these differences.
According to Bokhman’s classification [39], based on different etiopathological, genetic and
clinical features, Ishikawa cells belong to type I EC, while HEC-1A cells are representatives
of type II. Carcinoma cells of type I had shown high expression of estrogen and progesterone
receptors, had low histological differentiation, and are considered typical of early-stage
disease. Type II cells represent highly aggressive and invasive carcinoma types, with low
levels of expression of estrogen and progesterone receptors and are commonly referred
to as typical of the advanced stage of the disease. Moreover, these two cell lines were
derived from adenocarcinomas from women at different ages (39-year and 71-year-old
for Ishikawa and HEC-1A, respectively), which is associated with the premenopausal and
postmenopausal nature of the cells [10]. Ishikawa cell line is a well-differentiated human
adenccarcinoma cell line carrying estrogen and progesterone receptors. This cell line is
known to produce corticotropin-releasing hormone, placental alkaline phosphatase, and
chorionic gonadotropin and is responsive to steroid hormones [41,42]. HEC-1A cancer
cells express the wild-type form of the estrogen receptor, and 17-beta-estradiol induces
proliferation of these cells. In addition, these cells contain a nonsense mutation in the hpms2
and a splicing mutation in the hmshé genes, which play key roles in DNA’s methyl-directed
mismatch repair (MMR) pathway [43,41]. These differences in characteristics are probably
the main reason for the different responses of the cells to treatment with NSAIDs versus
rhenium-NSAIDs., The better activity of rhenium derivatives compared with the original
NSAIDs was also observed in previous studies performed by our research group using
Hel.a and L929 cell lines. Rhenium-aspirin and rhenium-indomethacin were more active
against cancerous Hela cells than non-cancerous 1.929 cells with ICs values of 36 uM and
158 uM, respectively. The ICs values for aspirin and indomethacin against Hela were
much more higher (2819 uM and 326 uM, respectively) [15].

The proliferation assay showed higher sensitivity of HEC-1A cells to original NSAIDs
and their rhenium derivatives than Ishikawa cells. In this case, HEC-1A cells were affected
by both tested rhenium compounds already after the 24-h incubation period, while Ishikawa
cells proved susceptible to 377 and 377a. For both cancer cell lines, the anti-proliferative
effect increased after 72-h incubation with tested NSAIDs and their rhenium derivatives.
The proliferation rate of cells grown under normal conditions varies and depends on the
type of cancer. In the case of Ishikawa cells, their proliferation rate is faster than that of HEC-
1A cells and increases with the number of passages [10,15]. That may be a possible reason
for the lower inhibitory effect of the tested compounds against Ishikawa cells proliferation.
Changes in proliferation rate were studied not only at ICs but also at concentrations
equal to /2 ICg and 1/4 ICy (Tables 3 and 4). For the lower concentrations, only 375a
showed a significant anti-proliferative effect after 24-h incubation, where 1/21C5 and 1/4
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ICsp of this compound (* = p < 0.05) inhibited cell proliferation of Ishikawa and HEC-1A
cells, respectively. This observation is consistent with previous reports showing that low
doses of NSAIDs, especially aspirin, provided good survival outcomes for women with
endometrial cancer [46,47]. Cisplatin (CisPt) is a good candidate for comparison because
of its widespread use as an anti-EC drug as a so-called first-line chemotherapeutic agent,
which is administered to patients in single doses as well as in combination chemotherapy
(at a dose and regimen of 50-100 mg per m? of a body surface area, every 3 weeks) [43].
CisPt was found to inhibit EC cell proliferation by increasing the expression of semaphorin
3B (SEMA3B), which has suppressive effects on cancer cell proliferation and angiogenesis.
As our results showed, after 24-h incubation, CisPt had a significant (* = p < 0.05) anti-
proliferative effect only on Ishikawa endometrial cancer cells but not on HEC-1A. That
could be explained by the overexpression of BCL2, which is associated with the resistance
of HEC-1A cancer cells to CisPt and the longer incubation time required to transpose the
drug across the cell membrane, as shown by Rouette et al. [19].

It has already been shown that NSAIDs are associated with an increase in the produc-
tion of reactive oxygen species (ROS). This mechanism of action of NSAIDs is commonly
suggested to initiate side effects, particularly within the gastroenterological tract. However,
this mechanism also may be used to destroy cancer cells by inhibiting cell growth and
metabolism and disrupting the signaling pathways. Increased levels of ROS induce disrup-
tion of cellular homeostasis, leading to cellular damage and initiation of apoptosis [50-52].
Therefore, the induction of high ROS levels has been suggested by our group as a positive
mechanism of rhenium-NSAIDs activity against previously studied cells [16]. In this study,
this effect was evident only in Hel.a cancer cells, not in non-neoplastic L-929 fibroblast cells.
It was observed that cancer cells have a significantly higher ability to accumulate rhenium
derivatives in mitochondria, which could also be related to an increase in mitochondria-
specific ROS. As shown in the present study, there was increased production of cytosolic
ROS in Ishikawa cells following treatment with both NSAIDs and their rhenium derivatives.
Moreover, both NSAIDs and their rhenium derivatives, had a significant impact on ROS
levels in HEC-1A, but at }/2 IC concentrations, which may be related to better penetration
of compounds across cell membranes. Furthermore, the 1/2 ICg concentrations of rhenium
derivatives 375 and 377 were lower than 1/2 ICg of original NSAIDS 375a and 377a, corre-
sponding to 197.03 uM and 729.65 uM and to 13,627.9 uM and 2744.65 uM, respectively.
These results indicate a more effective induction of ROS by rhenium compounds than by
their original NSAID counterparts because of the higher activity of the former at lower
concentrations than the latter. The result of measuring mitochondrial-specific ROS levels
did not match the effects of the agents on cytosolic ROS levels. In this case, the highest level
(which is considered to be a 100% increase in ROS amount) for both cell lines appeared to
be associated with 377. In the case of Ishikawa cells, this effect was additionally evident for
375, but not to the same extent as for 377. That may be related to the cell-dependent mode
of interaction of the compounds with mitochondria. It should additionally be noted that
the incubation time of the compounds with cells was only two hours, which is related to
the limitations of an assay.

The investigated rhenium derivatives have potential as agents against uterine-related
cancers, but the study of the biclogical activity of these compounds should be further
pursued. The next steps should include investigating the mechanisms of rhenium-NSAIDs
impact at deeper molecular levels.

4. Materials and Methods
4.1. NSAIDs and Rhenium-NSAIDs Complexes

NSAIDs and their complexes with rhenium were synthesized in the Department of
Organic Chemistry, Faculty of Chemistry, University of Lodz, by K. Kowalski research
group [16]. Compounds tested in this study are listed in Table 5.

90



Int. | Mal. S 202z, X 11568

11 af 15

Table 5 NSAIDs and their cornsponding rhenium complexes used in cell viability assay of Ishikawa

and HEC-14 cell lines
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1/2 ICsq, and 1/4 1Csg concentrations established previously in the MTT assay and incubated
under standard conditions for 24 and 72 h. Absorbance was measured at 450 nm using a
SpectraMax i3 plate reader (Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA). The assay was
performed in three independent experiments. The results were calculated using GraphPad
Prism 7 software.

4.5. Cellular ROS Level Measurement

Reactive oxygen species (ROS) levels were measured using H;DCFDA (ThermoFisher)
fluorescent dye. Fluorescence measurement is made by converting H,DCF-DA to 2'.7"-
dichloroflucrescein (DCF), the amount of which is directly dependent on the amount of ROS
produced in the cells. Thus, ROS detection was performed by measuring the fluorescence of
H>DCF-DA-treated Ishikawa and HEC-1A cancer cells at Ex/Em = 495/520 nm. Ishikawa
and HEC-1A cells were seeded into black bottom 96-well cell culture plates. Once cells
reached approximately 80-90% confluence, 100 uL of DMEM-F12 medium w/o FBS sup-
plemented with H2DCF-DA dye at a final concentration of 5 uM was added. Cells were
then incubated for 40 min under standard conditions, protected from light After incuba-
tion, cells were washed twice with DPBS, treated with the selected compound at ICsg and
1/2 ICsg concentrations, obtained in the MTT assay, and then incubated for 0.5, 1, and 3 h.
After each time point, cells were washed twice with DPBS and suspended in 100 uL. of DPBS.
Fluorescence was measured at Ex/Em = 495/520 nm using a SpectraMax i3 plate reader
(Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA). The assay was performed in three independent
experiments, and the results were calculated using GraphPad Prism 7 Software.

4.6. Mitochondrial ROS Level Mensurement

The assay was performed using the MitoSOX Red dye (Invitrogen, Waltham, MA,
USA). When incorporated into mitochondria, this dye is rapidly oxidized by peroxide
and converted into the fluorescent product 2-hydroxymitoethidium. Initially, cells were
seeded into a black bottom 9%6-well plate. Once approximately 80-90% cell confluence was
achieved, the culture medium was replaced with the medium w /o FBS containing 5 uM
MitoSOX Red dye and incubated for 10 min under standard conditions. After incubation,
cells were washed twice with DPBS and treated with NSAIDs and rhenium-NSAIDs at 1Cs,
concentrations. 1% H;O; and cisplatin were used as controls. Cells were incubated with
the compounds for 2 h under standard conditions, protected from light. Cells were then
washed twice with DPBS and resuspended in 100 uL of DPBS. Fluorescence was measured
at Ex/Em = 400/595 nm using SpectraMax i3 plate reader (Molecular Devices, Silicon
Valley, CA, USA). The assay was performed in three independent replicates and the results
were calculated using GraphPad Prism 7 software.
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Abstract

The advent of sequencmg techmiques has facilitated the application of microbiome studies mn cancer
research. It has been observed that microbial pathogens contribute to hunerigenesis n a significant
portion of reported cancer cases. Endometnal cancer (EC) 15 a prevalent malignancy among women,
with several kmown risk factors such as estrogen exposure, age. obesity. and comorbidities. The
upper genital tract of healthy women is I‘jfp:l.l:.‘ﬂ]l‘_i,f dominated hj,r Lactobacillus species. Dhysbiosis in
microbial composition has been observed in EC. In the presented study, the endocervical canal
microbiomes of women with EC or endometrial myoma (EM) were examined. Microbial
commmities in endometrial samples significantly differed between the two groups, with EC samples
exhibiting higher microbial diversity. Pathogenic taxa such as Soreprococeus, Anaerococeus,
Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus, and Porplnromonas were enriched in EC samples.
Interestingly, the gemus dnasrococcus was found to be a differentiating taxon between microbiomes
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isolated from women with EC and those with benign lesions (EM). As 4. vaginalis is a well-
recognized gynecological pathogen associated with chronic endometritis, endometriosis and bacterial
vaginosis, the ability of cells of this species to adhere to human uterine fibroblasts and induce the
formation of reactive oxvgen species (ROS5) was investigated, revealing a potential role for this
bacternum in the development of EC. Further research 15 needed to elucidate the role of the utenne
mucrobiome m EC.

1 Introduction

Endometrial cancer (EC) is one of the most common female reproductive tract malignancies m
developed countries. According to the International Agency for Research on Cancer, the incidence
rate of EC 1s increasing rapidly compared with 2018 and 15 estimated to increase by more than 30%
worldwide by 2040. In 2020, Poland had the highest rate of EC m the world, which comesponded to
9,869 diagnosed new cases (Chen et al., 2017; Morice et al, 2016; World Cancer Reszarch Fund
Intemauanal 2023.). Only several factors, including host genetic alterations and hereditary factors,
have been shown to play impertant roles in endometrial carcmogenesis. But still, this can only
explain 10-20% of EC cases. A woman's lifetime risk of EC is approximately 3%, with a median age
at diagnosis of 61 years. Environmental factors, such as hormones, obesity, inflammation, as well as
menopausal status and micrebiome composition, were found to be related to EC imtiation and
progression (Kudmycz and Staczek, 2020; Morice et al., 2016). The Human Microbiome Project has
revealed that about 9% of the total human microbiome was found in the femals reproductive tract.
Historically, the cervix was considered to be the bammier which protected the upper genital tract from
bacteria. Thus, the uterus, n its physiological state, was suggested to be a bacteria-free zone.
However, the stadies with the use of metagenome sequencing techniques demonstrated a diversity of
bacterial populations in the utemus, which additionally can undergo significant changes in
pathological states (Moreno et al., 2022). Interestmgly, a nsk factor for EC 15 postmenopause since,
in this peried, an increase of uterine bacteral diversity is observed, which is associated with
disorders and pathologies in the famale reproductive tract. The endometrial microbiota n
postmenopausal women may create conditions that allow the bactenal commumity correlated to EC to
emerge. It was suggested that EC-related bactena are probably associated with chronic inflammation
and dismaption of host cellular fimctions, leading to a carcinogenic process (Medma-Bastidas et al.,
2022; Walsh et al., 2019)_ In the presented study, the endocervical canal microbiomes of women with
EC or endometrial myoma (EM) were examined to reveal the differences in microbial composition.
Some pathological taxa were identified, which mayplay a crueial role in EC development and
Progression.

1 Materials and Methods
11 Participant enrollment

In this study, we analyzed the endocervical canal microbiomes of the 29 participants. The
endocervical canal swabs were prepared and supplied by the Fryderyk Chopin Clinic ne 1 of
Rzeszow, Poland. The procedure of material identification and collection was supported with all
necessary protocols and procedures and obtained the Regional Bicethics Committes approval number
24/B/2019 with further updates. Participants were patients of the Gynecology Department of
Fryderyk Chopin Clinical Hospital no 1 m Bzeszow who were qualified for surgical treatment due to
diagnosed EC or EM. The mainstay of treatment for EC is total hysterectomy with bilateral salpingo-
oophorectomy. Hysterectomy and adnexectomy can be done with minimally invasive techniques
(laparoscopy or robotassisted surgery), vaginally, or laparotomically (Braun et al., 2016; Monce et
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al, 2016). Removal of the uterns is also recommended for women with symptomatic EM, for whom
medical treatments have failed, and who have completed childbearing (Thubert et al., 2016). The
main criteria for the selection of participants were as follows: women aged 18 vears or older, with EC
or EM, who had not been treated with antibacterial agents for more than one month before collecting
the samples. Participants also completed the additional questionnaires, the data of which are
presented in Table 1.

1.2 Endocervical canal swahbs collection

Swabs were collected by the surgeen from the endocervical canal (after visnalization n a speculum)
before the hysterectomy using sterile Dacron swabs and then placed m sterile Falcon tubes. The
smear material prepared in this way was stored on dry ice. For long-term storage, -80°C was used.
Mo additional buffer was added to the swabs.

13} Sample preparation and processing

I ml of the sterile Dulbeccn’s Phosphate Buifered Saline (DPBS) was added to the swabs and then
vortexed three times for 15 seconds. Samples were then centrifuged at 10,000 x g for 15 mimutes to
collect all bacterial cells in the supematant. All genomic DNA extractions were performad using the
DNeasy Power Soil Kit (Qiagen, Hilden, Gennan}rj with minor modifications. For lysis, Lysis
Solution was uged, which was a part of the lit supplemented with Lysozyme (10 mg/ml),
Mutanolyzin (10 Uul), and Lizostaphin (0.4 U/ful) (AandA Biotechnology, Gdafisk, Poland). Lysis
was performed ovemight at 37°C with gentle shaking. Subsequent DNA extraction steps were
performed according to the manufacturer’s instroctions. The amount of eluted DINA was measured on
BioDrop (BieDrop Ltd, Harvard Bioscience, Hellistone, USA. MA). The 5 ng of extracted DINA was
used for polymerase chain reaction (PCE) amplification of the V3-V4 region of 165 tDNA. The
reaction was preparad according to the instructions for 165 Metagenomie Sequencing Library
Preparation (Ilumina, S5an Diego, USA. CA) and the Nextera XT DNA Library Preparation Kat
(Mlumina, San Diego, USA. CA). 165 tDNA sequencing was performed by the University of Lodz
Biocbank Lab using the lumina MiSeq nextgeneration sequencing platform (Illumina, San Diego,
UsA. CA) (Figure 1).

14 Bicinformatic sequence analysis

At the first stage of analysis, the quality of reads was checked usmg FastQC. In the next step,
adaptors and low-gquality sequences were removed from the reads with trim galore v. 0.6.4 set on
default parameters. Further analysis was performed with QIIME? 2021 4. DADA? was used for
dencising data and ASVs (amplicon sequence variants) table generation with parameters —p-trim-
lefi-£ 25 —-p-tnnelen-f 240 —p-tmm-left-r 25 —p-trune-len-r 240. Alpha and beta diversity metrics
were generated with the core-metrics-phylogenetic plugin with a sampling depth of 27 132, Alpha
diversity, which presents the evenness and nichness of bactenal population within samples, was
mvestigated with the Shanmon mdex and ASVs number. Between groups, a comparison of a-diversity
was performed with the Kmskal-Wallis test. Beta diversity was measured by thres methods: Bray-
Curtis dissimilarity, Unweighted UniFrac distance and Weighted UniFrac distance. These indexes
were calculated for analysis of the shared diversity between bacterial communities in terms of
ecological distance between samples. Differences in f-diversity between groups were tested by the
PEEMANOVA procedure, which is a multivariate analysis of varance based on distance matrices
and permutation. Principal coordinate analysis (PCoA) of B-diversity was also performed and plotted
with QIIME?. The Analysis of Compesitions of Microbiomes (ANCOM) was performed using the
standard QIIME? pipeline.
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3 Results

31 Participants characteristics

Twenty-nine patients were included in this study. The patients were divided info two major groups:
13 participants with endometrial EM and 16 with EC. The charactenistics of cohorts are deseribed in
Table 1. Material examination and diagnoses were made by a pathologist at the Fryderyk Chopin
Clinic no 1 (Bzeszow, Poland). The matenal from healthy women was not considered in thas study
because the hysterectomy is not provided in healthy patients. Endometrial myoma was chosen instead
because these cells are non-tumeorigenic in nature, and at the molecular level, they have qualities
closer to normal cells on molecular bases.

3.1 Statistical comparison of uterns lesions microbiome

The a-diversity comparison based on the Shannon mdex revealed statistically sigmificant differences
between EM and EC samples (p < 0.01) (Figure 2). It can be noticed that samples collected from the
EC patients were characterized by greater biodiversity than samples from the EM patients, which
may suggest the appearance of dysbiosis. The observed amplicon sequence variants (ASVs) number
1s included in Figure 3.

Principal Coordinate Analysis (PCoA), based on Bray-Curtis distance (Table 2 and Figure 4A),
showed the significant sample separation according to the pathology type. Moreover, the sequencing
results revealed that EM samples were colonized by a homogeneous microblome dominated by
Lactobacillus spp. (Figure 4B, blue dots). The companson between the EM and EC groups based on
Bray-Curtis distance showed statistically significant differences (p = 0.001).

These observations were also confirmed by -diversity analysis with the use of the Unweighted
UniFrac (p = 0.014), as well as with Weighted UniFrac methods (p = 0.005) (Figure 5), and the
results are presented m Table 3.

ANCOM analysis of the samples was performed using the model in which taxa that were identified
m less than five samples were removed. The results of taxon analysis were associated with the
differentiating effect of d  Bacteria; p  Firmicutes; ¢ Clostridia;

o Peptostreptococcales Tissievellales; £ Peptostreptococcales-Tissierellales; g Anaerococcus,
which were predominant in the samples from EC. Possibly, the Anaerecoccns representatives could
be the indicators of dysbiosis, and their presence comelates with EC incidence. In this analytical
model, the sample types differed significantly m the abundance of Firmicutes and Cyanobacteria in
EM. Moreover, the analysis showed the predomination of pathogenic taxons such as Sirepfococcus,
Anaerococcns, Prevotella, Gardnerella, Peptoniphilus, and Porplyremenas to predominate m EC
samples (Figure 6). The main types of bacteria in the pathelogies studied and their percentage
distribution in the form of pie chart are presented in Figure 7.

33 The adhesion level of Anaerococcus vaginalis to human uterns fibroblasts

Based on the above taxonomic analysis of the uterine microbiota, revealing genus Anaerococcus as a
differentiating taxon between EC and EM, the strain 4. vaginalis DSM 7457 was selected for the
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next experimental steps. This strain was originally isclated from an ovarian abscess (Ezaki et al.,
2001).

The results of the test showed a high adhesion rate for both L jensenii and 4. vaginalis strains
(Figure 8). However, the tendency of a higher adhesion rate of 4. vaginalis to HUF cells compared to
L. jensenii was observed. The percentage of adhesion of the studied pathogenic stramn was almost
507 after 24 hours of infection. The MOT of 0.5 was found to be switable for testing, as the result of
caleulations described m methodology.

34 The ROS level changes in HUF cells after Anaerococcus vaginalis infection

The increase in reactive oxvgen species (RO5) level is one of the indicators of the inflammatory
process that could be associated with infections cansed by pathogens. It is one of the responses of the
host's innate immunity to microbial invaders and is aimed at eliminating pathogens. However, long-
term exposure to bacterial infection could lead to repercussions - the accummlation of damage in the
human cellular apparatus. These abnormalities could lead to the development of cancer (Kennel and
Greten, 2021; Spooner and Yilmaz, 2011). The level of ROS m HUF cells 24 h after imfection with A.
vaginalis are shown in Figure 9.

The results of ROS level measurement in HUF cells after 24 hours of infection with 4. vaginaliz
show a statistically significant increase. This level was statistically similar to the one mduced by
0.5% Ha0s. Such effect was not observed when HUF cells were infected with the L. jensenii,
mdicating a rednced impact on oxidative stress induction in human cells.

4 Diiscussion

Since the progress of sequencing techniques, microbiome studies found practical applications in
cancer research. It has been shown that microbial pathogens have a tumornigemic effect in 15-20% of
reportad cancer cases and are referred to as "oncomicrobes.” The nisk of pathogen influence on
carcinogenesis and progression is also present in the so-called "complicit” microbes, whose finctions
are broad and vet not well understood (Menati Rashno et al, 2021; Sepich-Poore et al., 2021). The
pathogemie changes of microbiota can promeote resistance to host cell death, which is one of the
cancer hallmarks, and induce cancer-promoting mflammation. The compaosition of the bacterial
microbiome modulates the specific alternative responses, ene of which depends on the
mflammasome complex and the second on the inflammasome mdependent secretion of pro-
mflammatery cytokines, highlishting the key role in activating different degrees of inflammation (De
Seta et al., 2019). In addition, the microbiota influences carcinogenesis by releasing carcinogenic
molecules (eg, Eenﬂtnxms','l and producing tumor-promoting metabolites. It is undeniable that the
microbiome has serious implications for human health and the progression of disease (Menati
Razhno et al_, 2021; Schwabe and Jobin, 2013).

Endometnial cancer 15 one of the most common cancers among women in high-income countries.
There are many kmown risk factors: the excessive, uncontrolled exposure of the endometrium to
estrogens, including uncontrolled estrogen therapy, early menarche, late menopause, tamoxifen
therapy, nullipanty, infertility or failure to ovulate, polycystic ovary syndrome, diet, and general
lifestyle. Orther risk factors include mcreasing age, obesity, hypertension. diabetes mellims, and
hereditary nenpolyposis colon cancer. It was found that menopausal age was positively associated
with EC, and the risk increased for women of age above 46.5 years (Braum et al, 2016; Wu et al.,
2019). Until the second half of the 20th century, the uterine cavity was considered free of microbes.
Then it was assumed that colonization of the uterine cavity ocours from the infestine, oral cavity,
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Caselli et al. (Caselli et al , 2019) revealed that P. somerae and 4. vaginae induced the release of
promflammateory cytokines by human endometrial cells after 24 hours of co-culturing. As indicated
by the above studies, enrichment in certain taxa was observed among patients suffering from
hyperplasia and cancer, suggesting an nflammatory role of specific microorganisms n
CArCINOZEnesls.

The presence of certam bactenal species may contribute to altering the expression of genes encoding
proteins involved mn the mflammatory response, proliferation or apoptosis. Consequently, these
events may ultmately disrupt physiclogical processes and promote the development of disease states,
such as endomeiritis and endometmosis, which are associated with the development of cancer. In the
study described herein, using ANCOM analysis of the metagenomic data, we 1dentified
Anaerococcus as the taxon differentiating between EC and EM microbiomes. One representative,
Anaerococcus vaginalis, 15 kmown as a gynecologic pathegen associated with chremic endometritis
(CE), endometriosis, bactenial vagmosis (BV), and possibly also with cancer. In the study conducted
by Tsementzi et al. (Tsementzi et al_, 2020), samples of vaginal swabs from women suffering from
gynecological cancer who were indergoing pre-radiation therapy (N=65), post-radiation therapy

=13) and from a contrel group of healthy volunteers (N=67) were sequenced. Results from 165
TRNA V4 region sequencing revealed that the swabs taken from the cancer group were enriched m 16
phylegroups associated with BV and inflammation, including Sneathia, Prevorella, Pepioniphilus,
Fusobacrerium, Anaerococcus, Dializter, Moryella and Pepfosireprococcus, companng to the healthy
group. In another study, Lm et al. (L et al., 2019) collected and sequenced endometrial biopsy
tissue and fluid from 130 mfertile women with chronie endometritis, revealing that this malignaney 1s
associated with the abundance of bacterial taxa ncluding Dializter, Bifidobacterium, Prevotella,
Gardnerella and Anasrococcus. Another study conducted by Perrotta et al. (Perrotta et al., 2020)
revealed that in a group of 59 patients with different types of endometriosis, the amoumt of
Lactobacillus species was decreased while the vaginal pathogenic bacteria, meluding Angerococcus,
was mmereased, compared to 24 control samples from healthy volunteers” group. Mereover, in a recent
study, Semertzidou et al. (Semertzidou et al., 2024) compared the microbiota composition from 24
benign diseases and 37 EC patients from different anatomical sites (vagina, cervix, endometrium) and
observed a high diversity and Lacfobacillus depletion in the EC group. EC samples were also
enriched i several pathogenic species, including Porphyromonas, Prevotella, Peptoniphilus, and
Araeroceccns.

Based on our metagenomic data, we have selected 4. vaginalis as a representative of the taxon
differentiating between EC and EM and used these bactena for additional testing of their ability to
adhere to the human uterine fibroblasts, as well as induction of reactive oxygen species (ROS), to
mvestigate their potential role in EC development and progression. Lactobacillus jemsenii was used
as a member of the genus Lactobacillus, found in the physiological microflora of the uterns. Both
strains showed a high adhesion rate, which means they can efficiently colonize endometrinm, and the
imbalanece between lactobacilli and pathogenic species such as 4. vaginalis may lead to dysbiosis.
Bacterial infections can promote genetic instability of nearby host cells through bacterial genctoxins
of tumer promoting metabolite secretion, and the relafionship between chromic mfections and cancer
has already been demonstrated, e.g. in the case of Helicobacter pylor and Fusebacterium nucleatum
In gastric and colorectal cancers, respectively (Kostic et al., 2012; Lofgren et al, 2011; McCoy 2t al.,
2013; Tomati et al., 2003). Moreover, bactenal infections usually lead to inflammation, causing ROS
mduction, dysregulation of the innate mmune system and cell damage. However, the assoclation
between inflammation and cancer is not fully understood (Coussens and Werk, 2002; Hussain et al.,
2003; Lin and Karin, 2007). Dossus et al. conductad a case-control study which comprised 305
mcident cases of EC and 574 matched controls, where they observed a significant increase in the nsk
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of EC with elevated lavels of three inflammatory markers: Creactive protein (CRP), interleukin 6
(IL6&), and IT1 receptor antagomist (IL1Ra) (Dossus et al., 2010). In addition to inﬂaJmnatnrj.r
markers, free radicals are generated during the inflammation respense to eliminate invading
photogenes (Spooner and Yilmaz, 2011). Hawe'i.er elevated levels of ROS can also damage healthy
human cells and tngger carcinogenests (Hussain et al., 2003). It has been estimated that nfeactions
and associated inflammation contribute to about 15%: of all cancer cases worldwide (Couszens and
Werb, 2002). In our research, we have demonstrated that 4. vaginalis mduced a sigmificant merease
of ROS inside human uterine fibroblasts, and the levels were much hagher than in the presence of L.
Jensenii. High levels of ROS may damage proteins, lipids, membranes, and organelles. The
oncogenic role of ROS is associated with the induction of oxidative DINA damage involving double-
stranded breaks and the formation of 8-oxo-7, 8-dihydro-2'-decxyguanosine (E-oxedG). This exidized
guanine mdueces transversion of gnanine to thymine and 1s 2 major cause of spontaneous
mutagenesis, leading to carcinogenesis (Nakamura and Takada, 2021; Valavanidis et al., 2000}

The literature data and the metagenomic results presented in this study indicated significant
differences in the composition of the uterine microbiome between cases of EC and benign lesions of
this organ. Our results are not only in agreement with data indicating the pathological involvement of
the genns Anaerococcus in the development of the most commeon gynecelogical diseases but also
shed new light on our previous understanding regarding the possibility of mnduction of necplastic
processes by this microorganism. This knowledge may lead to new diagnostic and preventive
strategies for EC, but clanfying the role of 4. v aﬂ?:m.frs in EC requires further research. If confirmed
i the larger cohorts, examination of the miq:mbiame of cervical swabs concerming the presence of A.
vaginaliz az an EC indicater could form the basis of microbiclogical diagnosis of EC, which would
be of great importance in detecting the early stages of the disease.

5 Conclusions

In conclusion, our study indicated that microbial composition significantly differs between patients
with endometrial cancer and benign lesions such as myoma. Furthermore, some pathogenic taxa,
such az Streptococeus, Anasrococcus, Prevotella, Gardnerella, Peproniphilus, and Porplhyromonas,
may play a key role i endometrial cancer development and progression. Understanding the
functional interactions between the endometrial microbiome and the mnmme system could provide
new insights into the pathogenesis of endometrial cancer.

6  Data Availability Statement

The authenticity of this article has been validated by uploading the key raw data onto The University
of Lodz Repository: http:/hdl handle netf1 1089/32037

7 Ethics statements

The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinla, and approved by the
Bioethics Committee of the Eegional Medical Council in Bzeszow City (Protocol number 24/B/2019,
update 54/B/2020, date of approval 21.05.2020).

8  Awtor contributions

Conceptualization, AK  OK P35 and TEK; methodology, AKX OK AB AD andIL;
software, J.L.; validation, O K. and J.L.; formal analysis, A K., TK and P.5.; mvestigation, A K.,
OE AB. AD_ JL and W.W.;resources, AK., AB., AD_ datacuration, AK , OE AB_AD,

9

101



381 and J L writing—original draft preparation, AKX, OK AB AD_JL and WW_; wnting—
382 review and editing, AE , P.5. and T.K ; visualization, A K, O.K and JL ; supervision, AK. P.5.
383  and TE ; project administration, A K | and P.5 ; funding acquisition, A K | P.5. All authors have
384  read and agreed to the published version of the manuseript.

383 9 Funding

386  This research was funded in part by the National Science Centre, Poland (grant SONATA 17 UMO-
387 2021/43/DWNZTH01386), 1st edition of the Doctoral Fellowship Programme of University of Lodz

388  (No. 26 DGB/MIDUB/2022), and by a subsidy for scientific activity provided to the Department of
389  Molecular Microbiolegy by the University of Lodz (B2211000000038.01). For the purpese of Open
390  Access, the anthor has applied a CC-BY public copymight licence to any Author Accepted Manuscript
301 (AAM) version ansing from this submission.

392 10 Conflict of interest

393 The authors declare that the research was conducted in the absence of any commercial or finaneial
304  relationships that could be construed as a potential conflict of interest.

395 11 References

396  Benmmer, M. Ferwerda, G., Joosten, 1. and van der Molen, B G. (2018). How uterine microbiota

397 might e responsible for a receptive, fertile endometrium. Human Reproduction Update, 24(4),
308 393413, https:/'doi.org/10. 1093/ umupd/dnry012

399  Braum, M. M., Overbeek-Wager, E. A, and Grumbe, R. . (2016). Diagnosis and Management of
400 Endometnal Cancer. American Family Plhysician, 93(6), 468474,

401  Caselli, E., Soffritti, 1, D" Accolti, M., Piva, I, Greco, P_, and Bonaccorsy, G. (2019).

402 =p=<em=Atopobium vaginas<fem= And <em=Porphyromonas someras<iem> Induce

403 Proinflammatory Cytokines Expression In Endometrial Cells: A Possible Implication For

404 Endometrial Cancer?=fp=_ Cancer Management and Ressarch, Volume 11, B571-8373.

405 https//dolorg/10.2147/CMAR 5217362

406  Chen, C., Song, X., Wer, W, Zhong, H., Da1, ., Lan, Z., L1, F., Yu, X, Feng, Q., Wang, £., Xie, H.,
407 Chen, X., Zeng, C., Wen, B., Zeng, L., Du, H., Tang, H., Xu, C., Xia, Y., ... Jia, H. (2017). The
408 microbiota continmum aleng the female reproductive tract and its relation to uterme-related
409 diseases. Natre Communications, 8(1), 873, https-/idoLorg/10.1038/s41467-017-00901-0

410 Coussens, L. M., and Werb, Z. (2002). Inflammation and cancer. Nonre, 42006917, 800-867.
411 https-//doi.org/10.103 8/mature(1322

412 De Seta, F., Campisciane, G., Zanotta, ., Ricel, G, and Comar, M. (2019). The Vagnal Community

413 State Types Microbiome-Immune Network as Key Factor for Bacterial Vaginosis and Aerobic
414 Vagmitis. Fromtiers in Microbiology, 10. https-/fdororg/10.3389/fmick 201902451
415 Dossus, L., Rmaldi, 5., Becker, 5., Lukanova, A.. Tjonneland, A, Olsen, A, Stegger, J.. Overvad,
416 K., Chabbert-Buffet, M., Jimenez-Corona, A.. Clavel-Chapelon, F., Rohmmann, 5., Teucher, B,
a7 Boeing, H., Schilize, M., Trichopoulow, A., Benetou, V., Lagiou, P_, Palli, D, ... Kaaks, R.

10

This 15 a provisional file, not the final typeset article

102



418
419

420
421
422
423

424
425

426
427
428
429

430
431

432
433
434
435
436

437
438
439

441
447
443

445

a7
448
449
450
451

452
453
454
455

(2010). Obesity, inflammatory markers, and endometrial cancer risk: a prospective case—control
study. Endocrine-Related Cancer, 17(4), 1007-1019. https-//doiorg/10.16TVERC-10-0053

Ezald, T., Kawamura, Y., L1 W, L1, Z. Y, Zhao, L., and Shu, 5. (2001). Proposal of the genera
Amnaerococcus gen. nov., Peptomphilus gen. nov. and Gallicola gen. nov. for members of the
gemus Peptostreptococens. International Jowrnal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
JI(4), 1521-1528. https://doi.org/10.1099/00207713-51-4-1521

Huszain, 5. P, Hofseth, L. 1., and Harmis, C. C. (2003). Radical camses of cancer. Nature Reviews
Cancer, 3(4), 276-285 https:/doi.org/10 1038/ nre 1046

Kaakoush N. O., Olzomer, E. M., Kosasth M., Martm A R, Fargah F., Lambie, N., Susic, D,
Hoehn K. L. Farrell B, and Byme, F. L. (2022). Differences in the Active Endometrial
MMicrobiota across Body Weight and Cancer in Humans and Mice. Cancers, I14(9), 2141,
https:/fdolorg/10.33MWcancers 14002141

Kennel, K. B., and Greten, F. B (2021). Imnume cell - produced ROS and their impact on tumor
growth and metastasis. Redeox Biology, 42, 101891, https://dolorg/10.1016/ redex. 2021.101891

Kostic, A. D, Gevers, D, Pedamallu, C. 5., Michaud, M., Duke F. Earl, A M., Ojesina, A. L, Jung,
I, Bass, A. I, Tabemero, I, Baselga, J., Lin, C., Shivdasam B A Ogmo, 5., Buren, B. W,
Huttenhower, C., Gamett, W. 5., and Meverson, M. (2012). Genomic analysis identifies
association of Fusebacterium with colorectal carcinoma. Gemome Research, 22(2), 202208,
https-//doi.org/10.1101/gr 126573111

Kuzmycz, 0., and Stgczek, P. (2020). Prospects of NSAIDs administration as double-edged agents
agamst endometrial cancer and pathological species of the uterine microbiome. Cancer Bislogy
and Therapy, 21(6), 486494 hitps:ifdor.org/10.1080/15384047 20201736483

Li C,Gu Y. He Q. Huang I, Song, Y., Wan, X and L1, Y. (2021). Integrated Amnalysis of
Microbiome and Transcriptome Data Reveals the Interplay Between Commensal Bacteria and
Fibrin Degradation in Endometrial Cancer. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology,
11 https:/deLorg/10.3389/fcimb 2021 742558

Lin, W.-W_, and Eann M. (2007). A cytolane-mediated link betwesn mmate immumaty,
mflammation, and cancer. Jowrnal af Clinical Investigation, 117(3), 1175-1183.
hitps://don.org/10.1172/JCI31537

L, ¥ Ko E Y.-L. Wong, K& K-W., Chen, X.. Cheumg, W.-C_, Law, T. 5.-M., Chung, J. P.-W,
Tsu, 5. K.-W. L1, T-C., and Chum. 5. 5.-C. (2019). Endometnal microbiota in infertile women
with and without chronic endometritis as diagnosed using a quantitative and reference range-
based method. Fertility and Sterility, 112(4), 707-717 1.
htips=/doLorg/10. 1016/ fermstert. 2019.05.015

Lofgren, J. L., Whary, M. T, Ge, Z_, Muthupalam, 5., Taylor, N. 5., Mobley, M., Potter, A, Varro,
A Eibach, D., Suerbaum, 5., Wang, T. C., and Fox, J. G. (2011). Lack of Commensal Flora in
Helicobacter pylorni-Infected INS-GAS Mice Reduces Gastritis and Delays Intraspithelial
Neoplasia. Gastreenterology, 140(1), 210-220.24. https//dei.org/10.1053/.gastro. 2010.09.048

11

103



494
495
496

497
493
499
500

501
502
503

S04
505
506
507

508
509
510
i1l

512
513
314
K]

516
517
518
519
520
321
522
523
524
525
526
527

528
529

530

532

Spooner, B, and Yilmaz, O. (2011). The Role of Reactive-Oxygen-Species in Microbial Persistence
and Inflammation. International Journal af Molecular Sciences, 12(1), 334-352.
https:fdolorg/ 10 3300/ms12010334

Thubert, T., Foulot, H., Vinchant, M., Santulli, P., Marzouk, P., Borghese B, and Chapron, C.
(2016). Surgical treatment: Myomectomy and hysterectomy; Endoscopy: A major advancement.
Best Practice and Research Clinical Obstefrics and (jynaecology, 34, 104-121.
https-//dot.org/10.1016/.bpobgyn.2015.11.021

Toson, B., Simen, C., and Moreno, I {(2022). The Endometrial Microbiome and Its Impact on Human
Conception. International Jowrnal of Melecular Sciences, 23(1), 485,
https://doLorg/10.3300/ms2 3010483

Touati, E., Michel, V., Thiberge, J.-M., Wuscher, M., Huerre, M., and Labigne, A. (2003). Chronic
Helicobacter pylon infections induce gastric muxtations in micel 1This report is dedicated to the
memory of Prof Maunee Hofinng. Gasiroenteralogy, 124(5), 1408-1419.
https-//doi.org/10.1016/30016-5085(03)00266-X

Tsementz, D, Pena-Gonzalez, A, Bai, J., Hu, Y., Patel, P., Shelton, 1., Dolan, M., Arluck, J.,
Ehanna N., Conrad, L., Scott, I, Eng. T. Y, Eonstantimdis, K. T, and Bruner, D. W (2020).
Comparison of vaginal microbiota in gvnecologic cancer patients pre- and post-radiation therapy
and healthy women. Cancer Medicing, $(11), 3714-3724. hitps://dororg/10.1002/cam4. 3027

Valavamidis, A.. Vlachogianm T, and Fiotakis, C. (2009). 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (8-
OHAG): A Cntical Biomarker of Oxidative Stress and Carcinogenesis. Jowrnal of
Emaronmental Science and Health, Part C, 27(2), 120139
https:/fdolorg/10. 1080/ 1039030090228 5624

Walsh, D. M., Hokenstad, A. M., Chen, I., Sung, J., Jenkms, G. D., Chia, N., Nelson, H., Manan, A.,
and Walther-Antonio, M. B. 5. (2019). Postmenopause as a key factor in the composition of the
Endemetrial Cancer Microbiome (EChiome). Scientific Reports, (1), 19213
https://doi.org/10.1038/s41598-019-55720-8

Walther- Anténio. M. B. 8., Chen, I, Multinu, F_, Hokenstad, A, Distad, T. I, Cheek, E. H., Keeney,
G. L., Creedon, D. J, Nelzon, H., Manani, A., and Chia, M. (2016). Potential conmbution of the
uterine microbiome in the development of endometrial cancer. Gemome Medicine, 8(1), 122
https:fdolorgf10.1186/13073-016-0368y

Wang, L., Yang, I, S0, H., Shi, L., Chen, B, and Zhang, 5. {2022). Endometrial microbicta from
endometrial cancer and paired pericancer tissues in postmenopausal women: differences and
clinical relevance. Menopause, 20{10), 1168-1175.
https:/fdoLorg/10. 1097/GME.0000000000002053

World Cancer Research Find International. (n.d.). hips-dwww. werf orgleancertrends/endometrial-
cancer-statistics . Accessed on 15.04.2023.

W, ¥, Sun, W., L, H., and Zhang, D). (2019). Age at Menopause and Risk of Developing
Endeometrial Cancer: A Meta-Analysis. BioMead Research International, 2019, 1-13.
https://doi.org/10.1155/2019/8584130

13

104



Lysis Solution:
Lysozyme 10 mg/ml
1| Mutanolyzin 10 U/ul

/ Lizostaphin 0.4 U/pl

Overnight 37°C w/shaking

Figure 1. Draft of the experimental procedure, A — sample collection, B — primary lysis in
Lysis Solution, containing the specific bacterial enzymes cocktail, C - bacterial DNA
extraction, D — bacterial DNA amplification, E — sequencing using the [llumina MiSeq next-

generation sequencing platform, F — bioinformatic analysis of the samples.
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Figure 2. The alpha diversity comparison of EM and EC microbiome, based on the Shannon

index. ** p <0.01.
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Figure 3. The ASVs number of endometrial myoma (EM) and endometrial cancer (EC)

samples.

106



* %

BC distance
o
[}
o

0.60 ]

EC (n=120) EM (n=208)

Axis 2 (10.08 %)

Axis 3 (7.408 %) Axis1(16.03 %)

Figure 4. The Bray-Curtis distance comparison of endometrial myoma (EM) and
endometrial cancer (EC) samples. ** =p <0.001 (A). The Bray-Curtis distance mapping of
samples. EM — blue; EC — orange (B).
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Figure 5. Weighted (A) and unweighted (B) UniFrac comparison of endometrial myoma
(EM) and endometrial cancer (EC) samples. ** =p <0.01, *** =p <0.001.
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Lactobacillus
Firmicutes
Cyanobacteria

Escherichia-Shigella
_ 11,63%
Others 18,79% )

. Enterococcus 2,17%
Bifidobacterium 5,48%

Prevotella 2,45%

Lactobacillus 59.48%

Streptococcus
Anaerococcus*
Prevotella
Gardnerella
Peptoniphilus
Porphyromonas

Escherichia-Shigella 6,15%
Others 18,90% '
Streptococeus 7.82%

Prevotella 16,96%
Lactobacillus 16 85%

Anaerococcus 2,60%
Peptoniphilus 2,62%
Dialister 1,73%

Porphyromonas 1,02%
Gardnerella 25,36%

Figure 7. The main taxons of bacteria identified in the samples from women with

endometrial myoma (left) and endometrial cancer (right) and their corresponding percentage

distribution in the form of a pie chart.
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Figure 8. Percentage of L. jensenii and A. vaginalis adhesion to HUF cells at 0.5 MOI of L.
Jjensenii and A. vaginalis. Data were obtained by measuring fluorescence at Ex/Em =480/561
nm in three independent experiments. Results were statistically compared with the control
using One-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test. ***p < 0.001.
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Figure 9. ROS level in HUF cells, after 24-hour co-incubation at 0.5 MOI of L. jensenii and
A. vaginalis. Data were obtained by measuring fluorescence after H2ZDCFDA staining at
Ex/Em =492/527 nm in three independent experiments. Results were statistically compared
with the control using a One-way ANOVA with Bonferroni multiple comparison test; *** =
p <0.001; L. jensenii was used as a representative of the physiological state, and the 0,5%

H202 as the positive control (ROS inducer).
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