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Wykaz skrotow i skrotowcow

WHO - §wiatowa organizacja zdrowia
(ang. World Health Organization)

HPV — wirus ludzkiego brodawczaka
(ang. human papilloma virus)

HSV — wirus opryszczki (ang. herpes
simplex virus)

EBV — wirus Ebsteina-Barr (ang.
Ebstein-Barr virus)

HTLV-1 — ludzki wirus biataczki

z komorek T typu 1 (human T-cell
leukemia type 1 virus)

HBYV — wirusy zapalenia watroby B
(ang. hepatitis B virus)

HCV — wirusy zapalenia watroby C
(ang. hepatitis C virus)

p53 — biatko supresorowe, tzw.
“straznik genomu” (kodowane przez
gen TP53)

pRb — biatko retinoblastomy
(ang. retinoblastoma protein), biatko
supresorowe (kodowane przez gen pRB)

APC - biatko gruczolakowatej
polipowato$ci okreznicy (ang.
adenomatous polyposis coli), biatko
supresorowe (kodowane przez gen
APC)

Ras — biatko onkogenne (nazwa
pochodzi od rat sarcoma, czyli migsak
szczurzy)

Raf — kinaza biatkowa, biatko
onkogenne

Myc — biatko onkogenne

Wnt — biatko onkogenne, regulujace
szlaki kancerogenezy (nazwa pochodzi
od genow Wn (wingless) i Int

u Drosophila melanogaster)

MMR — naprawa nieprawidlowo
sparowanych zasad (ang. mis-match
repair), system naprawy DNA

NER — naprawa przez wycinanie
nukleotydu (ang. nucleotide-excision
repair), system naprawy DNA

BER — naprawa przez wycinanie
zasady (ang. base-excision repair),
system naprawy DNA

NK — komoérka immunologiczna NK,
naturalny zabojca (ang. natural killer)

VEGF — czynnik wzrostu §rodblonka
naczyn (ang. vascular endothelial
growth factor)

INOS — indukowalna syntaza tlenku
azotu (ang. inducible nitric oxide
synthase); synonim: NOS2

NOS2 — syntaza tlenku azotu 2 (ang.
nitric oxide synthase 2); synonim: iNOS
COX-2 — cyklooksygenaza-2 (ang.
cyclooxygenase-2); synonim: PTGS-2
TME — mikro$rodowisko guza
nowotworowego (ang. tumour
microenvironment)

CAF — fibroblast zwigzany
z nowotworem (ang. cancer associated
fibroblast)

TAM — makrofag zwigzany
z nowotworem (TAM, ang. tumour
associated macrophage)

MSC — komérki mezenchymalne
zwigzane z mikrosrodowiskiem (ang.
mesenchymal stromal cells)

MDSC — komérka supresorowa
pochodzaca z mezenchymalnych
(MDSC, mesenchymal-derived
suppressor cell)

IL — interleukina (ang. interleukin)
TNF-a — czynnik martwicy nowotworu
a (ang. tumour necrosis factor o)
EGF — czynnik wzrostu naskérka (ang.
epidermal growth factor)

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow
(ang. hepatocyte growth factor)
IGF-1 — insulinopodobny czynnik
wzrostu 1 (ang. insulin-like growth
factor 1)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow
(ang. fibroblast growth factor)

PDGF — plytkopochodny czynnik
wzrostu (ang. platelet-derived growth
factor)



TGF-B — transformujacy czynnik
wzrostu B (ang. transforming growth
factor)

a-SMA — a-aktyna mig$ni gltadkich
(ang. o smooth muscle actin)

HIF-1 — czynnik indukowany hipoksja
1 (ang. hipoxia-inducible factor)
PHD — zalezne od tlenu biatko
posiadajace domeny hydroksylazy
prolinowej (ang. prolyl hydroxylase
domain-containing protein)

VHL - biatko Von Hippel-Lindaua
FIH — czynnik hamujacy HIF (ang.
factor inhibiting HIF)

BNIP3 — biatko antyapoptotyczne
EPO - erytropoetyna

uPA — urokinazowy aktywator
plazminogenu (ang. urokinase
plasminogen activator)

CTGF — czynnik wzrostu tkanki
facznej (ang. connective tissue growth
factor)

ECM — macierz zewnatrzkomoérkowa
(ang. extracellular matrix)

ZEB1 — homeoboks 1 wigzacy kasete E
palca cynkowego (ang. zinc finger
E-box binding homeobox 1), szlak

molekularny zaangazowany w indukcje
EMT

CDH1 — kadheryna 1 (ang. cadherin 1);
synonim: E-kadheryna

CDH2 — kadheryna 2 (ang. cadherin 2);
synonim: N-kadheryna

Z0-1 — zonula occludens 1; biatko
tworzace potaczenia migdzykomodrkowe
typu zwierajacego

PTEN — homolog fosfatazy i tensyny
(ang. phosphatase and tensin homolog),
inhibitor szlaku PI13K/Akt

Shh — szlak molekularny (ang. Sonic
hedgehog)

Rho — rodzina biatek bedacych
homologiem Ras (ang. Ras homolog
gene family)

MiRNA — mikroRNA (ang. microRNA)

CAT - przejscie kolektywno-
ameboidalne (ang. collective to
ameboid transition)

MAT - przej$cie mezenchymalno-
ameboidialne (MAT, mesenchymal to
ameboid transition)

CXCL - grupa chemokin (ang. C-X-C
motif chemokine ligand)

GM-CSF — czynnik stymulujgcy
tworzenie kolonii granulocytow i
makrofagdéw (ang. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)
CXCRL1 - receptor chemokin (ang.
C-X-C motif chemokine receptor)
CCL - grupa chemokin (ang. C-C
motif chemokine ligand)

ADAM — metaloproteinaza (ang.

a disintegrin and metalloproteinase),
inaczej adamlizyna

PI3K — kinaza-3 fosfatydyloinozytolu
(ang. phosphatidylinositol 3-kinase)
Akt — kinaza biatkowa, regulowana
przez PI3K

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana
mitogenem (ang. mitogen-activated
protein kinase)

ERK — kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomorkowym (ang.
extracellular signal-regulated kinase)

FAK — kinaza kontaktow ogniskowych
(ang. focal adhesion kinase)

Bcl-XL — biatko antyapoptotyczne
Bim — biatko proapoptotyczne

BM — blona podstawna (ang. basement
membrane)

CD44 — glikoproteina, receptor
dla kwasu hialuronowego

MET — przej$cie mezenchymalno-
epitelialne (ang. mesenchymal-
epithelial transition)

KLKS — rodzina peptydaz zwigzanych
z kalikreing (ang. kallikrein-related
peptidases)

UPAR — receptor uPA (urokinazowego
aktywatora plazminogenu) (ang.
urokinase plasminogen activator
receptor)



tPA — tkankowy aktywator
plazminogenu (ang. tissue plasminogen
activator)

ROS — reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygen species)

JNK — c-Jun N-terminalna kinaza (ang.
c-Jun N-terminal kinase)

PLAU — gen kodujacy urokinazowy
aktywator plazminogenu (uPA)

GPI — glikozylofosfatydyloinozytol,
czasteczka kotwiczaca

PAI — inhibitor aktywatora
plazminogenu (ang. plasminogen
activator inhibitor)

MMP — metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. matrix
metalloproteinase)

MT-MMP — blonowa metaloproteinaza
macierzy zewnatrzkomorkowej (ang.
membrane-type matrix
metalloproteinase)

TIMP — tkankowy inhibitor
metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. tissue
inhibitor of matrix metalloproteinases)

RECK - biatko bogate w cysteing
indukujace powrot do postaci
pierwotnej (ang. reversion-inducing
cysteine-rich protein), inhibitor
metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej

GAP — biatko stymulujace aktywnos¢
GTPazowa matych biatek G (ang.
GTP-ase activating protein), inhibitor
biatek Rho

GEF — czynnik wymiany nukelotydow
guanylowych (ang. guanine nucleotide
exchange factor), aktywator biatek Rho
GDI - biatko hamujace spontaniczng
dysocjacj¢ nukleotydow guaninowych
(GDls, ang. guanine nucleotide
dissociation inhibitor), inhibitor biatek
Rho

P1P2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforan

P1P3 — fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
trifosforanu

RTK — receptorowa kinaza tyrozynowa
(ang. receptor tyrosine kinase)

ROCK - kinaza biatkowa zwigzana
z biatkami Rho (ang. Rho-associated
protein kinase)

mDia — ssaczy homolog genu
diaphanous (ang. mammalian homolog
of diaphanous), efektor biatek Rho
LIMK —kinaza LIM

FA — kontakt ogniskowy (ang. focal
adhesion)

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny
(ang. fluorescein isothiocyanate),
fluorofor

CDK — kinaza zalezna od cyklin (ang.
cyclin-dependent kinase)

Y AP — bialko towarzyszace kinazie Yes
(ang. Yes-associated protein)

TEAD - czynnik transkrypcyjny
wigzacy YAP (ang. TEA domain family
members)

GLUT - transporter glukozy (ang.
glucose transporter)

CSC — nowotworowa komorka
macierzysta (ang. cancer stem cell)
5-LOX — 5-lipooksygenaza (ang.
5-lipooxygenase)

NF-kB — czynnik jadrowy B (ang.
nuclear factor xB)

STAT — czynnik transkrypcyjny

PGE2 - prostaglandyna E2 (ang.
prostaglandin E2)

RNS — reaktywne formy azotu (ang.
reactive nitrogen species)

RONS - reaktywne formy tlenu | azotu
(ang. reactive oxygen and nitrogen
species)

PTGS - syntaza prostaglandin (ang.
prostaglandin-endoperoxidase
synthase), synonim: COX

LPS — lipopolisacharyd (ang.
lipopolysaccharide)

DCA, DOX — kwas deoksycholowy
(ang. deoxycholic acid), wtorny kwas
zolciowy

PLC — fosfolipaza C (ang.
phospholipase C)



IP3 — trifosforan inozytolu (ang.
inositol triphosphate)

EP — receptor PGE2

CAMP — cykliczny
adenozynomonofosforan

PKA — kinaza bialkowa A (ang. protein
kinase A)

EGR — biatko odpowiedzi wczesnego
wzrostu (ang. early growth response
protein)

Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne
EGFR — receptor dla czynnika wzrostu
naskorka (ang. epidermal growth factor
receptor)

NLPZ — niesteroidowe leki
przeciwzapalne

AC — cyklaza adenylowa (ang. adenylyl
cyclase)

IAP — biatko hamujace apoptoze (ang.
inhibitor of apoptosis protein)

Tcf-4 — czynnik transkrypcyjny
wiazacy B-aktyne

MDR — oporno$¢ wielolekowa (ang.
multidrug resistance)

EV — pecherzyk pozakomorkowy (ang.
extracellular vesicle)

ABC - transportery wigzace ATP (ang.
ATP-binding cassetes)

mtDNA — DNA mitochondrialne

P-gp — glikoproteina P (ang.
glicoprotein P); biatko opornosci
wielolekowej (MDR)

BCRP — biatko opornosci raka piersi,
ang. breast cancer resistance protein;
biatko opornos$ci wielolekowej (MDR)
TMD — domena transmembranowa
biatka MRP (ang. transmembrane
domain; inna nazwa: MSD, ang.
membrane-spanning domain)

NBD — domena wigzaca nukleotydy
(ang. nucleotide-binding domain);
domena biatka MRP

ABCC - podrodzina C biatek ABC,;
inna nazwa: MRP

MRP — biatko zwigzane z opornoscia
wielolekowa (multidrug resistance-
associated protein)

IARC — Miedzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem (ang. International
Agency for Research on Cancer)
ESMO - Europejskie Towarzystwo
Onkologii Medycznej (ang. European
Society for Medical Oncology)

CRC - rak jelita grubego (ang.
colorectal cancer)

CIMP — komorek o fenotypie metylacji
w obrebie wysp CpG (ang. CpG island
methylator phenotype)

TNM - klasyfikacja stadiow
nowotworu

IBD — niespecyficzne zapalenie jelit
(ang. inflammatory bowel disease)
CIN — niestabilno$ci chromosomalnej
(ang. chromosomal instability)
MGMT — metylotransferazy
metyloguaninowa DNA (ang.
methylguanine DNA methyltransferase)
LTA — kwas litocholowy (ang.
litocholic acid)

Neu5Gc — kwas N-
glikoliloneuraminowy (ang.
N-glycolylneuraminic acid), pochodna
kwasu sjalowego

gFOBT — enzymatyczny test na krew
utajong w stolcu

FIT — immunochemiczny test na krew
utajong w stolcu

MSI — niestabilno$¢ mikrosatelitarna
(ang. microsatellite instability)

UGT — UDP-glukuronylotransferaza
(ang. UDP-glucunoryltransferase)
MADb — przeciwciato monoklonalne
(ang. monoclonal antibody)

TKI — inhibitory kinaz tyrozynowych
(ang. tyrosine kinase inhibitors)

PDT - terapia fotodynamiczna (ang.
photodynamic therapy)

UA — kwas ursolowy (ang. ursolic acid)
OA — kwas oleanolowy (ang. oleanolic
acid)

CPT-11 — kamptotecyna-11 (ang.
camptothecin-11)

FBS — plodowa surowica bydleca (ang.
fetal bovine serum)



NR — barwnik czerwien oboj¢tna (ang.
neutral red); metoda NR — metoda

z wykorzystaniem barwnika NR w celu
oceny zywotnosci komorek (badanie
efektu cytotoksycznego)

MTT — bromek 3-(4,5-
dwumetylotiazylo-2-yl)-2,5-
dwufenylotetrazolu, sl tetrazoliowa;
metoda MTT — metoda z
wykorzystaniem soli terazoliowej MTT
w celu oznaczenia zywotnosci lub
tempa proliferacji komorek

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang.
dimethyl sulfoxide)

PBS — roztwor soli fizjologicznej
buforowany fosforanami (ang.
phosphate buffered saline)

DT — czas podwojenia generacji, ang.
doubling time

ELISA — metoda
immunoenzymatyczna (ang. enzyme-
linked immunosorbent assay)

P1C — koktajl inhibitoréw proteaz (ang.
protease inhibitor cocktail)

NBT — chlorek 2,2'-bis(4-nitrofenylo)-
5,5'-difenylo-3,3'-(3,3'-dimethoksy-
4,4'-difenyleno)ditetrazolu)
(Nitrotetrazolium Blue chloride)

BCIP — fosforan 5-bromo-4-chloro-3-
indolilu (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate)

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang.
horseradish peroxidase)

AP — fosfataza alkaliczna (ang. alkaline
phosphatase)

CIl — combination index

IF — immunofluorescencja, metoda
immunofluorescencyjna (ang.
immunofluorescence)

WB — metoda Western Blotting

NOX2 — oksydaza NADPH 2 (ang.
NADPH oxidase 2)

TNBS — kwas trinitrobenzosulfonowym
(ang. trinitrobenzenesulfonic acid)

TLR — receptor Toll-podobny (ang.
Toll-like receptor)

GEM - gemcytabina, cytostatyk
MTOR - ssaczy cel rapamycyny (ang.
mammalian target of rapamycin),
kinaza uczestniczgca w wielu szlakach
molekularnych

Bax — biatko proapoptotyczne

p21 — inhibitor kinaz zaleznych

od cyklin

p38 — kinaza MAPK

Twist — szlak molekularny
zaangazowany w indukcje EMT
Snail — szlak molekularny
zaangazowany w indukcje EMT
Slug — szlak molekularny
zaangazowany w indukcje EMT
MEK - kinaza aktywujgca ERK
(ang. MAPK/ERK kinase)

5-FU — 5 fluorouracyl, cytostatyk
CHX — cykloheksymid, cytostatyk
OXL — oksaliplatyna, cytostatyk
Topl —topoizomeraza |

EMT — przejscie epitelialno-
mezenchymalne (epithelial-
mesenchyma transduction)

TAN — neutrofil zwigzany z
nowotworem (ang. tumour associated
neutrophil)

DC — komorka dendrytyczna (ang.
dendritic cell)

PAR — receptor aktywowany
proteazami (ang. protease activated
receptor)

Serpina — inhibitor proteaz serynowych
(ang. serine protease inhibitor)

HA — kwas hialuronowy (ang.
hyaluronic acid)

FAP — rodzinna polipowatos¢
gruczolakowata (ang. familial
adenomatous polyposis)

CE - karboksyloesteraza (ang.
carboxylesterase)



1. Wprowadzenie

Nowotwory ztosliwe sa jedna z gtownych, obok chordb krazenia, przyczyn
zgonoOw pacjentéw w Polsce 1 na $wiecie. Mimo szeroko zakrojonych badan
dotyczacych etiologii, diagnostyki i leczenia chorob nowotworowych, jak rowniez
prowadzonymi strategiami profilaktycznymi, kazdego roku na $wiecie odnotowuje si¢
coraz wigcej zachorowan i zgonéw wywotanych ta chorobg. Wedhug danych WHO
(Swiatowej Organizacji Zdrowia, ang. World Health Organization) w roku 2018
przewidziano okoto 18 milionéw nowych przypadkéw i ponad 9 milionow zgonoéw
[http://www.who.int/cancer/en/]. Nowoczesne terapie daja nadziej¢ na powodzenie
w walce z nowotworami, czg¢sto jednak nie sg one wystarczajaco skuteczne lub ich
swoistos¢ obejmuje niewielka grupe nowotwordéw lub pacjentéw. Obiecujacym
podejsciem leczniczym jest prowadzenie terapii skojarzonej, czyli takiej, w ktorej
wykorzystywana jest wigcej, niz jedna substancja czynna. Wiele czynnikoéw
pochodzenia naturalnego oraz ich naturalne, syntetyczne czy potsyntetyczne pochodne
wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe. Moga one ingerowaé w okreslone szlaki
molekularne zwigzane z nowotworzeniem, powodujagc zahamowanie rozwoju
lub wrecz remisje guza. Ponadto, substancje takie moga zwigksza¢ efektywnosé
rutynowych terapii przeciwnowotworowych, a nawet wykazywac dziatanie ochronne

na prawidtowe tkanki pacjenta.

1.1. Nowotwor

1.1.1. Informacje ogodlne

Nowotwodr jest chorobg znang juz od starozytnosci. Grecka nazwa,
neoplasma, zaproponowana zostala przez Hipokratesa. Podstawa choroby jest
zaistnienie zmian w materiale genetycznym. Moga one by¢ wywotane przez czynniki
zwane kancerogenami. Podzieli¢ je mozna na:

a) czynniki fizyczne (promieniowanie elektromagnetyczne, y, X, UV);

b) czynniki chemiczne (azbest, arsen, N-nitrozozwiazki, sktadniki dymu
tytoniowego);

C) czynniki biologiczne (wewngtrzne, takie jak nieprawidlowe funkcjonownie uktadu
hormonalnego oraz zewngtrzne: leki hormonalne oraz patogeny: wirusy (wirus

ludzkiego brodawczaka (HPV, ang. human papilloma virus), wirus opryszczki
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(HSV, ang. herpes simplex virus), wirus Ebsteina-Barr (EBV, ang. Ebstein-Barr
virus), ludzki wirus biataczki z komérek T typu 1 (HTLV-1, ang. human T-cell
leukemia type 1 virus) czy wirusy zapalenia watroby B 1 C (HBV, HCV, ang.
hepatitis B(C) virus)), bakterie (Helicobacter pylori) oraz pasozyty (przywry
z rodzaju Schistosoma, Opisthorchis, Clonorchis, pierwotniaki takie jak zarodzce
(Malaria spp) czy $widrowiec amerykanski (Trypanosoma cruzi)) [Kordek i in.,
2007; Gotab i in., 2015; Collier i in., 2001; Strickertsson i in., 2017; Botelho i in.,
2013; van Tong i in., 2017].

Nowotwory mozna podzieli¢ na tagodne i ztosliwe. Nowotwory tagodne
zwykle nie zagrazaja zyciu, relatywnie fatwo mozna je usuna¢ chirurgicznie — czesto
maja regularny ksztalt, otoczone sa torebka lacznotkankowa, nie ulegaja one
unaczynieniu, przez co osiggna¢ moga tylko okreslong wielko$¢. Z kolei, nowotwory
ztosliwe sa jedng z gldéwnych przyczyn zgonow. Moga one powstawac z tagodnych
zmian lub de novo. Wykazujg one nieregularng budowe, dzigki ich unaczynieniu moga
osigga¢ praktycznie nieograniczong wielko$¢, gdyz wymiana tlenu, metabolitoéw
1 substancji odzywczych zachodzi juz nie tylko na drodze dyfuzji prostej, lecz takze
z wykorzystaniem naczyn krwiono$nych. Ponadto, nowotwory ztosliwe maja zdolno$¢
naciekania pobliskich tkanek, a takze przerzutowania, czyli przemieszczania si¢
do czgsto odlegtych organow. Do tego rodzaju nowotwordéw naleza:

a) rak (carcinoma), inaczej nabtoniak, pochodzacy z tkanki nabtonkowej (stanowi
ok. 80% nowotwordéw ztosliwych);

b) migsak (sarcoma), w tym kostniakomigsak (osteosarcoma), pochodzacy z tkanki
pozanablonkowej, lacznej, glownie tkanek migkkich czy kosci;

c) nowotwory ztosliwe uktadu nerwowego, gtéwnie glejak (glioma), pochodzacy
z tkanki nerwowej;

d) chtoniak (lymphoma), wywodzacy si¢ z tkanki chtonnej;

e) biataczka (lymphoma), ktorej komorki powstajg z uktadu krwiotworczego;

f) czerniak (melanoma), wywodzacy si¢ z tkanki barwnikotworcze;j;

g) potworniak (teratoma), powstaly z komoérek zarodkowych [Ye, Weinberg, 2015;
Kordek i in., 2007].
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1.1.1.1. Cechy nowotworu

Komorki nowotworow ztosliwych wykazuja zestaw charakterystycznych
cech (Ryc. 1). Aby nowotwor mégt si¢ rozwing¢, musi zaj$¢ szereg okreslonych zmian
w materiale genetycznym podatnej komorki. Nowotwory zlosliwe charakteryzujg si¢
wobec tego niestabilno$cia genetyczng. Zachodza w nich kolejne mutacje, ktore moga
prowadzi¢ do ich $mierci, jak rowniez do nabycia nowych cech lub wzmocnienia tych
juz istniejgcych. Zmiany takie w konsekwencji przyspieszajg rozwoj (progresje)
choroby. Ponadto, w komodrkach nowotworowych inaktywacji ulegajg systemy
naprawy DNA [Hanahan, Weinberg, 2011].

W  wyniku zaburzenia szlakéw regulacji cyklu komorkowego, dochodzi
do przyspieszenia podziatow komodrkowych (proliferacji komorek) poprzez
nadekspresje czynnikow promujacych ten proces i zmniejszong ekspresje lub wrecz
inaktywacje czynnikow ograniczajacych. Ponadto, komorki nowotworowe tracg cechg
zahamowania kontaktowego. Proces ten wystepuje w komorkach prawidlowych
1 zwigzany jest z istotnym ograniczeniem podzialdéw komorkowych w wyniku braku
dostepnej powierzchni wzrostowej lub uformowania ostatecznej postaci tkanki.
Dochodzi wtedy do wysylania sygnatéw hamujgcych proliferacje. W przypadku
komoérek nowotworowych cecha ta zostaje utracona, a komorki niezaleznie
od uzyskiwanych sygnatow beda dalej proliferowac. Prowadzi¢ to moze do zaburzenia
architektury tkanki i narzadu, a w konsekwencji do powstawania guzow
nowotworowych,  bedacych  strukturami  patologicznymi  zaburzajgcymi
funkcjonowanie catego organizmu. W nowotworze dochodzi do dwoch kluczowych
zjawisk — hiperplazji, czyli zwickszonej proliferacji (niekiedy uzywa si¢ wrecz
stwierdzenia hiperproliferacja) oraz dyspalzji, czyli nieregularnych podziatow
komoérkowych w wyniku zaburzenia mechanizméw kontroli cyklu komorkowego
[Hanahan, Weinberg, 2011].

Jednym z kluczowych mechanizméw zachowania homeostazy w organizmie jest
proces apoptozy, czyli programowanej S$mierci. Komoérki, w ktorych doszto
do powaznych uszkodzen, ulegty infekcji wirusowej lub po prostu ,,zestarzaty sie”,
wchodzg na szlak apoptozy. Ich DNA ulega fragmentacji, elementy komorkowe
zamykane sa w pecherzyki — ciatka apoptotyczne — 1 trawione. Komodrka umiera,
nie czynigc szkody pobliskim tkankom, a jej miejsce zajmowane jest przez ,,nowa”

komorke. Szlak apoptozy moze by¢ indukowany przez samg komoérke w wyniku
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aktywacji okreslonych szlakow molekularnych. Komoérka moze tez by¢ ,,zmuszana”
do aktywacji apoptozy, np. poprzez aktywnos¢ limfocytow T. Limfocyt wytwarza
czynniki, ktére indukujg programowang $mieré komoérki docelowej: granzym
1 perforyny, dochodzi tez do wigzania czynnika FasL obecnego na powierzchni blony
limfocytu z jego receptorem na komorce docelowej [Gotab i in., 2015]. Apoptoza jest
regulowana migdzy innymi przez bialka pro- i anty-apoptotyczne. Przewaga tych
pierwszych skutkuje $miercig komorki, natomiast tych drugich — przezyciem.
W przypadku komorek nowotworowych, dochodzi do zmniejszenia ilosci i ekspresji
bialek pro-, a zwigkszenia — biatek anty-apoptotycznych. Z tego wzgledu, nawet
otrzymanie sygnalu do $mierci nie zapoczatkuje w komoérce nowotworowej procesu
apoptozy.

Kazda komorka posiada okreslony czas zycia. Na starzenie si¢ samych
komorek, jak i catego organizmu wptyw ma kilka mechanizméw. Jednym z nich jest
skracanie telomerow. Telomery to element zbudowany z zasad nukleinowych,
znajdujacy si¢ na koncu chromosomu i zabezpieczajacy przed jego uszkodzeniem.
Z kazdym podzialem komoérkowym dochodzi do ich skracania. Komorki
nowotworowe odtwarzaja telomery w wyniku aktywno$ci enzymu — telomerazy.
Dzigki temu uzyskuja one ,,niesSmiertelno$¢” czyli teoretycznie, w sprzyjajacych
warunkach, mogg one przechodzi¢ podziaty w nieskonczonos¢ [Hanahan, Weinberg,
2011].

Charakterystyczng cechg rozwijajagcego si¢ guza nowotworowego jest wzrost
zapotrzebowania na tlen 1 substancje odzywcze, jak roéwniez zintensyfikowane
uwalnianie produktéw przemiany materii zakwaszajacych mikrosrodowisko
patologicznej masy. Jezeli tlen i substancje odzywcze nie beda doprowadzane,
a metabolity odprowadzane, spowoduje to czgsciowe obumarcie guza. Jest to jedna
z istotniejszych przyczyn, dla ktorej guz ztosliwy ulega unaczynieniu. W wyniku
produkcji okreslonych czynnikéw, moze on przejmowac istniejgce naczynia
krwionosne lub indukowaé powstawanie nowych z juz istniejacych. Proces ten nosi
nazwe neoangiogenezy, a czynniki go indukujace proangiogennymi. Unaczynienie
guza nie tylko powoduje wzrost jego objetosci wynikajacej z przyspieszonej
proliferacji komorek go tworzacych, lecz takze kreuje nowe drogi jego rozsiania
[Hanahan, Weinberg, 2011].

Nowotwor zmienia swoje srodowisko, zakwaszajac je, w wyniku nagromadzania si¢

w nim ostatecznych jak i posrednich metabolitow. Srodowisko takie sprzyja

13



pojawianiu si¢ mutacji, prowadzacych do nabycia przez komorki nowotworowe
nowych cech. Dzigki temu sg one zdolne naciekaé pobliskie tkanki, tworzac miejsce
dla rozrastajacego si¢ guza, a takze migrowaé. Po wniknieciu do naczyn krwiono$nych
czy limfatycznych, komoérki nowotworowe o0siggaja nowe miejsca w organizmie
1 zasiedlajac je, tworza tzw. przerzuty. Przerzutowanie wigze si¢ zawsze z gorszym
rokowaniem dla pacjenta, mniejsza skuteczno$cig terapii oraz krotszym czasem
przezycia [Hanahan, Weinberg, 2011].

Transformacja nowotworowa, przy braku skutecznosci systemow
wewnatrzkomérkowego usuwania komorek zmienionych, nie oznacza jeszcze
pewnosci rozwinigcia si¢ nowotworu. Wazng linig obrony jest aktywno$¢ uktadu
immunologicznego. Ma on za zadanie rozpoznawa¢ 1 niszczy¢ komorki
nieprawidlowe, w tym komodrki nowotworowe, ktore jednak bronig si¢ przed
odpowiedzig gospodarza, gtownie poprzez produkcje okreslonych czynnikow oraz
rekrutacje do swojego srodowiska komorek produkujacych te czynniki. Ma to na celu
supresje uktadu immunologicznego. Ponadto, komodrki nowotworowe produkuja duza
ilo§¢ zrdéznicowanych antygenow lub zmieniajg swoje antygeny powierzchniowe.
Proces ten, nazwany ucieczka spod nadzoru immunologicznego, umozliwia rozwdj
choroby do postaci wykrywalnej klinicznie [Kordek i in., 2007; Hanahan, Weinberg,
2011; Robey i in., 2015].

Komorki nowotworowe charakteryzuje takze zmieniony metabolizm. Intensywny
wzrost guza oraz hiperproliferacja komorek wymagaja wigkszych zasobow energii
1 makroczasteczek budulcowych, takich jak biatka, lipidy czy cukry. Nowotwory
preferuja metabolizm beztlenowy, glikolize, ktora dostarcza okoto 15-18 razy mniej
energii niz oddychanie tlenowe, ale zachodzi okoto 100-krotnie szybciej. Ponadto,
w komorkach nowotworowych dochodzi do nadekspresji enzymdéw metabolicznych
czy transporterow, m.in. glukozy (GLUTs, ang. glucose transporters), tak aby
zapotrzebowanie metaboliczne komorek zostato spelnione. Zmiany metaboliczne
w komorkach nowotworowych powigzane sa ze wszystkimi opisanymi wczesniej
cechami nowotworu [Hanahan, Weinberg, 2011; Robey i in., 2015].

Nadmierny rozrost guza moze powodowac¢ uposledzenie dzialania organu.
Ponadto, u pacjentow nowotworowych dochodzi do kacheksji: wyniszczenia
organizmu, przewleklego stan zapalnego oraz upos$ledzenia dziatania uktadu
odpornosciowego, co w rezultacie prowadzi do $mierci [Kordek; Hanahan, 2011;

Robey, 2015].
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Ryec. 1. Cechy komérek nowotworowych [opracowanie wlasne]

1.1.1.2. Nowotworowe komorki macierzyste

Istnieja dwie hipotezy wyjasniajace mechanizm powstawania guza
nowotworowego oraz jego niejednorodnos¢, czyli wystepowanie réznych klonow
komorek pod wzgledem morfologicznym, antygenowym i funkcjonalnym. Sa to:
model stochastyczny (ewolucji klonalnej) i model hierarchiczny (nowotworowych
komorek macierzystych). Pierwsza hipoteza zaktada, iz kazda komorka moze stac si¢
komoérka nowotworowa, dajaca poczatek guzowi pierwotnemu oraz wtdrnemu.
Innymi stowy, kazda komorka nowotworowa ma taki sam potencjat do odtworzenia
guza. Drugi model zaktada, iz wystgpuje hierarchia wsrdd populacji klonow komoérek
W guzie, a najwyzej postawione sg nowotworowe komorki macierzyste (CSCs,
ang. cancer stem cells). One jako jedyne uczestnicza w progresji nowotworu
1 przyczyniajg si¢ do jego inwazji i przerzutowania. Prowadzone badania potwierdzaja
zblizone prawdopodobienstwo rozwoju nowotworu na drodze obu modeli. Aktualnie
uwaza si¢ zatem, iz najblizszg prawdy jest hipoteza taczaca oba modele [Wang i in.,
2014; Lathia, Liu, 2017].

CSCs odkryte zostaty na przetomie XX i1 XXI w. Przez ostatnie dwie dekady
prowadzono intensywne badania nad pochodzeniem nowotworowych komorek

macierzystych, ich charakterystycznych cech i antygendéw, udzialu w kancerogenezie,
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a takze mozliwoscig skierowania terapii przeciwko nim. Udowodniono,
iz CSC odgrywaja kluczowa role w rozwoju i progresji nowotworu, inwazji
| przerzutowaniu, jak rowniez lekoopornosci. Odpowiadajg takze za nawroty choroby.
Prowadzone badania potwierdzity, iz zniszczenie komorek zejSciowych nowotworu
nie jest wystarczajace i dopoki CSCs nie ulegng eliminacji, dochodzi¢ moze do wznow

choroby (Ryc. 2) [Lathia, Liu, 2017; Schulenburg i in., 2010].

odtworzenie guza
CSC — nowotworowa 5t chotob
komérka macierzysta nawrot chorooy

komorki zejsciowe
\ <) &% é—%
csc SC CSC CSC

f

” Qv —_— —p
guz nNOWotworowy

L@_ -

obumarcie guza

Ryec. 2. Poréwnanie terapii standardowej oraz celujacej w CSCs [opracowanie wlasne]

Nowotworowe komorki macierzyste wystepuja w stanie uspienia, przez co oporne s3
na dziatanie cytostatykow. Posiadajg takze wysoko aktywne 1 skuteczne mechanizmy
opornosci lekowej. Po zniszczeniu guza na drodze chemio- czy radioterapii, CSCs
przechodza cykl komérkowy, dajac poczatek nowej generacji komorek, co powoduje
nawro6t. Posiadaja one charakterystyczne markery powierzchniowe, ktore potencjalnie
moglyby sta¢ si¢ celem terapeutycznym. Na drodze syntezy chemicznej opracowano
kilka potencjalnych lekow, ktore wykazujg aktywnos$¢ w eliminowaniu CSCs. Odkryto
takze substancje pochodzenia naturalnego, ktore rowniez wykazuja takie wlasciwosci
[Lathia, Liu, 2017; Schulenburg i in., 2010; Schulenburg i in., 2015; Taylor,
Jabbarzadeh, 2017].

1.1.1.3. Mikrosrodowisko nowotworu

Waznym elementem guza nowotworowego jest jego  nisza,
tzw. mikrosrodowisko (TME, ang. tumour microenvironment). Jest to srodowisko

otaczajgce guz, zasobne w czynniki sprzyjajace rozwojowi nowotworu, jak réwniez
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ochraniajace go przed aktywnosciag ukladu immunologicznego. TME sktada si¢
z elementéw komoérkowych 1 pozakomorkowych. Do tych pierwszych naleza
perycyty, komorki endotelialne (Srodbtonkowe), fibroblasty, jak réwniez komorki
uktadu immunologicznego: neutrofile czy makrofagi [Gould, Courtneidge, 2014;
Senthebane i in., 2017]. Komorki te sa nierzadko odpowiednio zmodyfikowane
w wyniku oddziatywania guza, mikrosrodowiska, czy wydzielanych przez nie
czynnikéw. I tak w Srodowisku guza obecne sg fibroblasty zwigzane z nowotworem
(CAFs, ang. cancer associated fibroblasts), makrofagi zwigzane z nowotworem
(TAMs, ang. tumour associated macrophages), komodrki mezenchymalne zwigzane
z mikrosrodowiskiem (MSC, ang. mesenchymal stromal cells) czy komorki
supresorowe pochodzace z mezenchymalnych (MDSCs, mesenchymal-derived
suppressor cells) [Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Segal, 2016; Poggi, Giuliani,
2016; Melzer i in., 2016]. Komodrki mikrosrodowiska moga wydziela¢ szereg
czynnikow, tworzacych pozakomodrkowy element niszy nowotworowej, takich jak:
cytokiny (IL-1B (interleukina 1), IL-8, IL-10, czynnik martwicy nowotworu a
(TNF-a, ang. tumour necrosis factor o), chemokiny, czynniki wzrostowe (czynnik
wzrostu naskorka (EGF, ang. epidermal growth factor), czynnik wzrostu hepatocytow
(HGF, ang. hepatocyte growth factor), insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1,
ang. insulin-like growth factor 1), czynnik wzrostu fibroblastow (FGF, ang. fibroblast
growth factor), czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial
growth factor), ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth
factor), transformujgcy czynnik wzrostu  (TGF-f, ang. transforming growth factor)),
bialka macierzy zewnatrzkomodrkowej (fibronektyna, kolagen, proteoglikany,
glikoproteiny, periostyna, a-aktyna migsni gtadkich (a-SMA, ang. o smooth muscle
actin) czy proteazy, w tym metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs,
ang. matrix metalloproteinases). Czynniki te ulatwiajg 1 przyspieszaja wzrost,
proliferacje, rdznicowanie, przezywalno$¢, migracje¢ komorek nowotworowych,
wzmagaja stan zapalny, aktywuja szereg procesow prowadzacych do inwazji
1 przerzutowania, hamowania apoptozy, indukucji angiogenezy, jak rowniez
wzmagajg lekooporno$¢ i immunotolerancj¢ (Ryc. 3) [Gould, Courtneidge, 2014;
Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Segal, 2016; Poggi,
Giuliani, 2016; Melzer i in., 2016].
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MIKROSRODOWISKO NOWOTWORU
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Ryc. 3. Skladniki mikrosrodowsika nowotworu i ich udzial w kancerogenezie [opracowanie
wlasne]

Charaktetystycznym dla $rodowiska guza nowotworowego jest jego
zakwaszenie oraz hipoksja, czyli niedotlenienie. Takie §rodowisko jest wynikiem
wytwarzania kwasnych metabolitow, takich jak kwas mlekowy, powstatych
z pirogronianiu podczas glikolizy. Nowotwory ,,preferuja” glikolize nad oddychaniem
tlenowym. Zjawisko to nosi nazwe efektu Warburga lub glikolizy tlenowej
1 charakteryzuje si¢ prowadzeniem glikolizy nawet w warunkach zasobnych w tlen.
Fosforylacja oksydatywna jest procesem bardziej ekonomicznym dla komorki,
jednakze glikoliza zachodzi szybciej, tym samym generujac wigcej energii w tym
samym czasie. Ponadto, komoérka nowotworowa prowadzac proces glikolizy,
nie wykorzystuje potencjalu mitochondriow, ktory przeznaczony moze byc¢

do produkcji biomolekut, budujacych nowe komorki. Jest to niezmiernie wazne
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dla guza, biorac pod uwage tempo jego wzrostu [Kato i in., 2013; Gould, Courtneidge,
2014; Scharping, Delgoffe, 2016]. Zakwaszone s$rodowisko sprzyja mutacjom,
umozliwiajagcym komodrkom nabywanie nowych cech, przyspieszajacych rozwoj
nowotworu. W takich warunkach indukowana jest inwazyjno$¢, angiogeneza,
oraz promowana migracja komorek guza. Czgsto takze kwasne $Srodowisko moze
zmniejsza¢ efektywno$¢ chemioterapeutykow, jak roéwniez ogranicza¢ aktywno$¢
limfocytow T [Kato i in., 2013; Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016].

Zakwaszenie S$rodowiska wywolane jest nie tylko efektem Warburga,
ale takze hipoksja. W warunkach niedotlenienia aktywowane sg migdzy innymi geny
kodujace enzymy glikolityczne, w wyniku czego produkowany jest kwas mlekowy.
Z drugiej strony, zakwaszone S$rodowisko sprzyja przetaczeniu metabolizmu
tlenowego na beztlenowy. Pojawia si¢ zatem p¢tla wzajemnej aktywacji.

Hipoksja powstaje w wyniku aktywnosci enzymow glikolitycznych, jednak
glownym jej induktorem jest niedostateczna ilos¢ tlenu docierajagca do guza. Moze
to by¢ spowodowane chaotycznym wytwarzaniem naczyn krwiono$nych, ktorych
powstawanie w warunkach fizjologicznych jest $cisle regulowane. W przypadku
nowotworu, wytwarzana jest duza ilo$¢ czynnikow proangiogennych, w wyniku czego
wiele nowopowstatych naczyn jest nieprawidtowo wyksztatcona czy §lepo zamknigta.
Moze takze dochodzi¢ do sytuacji, gdy guz rosnie zbyt szybko, aby umozliwi¢
ukrwienie catej jego objetosci [Scharping, Delgoffe, 2016; Otrock i in., 2009; Geiger,
Peeper, 2009].

W warunkach hipoksji aktywacji ulega wiele czynnikow. Jednym z najwazniejszych
jest czynnik indukowany hipoksja 1 (HIF-1, ang. hipoxia-inducible factor).
Zbudowany jest on z dwodch podjednostek, o o krotkim czasie poéttrwania oraz
konstytutywnie aktywnej P. Aktywno$¢ HIF-la w warunkach normoksji jest
hamowana przez zalezne od tlenu biatko posiadajace domeny hydroksylazy
prolinowej (PHD, ang. prolyl hydroxylase domain-containing protein), biatko Von
Hippel-Lindaua (VHL) czy czynnik hamujacy HIF (FIH, ang. factor inhibiting HIF).
Nastepnie, HIF-1a ulega ubikwitynacji i jest degradowany w proteasomie (Ryc. 4). W
warunkach hipoksji aktywnos¢ PHD i1 VHL zostaje zahamowana, umozliwiajac
powstanie stabilnego dimeru HIF-1. Podjednostka a. moze by¢ rowniez stabilizowana
przez czynniki wydzielane przez komoérki mikrosrodowiska, takie jak czynniki
wzrostowe, cytokiny oraz onkogeny, np. MYC [Otrock i in., 2009; Dondajewska,
Suchorska, 2011; Muz i in., 2015]. Stabilny dimer podjednostek a i f trafia do jadra
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komodrkowego, gdzie poprzez odpowiednie czynniki transkrypcyjne i kofaktory
aktywuje geny pronowotworowe, kodujace biatka lub regulujace czynniki takie jak:
BNIP3, erytropoetyne, VEGF, iNOS czy enzymy glikolityczne. Wywotuja one dalsze
zakwaszenie $rodowiska, indukuja angiogeneze oraz hamuja apoptoze (Ryc. 4).
Ponadto, HIF-1 reguluje szlaki molekularne zwiazane z proliferacja, apoptoza,
inwazja, migracjag czy metabolizmem komodrkowym, przyspieszajac pogresje
nowotworu. Czynnik ten uczestniczy takze w immunosupresji czy nabywaniu przez
komorki nowotworowe chemio- i radiooporno$ci [Otrock i in., 2009; Dondajewska,
Suchorska, 2011; Muz i in., 2015; Masson, Ratcliffe, 2014; Noman i in., 2015].

VHL VHL
. 0 —
normoksja —1>_ FIH hipoksja ———— ¥m
PHD PHD
v ubikwitynacja
( mFB | Lt

P300/

CBP

[ e
\ HIF1B \ HIF1A

. —> BNIP3 ——— apoptoza

5 Venzlymy 3 zukwu\szcnw )
glikolityczne mikrosrodowiska

—> iNOS ——> wytwarzanic NO
\ HIF1A \ HIF18
—> —> crytropoeza
HRE
proteasom ﬂWW e VEGF —> angiogeneza

Ryec. 4. Regulacja aktywnos$ci HIF-1 w warunkach normoksji i hipoksji [opracowanie wlasne]
W S$rodowisku hipoksyjnym podjednostka a ulega ubikwitynacji i degradacji w proteasomie.
Podczas hipoksji aktywnos$é czynnikéw inhibujacych HIF-1 (VHL, FIH i PHD) zostaje
zahamowana, przez co powstaé¢ moze stabilny dimer podjednostek a i p. Stabilny czynnik HIF-1
ulega translokacji do jadra komorkowego, gdzie poprzez okreslone czynniki transkrypcyjne
indukuje ekspresje genéw zwiazanych z progresja nowotworu

Hipoksja mikrosrodowiska nowotworu sprzyja jego progresji. Do srodowiska takiego
Sciggane sa makrofagi (w szczeg6lnosci TAMs) oraz neutrofile zwigzane
z nowotworem (TANS, ang. tumour associated neutrophils). Wytwarzaja one czynniki
indukujgce angiogeneze, wnikanie komorek nowotworowych do $wiatta naczyn
krwiono$nych czy stan zapalny [Senthebane i in., 2017; Singel, Segal, 2016].
Niedotlenienie uniemozliwia  takze wytwarzanie poprzez komorki
immunokompetentne reaktywnych form tlenu i wolnych rodnikow mogacych niszczy¢
komorki nowotworowe. Ponadto, ograniczeniu ulega aktywnos$¢ niektorych

cytostatykéw rowniez bazujacych na reaktywno$ci wolnych rodnikow tlenowych
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[Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016; Noman i in., 2015; Plaks
I in., 2015].

1.1.1.4. Stan zapalny

Chorobie nowotworowej nierozlacznie towarzyszy stan zapalny. W takim
srodowisku dochodzi do uszkodzen DNA, inaktywacji genow supresorowych, a takze
aktywacji lub zwigkszenia ekspresji szeregu czynnikéw i szlakow o charakterze
pronowotworowym.

W warunkach fizjologicznych stan zapalny jest zjawiskiem pozytywnym i ma na celu
pobudzenie i1 ukierunkowanie odpowiedzi immunologicznej. Powstaje na skutek
infekcji, uszkodzen tkanek, dziatania alergenéw 1 toksyn czy reakcji
autoimmunologicznej. Umozliwia on zwalczenie infekcji czy eliminacj¢ komorek
transformowanych. Poczatkowo pojawia si¢ lokalnie, obejmujgc obszar w ktorym
zostal zainicjowany. W miejsce odczynu zapalnego przyciagane sg neutroflie,
a nastgpnie makrofagi i komorki dendrytyczne (DCs, ang. dendritic cells). Wytwarzaja
one szereg czynnikow prozapalnych i chemotaktycznych powodujac rozszerzenie
stanu zapalnego na poziom uktadowy. Dochodzi do podwyzszenia temperatury ciala,
bolu, zaczerwienienia miejsca odczynu zapalnego. Stan ten nazywa si¢ ostrym stanem
zapalnym lub ostra reakcja zapalng [Gotab i in., 2015; Schetter i in., 2010; Fougere
i in.,, 2016]. Aby w organizmie zachowana zostala réwnowaga, musi by¢ on
wygaszony. Gdy wskutek zmian patologicznych, zespotow chorobowych
czy zaburzenia funkcjonowania okreslonych czynnikow nie dochodzi do jego
wygaszenia, pojawia si¢ chroniczny stan zapalny. Niesie ono za sobg Szereg zmian
w funkcjonowaniu okreslonych biatek, komorek, a w rezultacie catego organizmu.
Podczas chronicznego stanu zapalnego pojawia si¢ konstytutywna produkcja szeregu
mediatorow pronowotworowych. Dlatego tez prowadzi¢ on moze do rozwoju
| progresji nowotworu poprzez aktywacj¢ ztozonej grupy czynnikdw umozliwiajgcych
rozwdj i przetrwanie zmiany patologicznej w organizmie [Schetter i in., 2010; Samadi

i in., 2015].
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Ryc. 5. Molekularny mechanizm kancerogenezy indukowany chronicznym stanem zapalnym
[opracowanie wlasne]

NF-kB — czynnik jadrowy kB; COX-2 — cyklooksygenaza-2; PGE2 — prostaglandyna E2; iNOS —
indukowalna syntaza tlenku azoru; RONS — reaktywne formy tlenu i azotu; NO - tlenek azotu;
PI3K/Akt — szlak kinazy-3 fosfatydyloinozytolu i kinazy Akt; PTEN — homolog tensyny i
fosfatazy, inhibitor PI3K/Akt; VHL - biatko Von Hippel-Lindau, inhibitor EMT; EMT -
przejscie epitelialno-mezenchymalne, proces nabycia przez komorki zdolnosci do migracji;
Twist/Snail/ZEB - szlaki molekularne indukujgce EMT; TNF-a — czynnik martwicy nhowotworu
a, cytokina pro-zapalna; MMPSs — metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej; HIF-1a —
podjednostka o czynnika indukowanego hipoksja; VEGF — czynnik wzrostu srédblonka naczyn,
czynnik proangiogenny

Podczas chronicznego stanu zapalnego dochodzi do przeksztalcenia
protoonkogenéw w onkogeny oraz inaktywacji gendw supresorowych. Ponadto,
dochodzi do konstytutywnej aktywacji czynnikow takich, jak: syntaza tlenku azotu 2,
zwana tez indukowalng (NOS2, INOS, ang. inducible nitric oxide synthase),
cyklooksygenaza-2 (COX-2, ang. cyclooxygenase-2) i  prostaglandyny,
5-lipooksygenaza (5-LOX, ang. 5-lipooxygenase), HIF-1a, czynnik jadrowy xB
(NF-xB, ang. nuclear factor «B), STAT, kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
(MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase), szlak kinazy-3 fosfatydyloinozytolu
(PI3K, ang. phosphatidylinositol 3-kinase) i kinazy Akt, czynniki wzrostowe (TGF- j3,
VEGF) czy cytokiny prozapalne (IL-1B, -6, -11, TNF-a) i chemokiny (CXCR4,
CXCLS (IL-8)). Powoduja one z jednej strony poglebienie stanu zapalnego, z drugiej
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za$ pehnig funkcje pronowotworowe poprzez tworzenie lokalnej immunosupres;ji (Ryc.
5) [Schetter i in., 2010; Samadi i in., 2015; Hoesel, Schmid, 2013; Thompson i in.,
2015; Zimmers i in., 2016].

Do indukcji onkogendw i inhibicji gendw supresorowych dochodzi w wyniku
zmian epigenetycznych oraz uszkodzenia systemow naprawy DNA. Wiaze si¢ to
gléwnie z wytwarzaniem podczas stanu zapalnego reaktywnych form tlenu (ROS, ang.
reactive oxygen species) i wolnych rodnikow. Indukcja onkogendéw (np. ras)
z jednoczesng inaktywacjg genow supresorowych (p53, APC, pRb, PTEN, VHL)
prowadzi do inicjacji rozwoju nowotworu i jego progresji [Schetter i in., 2010; Samadi
I in., 2015].

Jednym z najwazniejszych czynnikow indukowanych podczas chronicznego
stanu zapalnego jest cyklooksygenaza-2. Jest to enzym zlokalizowany na retikulum
endoplazmatycznym, ktory katalizuje powstawanie prostaglandyn. Zaréwno COX-2,
jak 1 prostaglandyny, a w szczegdlnosci prostaglandyna E2 (PGEZ2, ang. prostaglandin
E2), sa kluczowymi czynnikami odgrywajacymi role w stanie zapalnym
i kancerogenezie. COX-2 ulega nadekspresji w nowotworze, tym silniejszej, im
wyzsze stadium klinicznego zaawansowania nowotworu. Cyklooksygenaza-2
i produkt jej aktywnosci, PGE2, indukuja mutacje w DNA, proliferacj¢ komorek
nowotworowych, angiogeneze, przerzutowanie, a takze hamuja apoptoze komorek
transformowanych nowotworowo. Wykazano réwniez, ze reguluja mikrosrodowisko
guza oraz uczestniczg w powstawaniu lokalnej immunosupresji. Do czynnikow
indukowanych przez COX-2 naleza NF-kB, STAT3 (uczestniczacy w progresji
nowotworu, indukcji czynnikdéw prozapalnych oraz kacheksji organizmu),
Twist/Snail/ZEB, posrednio takze biatka Rho [Schetter i in., 2010; Samadi i in., 2015;
Thompson i in., 2015; Zimmers i in., 2016].

COX-2 ulega wzajemnej aktywacji z syntazg tlenku azotu 2, zwanej tez indukowalng
(NOS2, iNOS). Gléwna rolg tego enzymu jest produkcja tlenku azotu (NO), bedacego
reaktywng forma azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species). Petni on szereg funckji
w komorce i organizmie. Przede wszystkim jest czasteczka sygnatowa. W kontekscie
nowotworu, NO moze peli¢ fukncje sprzyjajace jego rozwojowi (utatwiajc
przerzutowanie, indukowa¢ czynniki zaangazowane w migracje i inwazj¢) lub
ograniczajace go (indukcja odpowiedzi immunologicznej, apoptozy czy uszkadzanie
komorek nowotworowych) [Schetter i in., 2010; Vannini i in., 2015]. Zaréwno NO,

jak i inne reaktywne formy tlenu i azotu (RONS, ang. reactive oxygen and nitrogen
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species), petnia szereg funkcji w stanie zapalnym i rozwijajacym si¢ nowowotworze.
Przede wszystkim powoduja peroksydacje DNA, lipidow i bialek, prowadzac
do ograniczenia lub utraty ich funkcjonalnosci. Ponadto, peroksydacja DNA moze
prowadzi¢ do niestabilnosci 1 szeregu mutacji, ktore z jednej strony mogag okazac si¢
$miertelne dla komoérek nowotworowych, z drugiej za§ promowad progresje
i przerzutowanie. RONS wptywaja takze na procesy komorkowe: indukujg lub hamuja
proliferacje, aktywuja szlak apoptozy oraz pobudzajg angiogeneze¢ [Schetter i in.,
2010; Thompson i in., 2015; Brenner i in., 2014].

Podczas stanu zapalnego uwolniony zostaje szereg cytokin i chemokin.
Cytokiny moga dziata¢ prozapalnie lub przeciwzapalnie, a rownowaga mi¢dzy nimi
reguluje réwniez odpowiedz immunologiczng. Podczas chronicznego stanu zapalnego
dochodzi do nadekspres;ji cytokin prozapalnych, w szczegdlnosci TNF-o oraz IL-1
i IL-6 [Samadi i in., 2015; Thompson i in., 2015]. Z kolei chemokiny, a szczegolnie
CXCL8 (inaczej IL-8), CXCL1 czy CXCL6, powoduja $cigganie neutrofilow
w miejsce odczynu zapalnego, ktore w mikrosrodowisku guza petnig funkcje
pronowotworowe poprzez wydzielanie szeregu czynnikéw, m. in. MMP-9 [Thompson
I in., 2015]. Ponadto, chemokiny mogg indukowac proliferacje, przezycie i migracjg
komorek, a takze regulowa¢ odpowiedz immunologiczng przeciwko nowotworowi
[Samadi i in., 2015].

Czynnikiem petnigcym szereg funkcji pronowotworowych, a indukowanym
podczas chronicznego stanu zapalnego jest takze kinaza Akt. Aktywowana jest ona
przez PI3K, ktéra z kolei indukowana jest przez receptorowe kinazy tyrozynowe
(RTKs, ang. receptor tyrosine kinase). Szlak PI3K/Akt uczestniczy w inhibicji
apoptozy, indukcja proliferacji czy migracji i czynnikow je regulujacych [Samadi i in.,
2015; Brown, Banerji, 2017]. W $rodowisku zapalnym Akt indukuje NF-kB, iNOS,
TNF-a, IL-6 i -17 [Samadi i in., 2015].

1.1.2. Proces kancerogenezy

Kancerogeneza jest to proces opisujacy rozwoj nowotworu. Podzielony zostat
na 3 etapy: inicjacje, promocj¢ i progresje. Niekiedy wyrdzniany jest takze etap
preinicjacji, czyli narazenia komorek lub organizmu na dziatanie kancerogenow (Ryc.

6) [Kordek i in., 2007; Gotab i in., 2015].
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Ryc. 6. Mechanizm kancerogenezy i przerzutowania [opracowanie wlasne]

Podczas inicjacji procesu nowotworowego, w wyniku dzialania czynnika
rakotworczego, dochodzi do zmian w materiale genetycznym komorki. Prowadzi to
do powstania tzw. komorki zainicjowanej. Wskutek mutacji nastepuje inaktywacja
genow supresorowych, ktérych produkty biatkowe, takie jak p53, pRb czy APC,
przeciwdziatajg pojawieniu si¢ komoérek zainicjowanych. Z drugiej strony, nadmiernie
aktywowane sg protoonkogeny, stajac si¢ onkogenami. Biatka przez nie kodowane
(np. biatka Ras, Raf, Wnt, Myc, czynniki wzrostowe) biorg udziat w szeregu procesow,
takich jak proliferacja, apoptoza, angiogeneza oraz migracja [Kordek i in., 2007;
Golab i in., 2015; Barrett, 1993; Croce, 2008; Markowitz, Bertagnolli, 2009; Siddiqui
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I in., 2015]. Zmiany w materiale genetycznym komorki mogg przybieraé postac
zarbwno mutacji punktowych, jak réwniez aberracji chromosomalnych.
Do transformacji nowotworowej prowadzi¢ mogg takze zmiany epigenetyczne DNA
[Kordek i in., 2007; Croce, 2008; Markowitz, Bertagnolli, 2009].

Na tym etapie dochodzi takze do zaburzenia rownowagi mig¢dzy biatkami pro-
1 antyapoptotycznymi. Skutkiem tego zjawiska moze by¢ zmniejszenie ilosci lub
aktywnosci biatek promujacych apoptoze, jak rowniez moze dojs¢ do zwigkszenia
potencjatu biatek hamujacych ten proces [Kordek i in., 2007; Croce, 2008]. Ponadto,
w komorkach nowotworowych dochodzi do inaktywacji genow stabilizujacych DNA,
tzw. systemoéw naprawczych DNA. Do najwazniejszych z nich nalezg: MMR
(naprawa nieprawidtowo sparowanych zasad, ang. mis-match repair), NER (naprawa
przez wycinanie nukleotydu, ang. nucleotide-excision repair) i BER (naprawa przez
wycinanie zasady, ang. base-excision repair). W prawidlowej komorce systemy te
odwracaja punktowe mutacje w materiale genetycznym, natomiast ich wylaczenie
w komorkach nowotworowych umozliwia pojawienie si¢ aberracji prowadzacych
do kancerogenezy [Kheirelseid i in., 2013].

Pierwsza linig obrony organizmu przed nowotworem jest aktywno$¢ genow
supresorowych, gtownie biatka p53 (Ryc. 7). Hamuje ono cykl komérkowy, indukuje
systemy naprawy DNA, a w skrajnym przypadku promuje apoptoze [Kheirelseid i in.,
2013; Simabuco i in., 2018]. O tym, jak wazne jest biatko p53 w ochronie przez
kancerogenezg §wiadczy fakt, iz w wigkszosci nowotwordw jest ono nieaktywne.
Oznacza to, ze dopiero gdy zostanie inaktywowane, moze doj$s¢ do rozwoju
nowotworu. Inaktywacja biatka p53 moze zachodzi¢ poprzez mutacje w genie TP53,
jak réwniez poprzez zwigkszenie aktywnosci biatka MDM2, degradujacego p53
[Kheirelseid i in., 2013; Simabuco i in., 2018; Labuschagne i in., 2018].

Ostatnig linig obrony organizmu przed kancerogenezg jest aktywnos¢ uktadu
odpornosciowego. Wzajemne relacje srodowiska guza oraz uktadu immunologicznego
okreslono jako immunoredagowanie. Proces ten sklada si¢ z trzech etapow.
W pierwszym, nazwanym etapem eliminacji, komérki immunokompetentne, gtownie
limfocyty T i1 komorki NK (tzw. naturalni zabojcy, ang. natural killers), zwalczaja
nowotwor. W kolejnym etapie, dochodzi do powstania stanu rownowagi miedzy
nowotworem 1 uktadem odpornosciowym. W ostatnim, trzecim, etapie, przewage
nabywa proces nowotworowy, prowadzac do ucieczki spod nadzoru

immunologicznego [Gotab i in., 2015; Swann, Smyth, 2007].
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Ryc. 7. Mechanizm aktywno$ci bialka p53 [opracowanie wlasne]

W wyniku zaj$cia uszkodzen DNA dochodzi do aktywacji bialka p53. Jego aktywnos¢ skutkuje
zahamowaniem cyklu komérkowego i proliferacji oraz aktywacja systeméw naprawy DNA (I).
Jezeli nie moze doj$¢ do naprawy bledéw w DNA, bialko p53 powoduje aktywacje bialek
proapoptotycznych, indukujac tym samym programowana Smier¢ komoérkowa (II). W sytuacji,
gdy apoptoza nie moze zaj$¢ lub biatko p53 zostalo inaktywowane, dochodzi do zwalczania
zmienionych komérek przez uklad immunologiczny (I1I)

Bad — bialko proapoptotyczne; Bcl-2 — bialko antyapoptotyczne; cyt. ¢ — cytochrom ¢, czynnik
uwalniany z mitochondrium, indukujacy proces apoptozy

Nadaktywne onkogeny powoduja, iz komorka zainicjowana uzyskuje
przewagg proliferacyjna, tj. ulega podzialom szybciej, niz komorki prawidlowe. W ten
sposob powiela swoj fenotyp, przerastajac tkanki prawidlowe. Nastepuje kumulacja
mutacji, a komorka zainicjowana staje si¢ komorka nowotworowg. Etap ten nosi
nazw¢ promocji | w trakcie jego trwania ksztaltuje si¢ struktura guza. Wraz
z podziatami komorkowymi zwigksza on swoja objeto$¢ oraz zaczyna naciekaé
sasiednie tkanki. W wyniku ekspresji okreslonych czynnikoéw: VEGF, erytropoetyny
czy iINOS, dochodzi do powstawania nowych naczyn krwiono$nych. Naczynia te
z jednej strony odzywiaja guz, z drugiej za§ stanowig droge ucieczki komorek
Z miejsca pierwotnego i utworzenia przerzutow. Dochodzi do tego w etapie progresji,
kiedy komorki nowotworowe nabywaja dodatkowe cechy, umozliwiajace okreslone;j
populacji komorek opuszczenie guza pierwotnego 1 migracje wraz z krwig lub limfa
do narzadow odlegtych [Kordek i in., 2007; Barrett, 1993; Siddiqui i in., 2015;
Markowitz, Bertagnolli, 2009; Schetter i in., 2010].
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Wraz z postgpem kancerogenezy, promowana jest nadmierna proliferacja
komorek, za$ coraz silniejszej presji podlega apoptoza. Ponadto, komorki produkuja
wysokie stezenia czynnikéw zwigzanych ze stanem zapalnym (np. COX-2), w wyniku
czego nasila si¢ on. Wickszego niz dotychczas znaczenia nabywa immunosupresja
mikrosrodowiska guza, co zwicksza jego oporno$¢ na dziatanie uktadu
odpornosciowego [Kordek i in., 2007; Schetter i in., 2010].

W ostatnim etapie kancerogenezy dochodzi do metastazy, czyli uwolnienia
komorek z guza pierwotnego, wedrowka w ptynach ustrojowych, a nastepnie
utworzenie guza wtornego w odleglym narzadzie. Przerzutowanie jest procesem
wieloetapowym 1 skomplikowanym, ktory podlega wieloczynnikowej regulacji.
Do powstania przerzutu odleglego przyczyniajg si¢ takie czynniki, jak stan zapalny

czy hipoksyjne, zakwaszone mikrosrodowisko [van Zijl i in., 2011].

1.1.3. Mechanizm przerzutowania

Istniejg rézne hipotezy wyjasniajace powstanie przerzutu nowotworowego.
Jedne z nich zakltadaja, iz komorki gotowe do przerzutowania wytwarzaja czynniki
sygnalne, majace na celu uformowanie $rodowiska do powstania guza wtdrnego.
Wedlug innych to powstale wczesniej Srodowisko wysyta czastki sygnalne,
indukujace zmiany w komorkach, prowadzace do nabycia fenotypu migracyjnego.
Niemniej jednak, istotnym jest wytworzenie odpowiedniej niszy wtornej by komorki
nowotworowe mogly zasiedli¢ odlegly organ. Ponadto, kazdy typ nowotworu
przerzutuje do okreslonych organdw. W przypadku raka jelita grubego sa to watroba,
pluca, rzadzie] m6zg. Mechanizm odpowiadajacy za taka selektywno$¢ nie jest jeszcze
do konca poznany. Podejrzewa si¢, iZ nowotwory przerzutuja do miejsc, w ktorych
powstata nisza wtorna bedzie odpowiada¢ wymaganiom komorek pochodzacych
z guza pierwotnego pod katem odpowiedniej anatomii, czynnikéw adhezyjnych
(np. integryn), chemokin, cytokin czy czynnikow wzrostu [Geiger, Peeper, 2009;
Brooks i in., 2010; Jiang i in., 2015; van Zijl i in., 2011].

Przerzut nowotworowy jest procesem wieloetapowym. Kluczowa role
odgrywa mikrosrodowisko nowotworu poprzez wytworzenie czynnikow
indukujacych okreslone zmiany w komorkach. W wyniku tego, dochodzi do przejscia
epitelialno-mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition),

procesu, podczas ktorego komodrki nowotworowe nabywaja fenotyp migracyjny.
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Komorki takie zdolne sa opusci¢ guz pierwotny oraz dokona¢ inwazji pobliskiej
tkanki. Wnikaja one do naczyn krwiono$nych (intrawasacja), ktorymi docieraja
do innych organdéw, a nastepnie opusczajag krwiobieg (ekstrawasacja). Dochodzi
do lokalnej inwazji, kolonizacji tkanki, a nastgpnie zagniezdzenia komorek

w powstalej wczesniej niszy wtornej [Geiger, Peeper, 2009; van Zijl i in., 2011].

1.1.3.1. Mikrosrodowisko a przerzut

Wplyw niszy nowotworowej na komorki jest jednym z kluczowych etapow
kancerogenezy. Z jej udziatem dochodzi bowiem do inicjacji okreslonych szlakow
prowadzacych do nabycia przez komoérki odpowiednich cech. Mikrosrodowisko
oddziatywuje na kazdy z etapow przerzutowania, od modulacji adhezji komorek,
ich uwolnienia z guza, poprzez migracj¢ i inwazje, az do osiaggnigcia niszy wtorne;.
Czynny udzial w tych procesach biorg komoérki mikrosrodowiska, CAFs, TAMs oraz
TANS, Tregs czy MDSCs, ktére poprzez wytwarzane czynniki prometastatyczne:
HIF-1, COX-2, czynniki wzrostowe (EGF, FGF, HGF, PDGF, VEGF, TGF-B, czynnik
wzrostu tkanki tacznej (CTGF, ang. connective tissue growth factor)), proteazy
(MMPs, proteazy cysteinowe (katepsyny) i serynowe (w tym czynnik biorgcy udziat
w aktywacji MMPs, urokinazowy aktowator plazminogenu (uPA, ang. urokinase
plasminogen activator)) czy cytokiny (IL-1a, IL-8, IL-10) oraz chemokiny (CXCL12)
regulujg mobilnos¢ komorek transformowanych [Geiger, Peeper, 2009; van Zijl i in.,
2011; Guan, 2015; Jiang i in., 2015; Butera i in., 2018; Zhang D. i in., 2018].

1.1.3.2. Stan zapalny a przerzut

Stan zapalny nie zawsze jest wyznacznikiem pojawienia si¢ zmiany
patologicznej, lecz w praktycznie wszystkich guzach nowotworowych odnotowuje si¢
podwyzszony odczyn zapalny. Ostry stan zapalny sprzyja zwalczaniu choroby,
gdy jednak nie zostaje on wygaszony, rozwija si¢ w forme chroniczng. Do §rodowiska
zapalnego naptywaja komoérki immunokompetentne (TAMs, TANs czy MDSCs),
ktore ulegaja modyfikacji w mikrosrodowisku guza. Wraz z komorkami zrgbu guza
wytwarzajg one szereg czynnikOw sprzyjajacych progresji nowotworu: cytokiny
i chemokiny (TNF-a, IL-6 oraz IL-8 (CXCLS8)), VEGF, uPA oraz MMPs,
COX-2/PGE2, Wnt czy PI3K/Akt. Czynniki te sprzyjaja nabywaniu przez komorki
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nowotworowe zdolno$ci migracyjnych w procesie przejscia epitelialno-
mezenchymalnego. Ponadto, podczas chronicznego stanu zapalnego dochodzi
do uposledzenia odpowiedzi immunologicznej, co dodatkowo sprzyja tworzeniu

przerzutéw [Brooks i in., 2010; Dominguez i in., 2017; Qian, 2017].

1.1.3.3. PrzejScie epitelialno-mezenchymalne (EMT)

W pierwszym etapie przerzutowania, dochodzi do nabycia przez komorki
zdolnosci do migracji. Proces ten nosi nazwe przejscia epitelialno-mezenchymalnego.
Nieruchliwe, epitelialne komorki raka, poprzez zmiang ekspresji okreslonych biatek,
ostabionej adhezji czy polarnosci komorki, nabywaja cech komorek mezenchymanych

(Ryc. 8).

naciekanie
( tkanek
EMT
- zajecie weztow
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komoérka komorka
epitelialna mezenchymalna ' ; _—>
E-kadheryna N-kadheryna '. {
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Ryec. 8. Przejscie epitelialno-mezenchymalne [opracowanie wlasne]

EMT indukowane jest przez szereg molekut, pochodzacych gtownie z TME,
do ktorych naleza: czynniki wzrostowe (EGF, HGF, FGF, PDGF, VEGF, TGF-p),
MMPs, HIF-1, NF-xB, cytokiny (IL-6, IL-8, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow 1 makrofagow (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), TNF-a), chemokiny (CXCR1, CCL2, CCLS5, CCL17, CCL18)

czy miRNA. Przejscie epitelialno-mezenchymalne moze by¢ takze aktywowane
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zakwaszeniem mikro$rodowiska i1 hipoksji, a takze rozwijajacym si¢ stanem
zapalnym. Do gtownych szlakow molekularnych regulujacych EMT nalezg Twist,
Snail, Slug oraz ZEB1 (homeoboks 1 wigzacy kasete E palca cynkowego),
ktore z kolei moga podlega¢ pozytywnej regulacji przez szlaki: brachyury,
PISK/Akt/mTOR, Ras, Myc, Wnt, Notch, Shh (ang. Sonic hedgehog), NF-kB czy
COX-2 [Ye, Weinberg, 2015; Zhang D. i in., 2018; Tam, Weinberg, 2013;
Kessenbrock i in., 2010; Fuxe, Karlsson, 2012; Dominguez i in., 2017; Suarez-
Carmonaii in., 2017; Dalla Pozza i in., 2018; Singh i in., 2018]. Z kolei do czynnikow
hamujacych EMT naleza: biatko P53, E-kadheryna czy inhibitor szlaku PI3K/Akt —
PTEN (Ryc. 9) [Li, Li, 2015].

Komorki nowotworowe na wczesnych etapach rowoju raka zachowuja cechy
komorek epitelialnych: sa nieruchliwe, charakterystyczna jest dla nich ekspresja
E-kadheryny (CDH1, ang. cadherin 1), cytokeratyn oraz ZO-1 (zonula occludens 1).
CDH1 zakotwiczona jest w btonie komorkowej; zewnatrzkomorkowa domeng taczy
si¢ z kadheryng sasiedniej komorki, uczestniczac w tworzeniu potaczen
migdzykomoérkowych typu zwierajacego. Domena wewnatrzkomorkowa pelni za$
funkcje regulacyjne, posiada bowiem miejca wigzania gtdéwnie z kateninami, w tym
B-katening. W ten sposéb hamuje aktywno$¢ szlaku Wnt/B-katenina, zaangazowanego
w progresj¢ nowotworu i przerzutowanie. W wyniku EMT, epitelialne komorki
nowotworowe nabywaja cech komoérek mezenchymalnych, dla ktorych
charakterystyczna jest wysoka aktywnos¢ i ilos¢ N-kadheryny (CDH2), wimentyny
czy a-SMA. Zmniejszenie ekspresji CDH1 na rzecz CDH2 nosi nazwe przelaczenia
kadherynowego. Prowadzi to do zmniejszenia adhezji migdzy komoérkami
oraz komorkami a macierzg zewnatrzkomorkowa (ECM, ang. extracellular matrix).
Ponadto, nastgpuje zmiana polarnosci komorki, dzigki czemu nabywa ona zdolnos$ci
do ruchu [Zeisberg, Neilson, 2009; Ye, Weinberg, 2015; Li, Li, 2015]. Obnizona
ekspresja CDHI powoduje odlaczenie PB-kateniny i jej translokacje do jadra
komoérkowego, gdzie indukuje ekspresje gendéw zaangazowanych w progresje
nowotworu. Z kolei, indukcja CDH2 prowadzi do przearanzowania cytoszkieletu
oraz tworzenia protruzji czyli lamellipodiow, umozliwiajacych ruch komorki, jak
rowniez inwadiopodiéow, odpowiedzialnych za naciekanie podbliskich tkanek.
W procesie tym, uczestniczg biatka z rodziny Rho, ktorych zwigkszenie ekspres;ji jest
wynikiem EMT. Zatem komorki, ktére przeszty EMT, zdolne sa do ruchu, jak rowniez

do uwolnienia z guza nowotworowego i migracji wgtab tkanki [van Zijl i in., 2011].
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EMT w kancerogenezie jest oznaka progresji nowotworu. Przejscie
epitelialno-mezenchymalne moze by¢ rowniez przyczyng opornosci komorek
nowotworowych na leczenie chemiczne i1 radiacyjne oraz skutkowaé nawrotami
choroby [Ye, Weinberg, 2015]. EMT, poprzez szlak molekularny Snail, przyczynia
si¢ do immunosupresji limfocytow T cytotoksycznych oraz, poprzez indukcj¢ zmiany
ekspresji antygendéw zgodnosci tkankowej (MHC), ucieczki nowotworu spod nadzoru
uktadu immunologicznego [Kudo-Saito i in., 2009; Akalay i in., 2015; Terry i in.,
2017; Dominguez i in., 2017].
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Ryec. 9. Molekularny mechanizm regulacji EMT [opracowanie wlasne]
PRC2, SET8 — metyltransferazy histonowe

Przejscie epitelialno-mezenchymalne zachodzi w warunkach fizjologicznych

w zyciu zarodkowym oraz w regeneracji tkanek, uczestniczac w procesach organo-

i morfogenezy. W nowotworach wykorzystywane jest jednak w celu zmiany fenotypu
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komorek, co umozliwia progresje i tworzenie przerzutow [Zeisberg, Neilson, 2009;
Ye, Weinberg, 2015].

Oprocz EMT, zaobserwowano takze przejscie kolektywno-ameboidalne
(CAT, ang. collective to ameboid transition) w przypadku miesaka, czerniaka,
chloniaka, a takze raka piersi, ptuca czy prostaty oraz przej$cie mezenchymalno-
ameboidialnego (MAT, mesenchymal to ameboid transition), wystepujace w raku
piersi, czerniaku czy wtokniakomigsaku. Oba mechanizmy prowadza do nabycia przez
komorke zdolnosci do ruchu ameboidalnego. Charakteryzuje si¢ on utrzymaniem
stabilnego ksztaltu komorek, ktorych mobilno$¢ opiera si¢ na przeciskaniu si¢ przez
wiokna ECM bez proteolitycznego trawienia. Ruch ameboidalny jest bardziej
pierwotny niz mezenchymalny, zachodzi jednak szybciej, a takze jest niezalezny
od MMPs. Kluczowy udziat w migracji, czy to w przypadku ruchu mezenchymalnego,
zaleznego od EMT, czy ameboidalnego, odgrywaja biatka Rho [van Zijl i in., 2011,
Guan, 2015; Simiczyjew i in., 2018]. Oprocz mezenchymalnego i ameboidalnego,
trzecim typem ruchu komorek jest mechanizm kolektywny. Komoérki migruja
W postaci zgrupowan, a potgczone sg ze sobg poprzez integryny [Geiger, Peeper, 2009;
Friedl, Alexander, 2011; Guan, 2015].

1.1.3.4. Uwolnienie komorek z guza, inwazja

W wyniku spadku ekspresji E-kadheryny i wzrostu N-kadheryny, jak rowniez
innych markeréw komorek mezenchymalnych, takich jak o-SMA, wimentyna
czy fibronektyna, dochodzi do zmiany polaryzacji komorki i ostabieniu jej potaczen
z komorkami sgsiednimi oraz macierza zewnatrzkomorkowa. Ponadto, proteazy
obecne w mikrosrodowisku guza, glownie metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 adamlizyny moga wytrawia¢ biatka powierzchniowe,
dodatkowo ostabiajac adhezje komorek [Friedl, Alexander, 2011]. W konsekwencji,
komorki nowotworowe mogg uwolni¢ si¢ z guza pierwotnego i migrowa¢ w glab
tkanki wykorzystujac lub nie system proteazowy. Sam ruch mozliwy jest dzigki
aktywnos$ci bialek Rho, szczegolnie Rac i RhoA, ktére dokonuja przeksztatcenia
cytoszkieletu aktynowego [Friedl, Alexander, 2011].

W prawidlowych warunkach, gdy dochodzi do odlgczenia si¢ komorki
od macierzy zewnatrzkomoérkowej, aktywowane s3 czynniki pro-apoptotyczne,

gléwnie biatko Bel-XL oraz uktad Fas/FasL. Konsekwencja tego zjawiska jest Smier¢
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komorki na drodze apoptozy uwarunkowanej brakiem adhezji czyli anoikis. Komorki
nowotworowe unikajg tego mechanizmu, a kluczowa rolg odgrywaja tutaj integryny,
aktywujace kinaze kontaktow ogniskowych (FAK, ang. focal adhesion kinase), kinazg
Src oraz MAPK/ERK1/2 (kinaza 1/2 regulowana sygnalem zewnatrzkoméorkowym,
ang. extracellular signal-regulated kinase 1 and 2). Dochodzi do fosforylacji kinazy
PI3K, aktywujacej Akt i inhibicji kaspazy-3, tzw. wykonawczej (efektorowej),
zapoczatkowujgcej proces apoptozy [Geiger, Peeper, 2009; Guan, 2015; Ramesh i in.,
2009; Sakamoto, Kyprianou, 2010].

integryna

APOPTOZA

Ryec. 10. Regulacja unikania przez komoérki nowotworowe anoikis [opracowanie wlasne]
FAK - kinaza adhezji fokalnej; Src — kinaza; Bim — bialko pro-apoptotyczne; RTK —
receptorowa kinaza tyrozynowa

Komorki, ktore uwolnity si¢ z guza pierwotnego i uniknety anoikis moga
migrowa¢ w glebsze warstwy tkanki. W poruszaniu si¢ komorki kluczowg role
odgrywaja biatka Rho, umozliwiajace przeksztatcanie cytoszkieletu na drodze
regulacji wtokien aktynomiozyny.

W  procesie przerzutowania najczesciej] wykorzystywany jest przez komorki
mezenchymalny mechanizm ruchu [Simiczyjew i in., 2018; Friedl, Alexander, 2011;
Guan, 2015].
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W pierwszym etapie ruchu mezenchymalnego dochodzi do polaryzacji
aktyny 1 jej polimeryzacji. Tworzg si¢ lamellipodia na krawedzi wiodacej komorki.
Nastepnie, w rejonie lamellipodiow wyksztatcaja si¢ filopodia, rekrutujace czynniki
adhezyjne oraz odbierajagce bodzce podczas migracji. W wyniku ich interakcji
z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej dochodzi do lokalnej adhezji. W czesci
bazalnej komorki, wytworzone zostajg struktury przejsciowe, inwadiopodia, zwigzane
z aktywnoscig proteaz. Bialka macierzy ulegaja degradacji, a komorka przemieszcza
sie¢. W wyniku skracania witokien aktyny, z udzialem biatek Rho, dochodzi
do wytworzenia wewnatrz komorki sil, ktoére pozwolg na jej mobilnos¢. Z kolei,
zmniejszenie sit adhezji na krawedzi dystalnej komorki powoduje retrakcje ,,ogona”.
Komorka zostaje przygotowana do kolejnego cyklu ruchu (Ryc. 11) [Guan, 2015;
Friedl, Alexander, 2011; Singh i in., 2018; Simiczyjew i in., 2018].

wytworzenie

inwadiopodidw,
wytworzenie wydzielenie depolimeryzacja
tworzenie filopodiow, proteaz, aktyny, skrocenie ,,ogona™
lammelipodiow adhezja trawienie ECM ruch komérki (depolimeryzacja aktyny)
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Ryc. 11. Mechanizm mezenchymalnego ruchu komoérki [opracowanie wlasne; zdjecia wlasne]

1.1.3.5. Transport naczyniami krwiono$nymi

Pierwsza bariera dla migrujacych komorek nowotworowych jest btona
podstawna (BM, ang. basement membrane). Jest to struktura oddzielajaca nabtonek
od lezacej pod nim tkanki lacznej. Oddziela ona tkanke nablonkowa pod katem
anatomicznym, fizjologicznym czy molekularnym, a takze zapewnia odporno$¢
mechaniczng. BM jest wyspecjalizowang odmiang ECM, zbudowang gltownie
z kolagenu, fibronektyny, witronektyny czy lamininy. Moze ona by¢ przekroczona
przez komorki tylko w szczegdlnych przypadkach. Jednym z nich jest proces
metastazy przebiegajacy z udzialem enzymow proteolitycznych, gtownie MMPs

[Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018].
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Migrujace komorki nowotworowe, osiagajac naczynie krwiono$ne, ulegaja
adhezji do jego $ciany wykorzystujac w tym celu czastki adhezyjne, gldwnie z grupy
integryn. Nastepnie, wydzielaja enzymy proteolityczne, gtéwnie MMPs. Lokalnie
wytrawiajg blone podstawng $ciany naczynia i przenikajg do jego Swiatta [Brooks
I in., 2010; Singh i in., 2018]. Proces ten nosi nazwe intrawasacji. Komorki moga
wnika¢ do krwiobiegu takze z wcze$niej zajetego uktadu chtonnego wykorzystujac
zespolenia naczyniowo-limfatyczne katow zylnych utworzonych z potgczenia zyt
szyjnych i zyl podobojczykowych. Infiltrowane mogg by¢ takze naczynia okalajgce
sam guz nowotworowy, a wytworzone podczas procesu angiogenezy [Geiger, Peeper,
2009; Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018]. Komoérki nowotworowe mogg infiltrowaé
do naczyn takze w wyniku mechanizmu niezaleznego od proteaz. Odbywa si¢ to
na drodze aktywnosci biatek Rho, ktore przeksztatcajac cytoszkielet, umozliwiaja
komorkom nowotworowym przenikanie przez przestwory migdzykomorkowe [Singh
i in., 2018].
W krwiobiegu, komorki nowotworowe sa bardziej niz w tkankach naraZone
na aktywno$¢ uktadu immunologicznego oraz sily mechaniczne. Okoto 1 komorka
na 1000 jest w stanie przezy¢ w krwiobiegu. Jednakze okolo milion komoérek
transformowanych nowotworowo moze wnikna¢ do naczyn w ciaggu doby. Stad tez,
mimo iz relatywnie niewielka liczba tych komorek przetrwa w krazeniu to jest w stanie
zainicjowa¢ powstanie guza wtornego. Do mechanizméw obrony komorek
nowotworowych przed ukladem odpornosciowym gospodarza nalezy agregacja
ze soba i z ptytkami krwi [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in., 2010; van Zijl i in., 2011,
Singh i in., 2018; Blazejczyk i in., 2015; Vanharanta, Massagué, 2013].
Po osiggnigciu miejsca docelowego, komorki nowotworowe ulegaja adhezji do $ciany
naczynia krwiono$nego, wytrawiaja ja, a nastgpnie opuszczaja krwiobieg. Jest to
proces ekstrawasacji. Od tego momentu nast¢puje lokalna inwazja prawidtowej tkanki,
odlegtej od pierwotnego miejsca rozwoju guza [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in.,
2010; Singh i in., 2018].
Do czynnikéw regulujacych intra- 1 ekstrawasacj¢ oraz przezycie komorek
w krwiobiegu nalezg migdzy innymi: czynniki wzrostowe (EGF, VEGF, PDGF, FGF,
TGF-B), HIF-1, proteazy (UPA, MMPs), N-kadheryna czy integryny [Geiger, Peeper,
2009; Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018].

Najczestsza drogg osiggania niszy wtornej przez komorki nowotworowe sg

naczynia krwionos$ne. Jednakze, wyrdzni¢ nalezy takze szlak limfatyczny oraz
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transcelomiczny poprzez jamy ciata. Szlakiem transcelomicznym komorki raka jelita
grubego naciekaja, zotadek, nerki, prostate, jajniki czy szyjke macicy (Ryc. 12)
[Geiger, Peeper, 2009; Jiang i in., 2015].

otrzewna

otrzewna

komorki
mezotelialne

i kwas
hialuronowy z
(mezotelium) / otrzewnej

/i .
3 A adhezja
. poprzez CD44—__,
jelito grube (nowotwor)

Ryc. 12. Transcelomiczny mechanizm przerzutowania (poprzez jamy ciala) [opracowanie
wlasne]

Komorki uwolnione z guza pierwotnego ulegaja adhezji do mezotelium otrzewnej (tkanka
nablonkowa wyscielajaca otrzewng) za sprawg czynnikéw adhezyjnych: CD44 ze strony
nowotworu i kwasu hialuronowego ze strony mezotelium. Tak utworzony guz moze nacieka¢
pobliskie tkanki i organy oraz przerzutowa¢é do nich

1.1.3.6. Lokalna inwazja, MET, utworzenie guza wtornego

Po osiggnieciu miejsca wtoérnego, komoérki nowotworowe rozpoczynaja
migracj¢ w glebsze warstwy tkanki. Osiggajac nisze wtérng, osiedlaja si¢ tam
i przechodza process odwrotny do EMT, czyli przejscie mezenchymalno-epitelialne
(MET, ang. mesenchymal-epithelial transition). Tracg wtedy zdolno$¢ do migracji
na rzecz adhezji i proliferacji. Indukcja MET zachodzi poprzez zatrzymanie
aktywnos$ci szlakow indukujagcych EMT, takich jak Snail czy Twist. Wynika to
z ograniczonej ilosci czynnikow regulujacych lub aktywujacych te szlaki, ktore

w wysokich stezeniach wystepowaly w niszy pierwotnej. Ponadto, dochodzi¢ moze
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nawet do catkowitego zahamowania tych szlakow poprzez czynniki obecne w niszy
wtornej. W wyniku tego dochodzi do przywrdcenia komérkom fenotypu epitelialnego,
z kluczowg rolg integryn [Guan, 2015; Friedl, Alexander, 2011; Brooks i in., 2010;
Singh i in., 2018].

Ryc. 13. Schemat klasycznego szlaku tworzenia przerzutu [opracowanie wlasne]

(I) Proteoliza ECM i BM. (II) Intrawasacja. (IIa) Infiltracja naczyn krwiono$nych okalajacych
guz lub limfatycznych poprzez wezly chlonne. (III) Ekstrawasacja. (IV) Lokalna inwazja,
utworzenie guza wtérnego

Aktywnos$¢ czynnikow takich jak HIF-1, HER2, FAK, czynnikow wzrostowych (EGF,
VEGF, TGF-B) ich receptoréw, chemokin (CXCR4, CCL2, CCLS5) czy MMPs,
prowadzi do finalnego uksztattowania niszy wtornej [Brooks i in., 2010; Blazejczyk
i in, 2015]. Poczatkowo, komorki tworzg tzw.  mikroprzerzut

(ang. micrometastasis), wchodza w faze Go cyklu komérkowego i utrzymywane sg
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w stanie uspienia, latencji, nawet przez wiele lat. W ten sposdb unikaja odpowiedzi
gospodarza i1 mogg proliferowa¢ w odpowiednim dla wzrostu momencie,
np. ostabionej odpornosci organizmu. Utworzony zostaje tzw. makroprzerzut
(ang. macrometastasis) i ksztattuje si¢ guz wtorny [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in.,
2010; Vanharanta, Massagué, 2013]. Istnieja takze¢ doniesienia 0 utworzeniu guza
wtornego w obrebie naczynia krwionosnego, bez ekstrawasacji komoérek. [Brooks
i in., 2010].

1.1.4.Regulacja procesu przerzutowania

Przerzutowanie jest procesem wieloetapowym 1 skomplikowanym.
Na kazdym etapie regulowane jest przez szereg czynnikéw. Do najwazniejszych
z nich, bedacych przedmiotem ponizszych badan, naleza: metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej, biatka Rho, jak réwniez cyklooksygenaza-2, bedaca
kluczowym onkogenem, odgrywajacym role¢ na kazdym etapie kancerogenezy.

Czynniki te ulegaja wzajemnej regulacji.

1.1.4.1. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPS)

Proteazy odgrywaja ogromng rol¢ w progresji nowotworu, a szczeg6lnie
proteazy serynowe (Kkalikreiny, plazmina), cysteinowe (katepsyny) oraz
metaloproteinazy (MMPs, ADAMs). Enzymy te pelnia r6zne funkcje
w kancerogenezie. Przede wszystkim odpowiedzialne sg za degradacje macierzy
zewnatrzkomorkowej. Pozwala to na ,,utorowanie” miejsca dla powigkszajacego si¢
guza, utworzenie przestrzeni dla migrujacych komorek czy przetamywanie barier,
takich jak $ciany naczyn czy btona podstawna. Ponadto, okreslone proteazy moga
aktywowac inne proteazy, a takze biorg udziat w aktywacji wielu czynnikéw — w tym
czynnikow wzrostowych — 1 szlakéw zwigzanych z kancerogeneza. Enzymy te
odpowiedzialne sg takze za trawienie bialek i receptorow powierzchniowych, dzigki
czemu moga zmniejsza¢ adhezje miedzy komoérkami oraz komoérkami a macierza
[Brooks i in., 2010; Friedl, Alexander, 2011; Mason, Joyce, 2011; Herszényi 1 in.,
2012].

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej nalezg do grupy hydrolaz,

podgrupy peptydaz (EC 3.4.24). Sa to zalezne od jondéw cynku Zn?* oraz wapnia Ca®*
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endopeptydazy, ktorych glowna rola jest proteolityczna obrobka bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej w celu przeksztatcania ECM. W warunkach fizjologicznych jest
to potrzebne podczas owulacji, implantacji zarodka, organogenezy i morfogenezy,
gojenia ran czy angiogenezy, a takze podczas stanu zapalnego. Komorki
nowotworowe wykorzystuja aktywno$¢ proteolityczng MMPs, a biatka te ulegaja
w nich nadekspresji [Ulisse 1 in., 2009; Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012].
Obecnie znanych jest 28 MMPs (w tym 22 wystepuja u cztowieka), ktore podzielono
na grupy w zaleznosci od specyfiki aktywnos$ci proteolitycznej: kolagenazy,
zelatynazy, matrylizyny, stromielizyny, enamielizyny, elastazy, metaloproteinazy
blonowe oraz metaloproteinazy niesklasyfikowane (Tab. 1). Najwickszy udziat
w kancerogenezie i progresji nowotworu odgrywaja MMP-2 i -9 (zelatynaza A i B)
oraz posrednio MMP-14 (MT1-MMP), glownie poprzez interakcje z MMP-2 [KTrstic,
Santibanez, 2014; Cathcart i in., 2015; Cui i in., 2017].

Tabela 1. Podzial oraz specyfika aktywnosci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej

[opracowanie wlasne; na podstawie: Krstic, Santibanez, 2014; Cathcart i in., 2015; Cui i in.,
2017]

Klasa MMP Specyfika aktywnosci (substrat ECM)
MMP-1, MMP-8, Kolagen typu I, II, 111, IV V, yll, VI, X, zelatyna,
Kolagenazy agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elastyna,

MMP-13, MMP-18 nidogen, serpiny

Kolagen typu I, 11, III, IV, V, VII, X, X1V, zZelatyna,

Zelatynazy MMP-2, MMP-3 agrekan, laminina, fibronektyna, nidogen
Kolagen typu 1V, X, Zelatyna, agrekan, laminina,
Matrylizyny MMP-7, MMP-26 fibronektyna, fibrynogen, witronektyna, elastyna,

enaktyna

Kolagen typu II, II1, IV, V, IX, X, XI, zelatyna,

MMP-3, MMP-10, agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elastyna,

Stromielizyny MMP-11

nidogen
Enamielizyny MMP-20 Kolagen typu V, agrekan, amelogenina
Elastazy MMP-12 Kolagen typu IV, zelatyna, laminina, fibronektyna,
elastyna

MMP-14 (MT1-MMP),

Metaloproteinazy MMP-15 (MT2-MMP), Kolagen typu I, IV, zelatyna, agrekan, perlekan,

blonowe MMP-16 (MT3-MMP), laminina, fibronektyna, fibryna, witronektyna,
(MT-MI\V;PS) MMP-17 (MT4-MMP), elastyna, nidogen, N-kadheryna, siarczan
MMP-24 (MT5-MMP), chondroityny, siarczan dermatanu

MMP-25 (MT6-MMP)
MMP-19, MMP-21,
MMP-22, MMP-23,
MMP-27, MMP-28

Metaloproteinazy
niesklasyfikowane

Kolagen typu I, IV, zelatyna, agrekan, laminina,
fibronektyna, nidogen

Metaloproteinazy wszystkich klas wykazuja podobng budowe. Wspolna

dla wszystkich MMPs struktura zawiera: sekwencje sygnalowa na koncu
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N-terminalnym, ktora decyduje o lokalizacji proteazy, pro-domen¢ oraz domeng
katalityczng na C-koncu. Ponadto, wszystkie MMPs z wyjatkiem matrylizyn (MMP-7
I -26) posiadajg biatkowy tacznik oraz dolgczong za jego sprawa domeng
hemopeksyny, ktora odpowiada za interakcje migdzy biatkami, dzigki czemu
,hakierowuje” MMPs na specyficzny substrat. Metaloproteinazy macierzy
produkowane sg w formie zymogenu, a brak ich aktywnosci jest wynikiem interakcji
reszty cysteinowej obecnej w pro-domenie z jonem cynku domeny katalitycznej, przez
co dostep do tej drugiej jest zablokowany. W wyniku proteolizy dochodzi do usunigcia
pro-domeny, dzigki czemu czasteczka zmienia swoja konformacje 1 uzyskuje
aktywno$¢ enzymatyczng (tzw. przelaczenie cysteinowe). Niektore metaloproteinazy
macierzy moga posiada¢ dodatkowe elementy strukturalne, takie jak domena
fibrynopodobna (MMP-2 i -9), domena witronektynopodobna czy domena
immunoglobulinopodobna bogata w cysteing i proling (MMP-23), ktére moga
zmienia¢ aktywnos¢ MMPs. Metaloproteinazy membranowe, z kolei, posiadaja
domeny kotwiczgce je w btonie — domeng transmembranowa (MMP-14, -15, i -16) lub
GPIl - glikozylofosfatydyloinozytol (MMP-17 i -25) [Kessenbrock i in., 2010;
Cathcart i in., 2015; Kessenbrock i in., 2015; Cui i in., 2017].

MMPs sa produkowane i wydzielane przez komorki w postaci zymogenu,

pro-MMP. Do ich aktywacji dochodzi pod wptywem proteaz (uPA, katepsyna B i G,
rodziny peptydaz zwigzanych z kalikreing (KLKs, ang. kallikrein-related peptidases),
samych MMPs (aktywna MMP moze aktywowa¢é MMP innego typu)), w wyniku
autoaktywacji oraz oksydacji przez reaktywne formy tlenu [Kessenbrock i in., 2010;
Mason, Joyce, 2011; Sotiropoulou i in., 2009].
Klasycznym mechanizmem aktywacji MMPs jest odcigcie podjednostki pro-,
co katalizowane jest przez przeksztatcenie plazminogenu do plazminy. To z kolei
regulowane jest przez szereg czynnikow, takich jak tkankowy aktywator
plazminogenu (tPA, ang. tissue plasminogen activator), katepsyna B czy KLKs.
Najczesciej jednak proces ten regulowany jest poprzez uPA, taczacy si¢ do swojego
btonowego receptora, uPAR (Ryc. 14) [Mason, Joyce, 2011; Ulisse i in., 2009; Tang,
Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].
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Ryc. 14. Aktywacja MMPs [opracowanie wlasne]

Aktywne metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej dokonuja przede
wszystkim proteolizy bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej. Moga by¢ wytwarzane
i wydzielane zaréwno przez komodrki nowotworowe, jak rowniez komorki
mikro$rodowiska, przede wszystkim makrofagi (TAMs) i neutrofile (TANs) [Krstic,
Santibanez, 2014; Herszényi i in., 2012; Cathcart i in., 2015]. Okazuje si¢ jednak,
iz MMPs pehnig takze funkcje regulacyjne, poza-proteolityczne. Metaloproteinazy
wydzielane przez komorki guza, jak 1 komorki mikrosrodowiska dzialajg
chemoatrakcyjnie na neutrofile. Te, $ciggnigte w miejsce guza, pelnig funkcje
ochronne dla nowotworu, jak rowniez wydzielaja pronowotworowe czynniki, takie jak
VEGF czy MMPs. Metaloproteinazy macierzy indukujg takze czynniki zaangazowane
w progresje nowotworu, takie jak TGF-B czy, posrednio, szlaki NF-xB, MAPK
oraz PI3K/Akt. Petnig takze role ligandu dla receptoréw aktywowanych proteazami
(PARs, ang. protease activated receptors), zaangazowanych w indukcje angiogenezy,
inwazji oraz migracji komoérek [Krstic, Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010;
Kessenbrock i in., 2015; Cui i in., 2017; Shuman Moss i in., 2012].

MMPs w ujeciu nowotworu kojarzone sg przede wszystkim z progresja
1 przerzutowaniem. Okazuje si¢ jednak, iz odgrywaja one kluczowq rol¢ na kazdym
etapie kancerogenezy. Podwyzszona ilo$¢ i ekspresja MMPs w tkance nowotworowe;j
sprzyja procesom takim, jak: (i) réznicowanie komorek poprzez modyfikacje ich
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mikro$rodowiska czy indukcje okreslonych szlakow molekularnych, np. Notch,
ktore reguluja réznicowanie komorek do takich, ktoére sprzyjaé beda rozwojowi
nowotworu [Kessenbrock i in., 2015]; (ii) proliferacja komorek i wzrost wielkoSci
guza, poprzez modulacje dostepnosci czynnikow wzrostowych (EGF, IGF) oraz
zaburzenie rownowagi miedzy nimi i ich inhibitorami, a takze w wyniku wzajemnej
regulacji z TGF-p [Cathcart i in., 2015; Kessenbrock i in., 2015; Gialeli i in., 2011];
(iii) stan zapalny, w wyniku modulacji cytokin i chemokin [Krstic, Santibanez, 2014;
Herszényi i in., 2012]; (iv) inhibicja apoptozy, na skutek posredniej aktywacji szlaku
PI3K/Akt, jak réwniez proteolitycznej degradacji ligandu Fas (FasL), ktéry gdy
potaczy si¢ ze swoim receptorem Fas (FasR), tzw. ,,receptorem $mierci”, aktywuje
kaspazy, co prowadzi do programowanej $mierci komorki [Gotab i in., 2015; Kirstic,
Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012; Guicciardi, Gores,
2009; Gialeli i in., 2011]; (v) angiogeneza, ktora indukowana jest przez MMPs
w wyniku zwigkszenia ilosci VEGF, wskutek uwolnienia go z blony poprzez
proteolize i zwigkszenia jego dostepnosci dla receptora (VEGFR) (Ryc. 15A) [Singh
i in., 2018; Krstic, Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012].
Udziat MMPs w unikaniu odpowiedzi immunologicznej nastepuje poprzez degradacje
FasL obecnego na limfocytach T, co uniemozliwia niszczenie przez nie komorek
nowotworowych. Ponadto, proteazy ADAMs oraz MMPs chronig nowotwor przed
aktywnoscig komorek NK [Kessenbrock i in., 2010; Gialeli i in., 2011]. MMPs
inaktywuja  takze, w  wyniku proteolizy, czynniki  chemotaktyczne,
ktore powodowatyby $cigganie w miejsce guza komorek immunokompetentnych
o aktywnosci przeciwnowotworowe]j (makrofagow czy limfocytow T), jak rowniez
wchodza w interakcje ze sktadnikami dopetniacza, inaktywujac go. Degradacja ECM
przez MMPs powoduje uwolnienie czynnikow dziatajacych chemoatrakcyjnie
dla neutrofiléw. Te z kolei indukujg progresj¢ nowotworu, wydzielaja czynniki
pronowotworowe, w tym MMP-9. Wystepuje zatem sprzezenie zwrotne dodatnie:
MMPs przyciagaja neutrofile, ktore wydzielaja MMPs; ich obecnosé
w mikrosrodowisku guza wiaze si¢ ze ztym rokowaniem [Kessenbrock i in., 2010;
Herszényi i in., 2012; Shuman Moss i in., 2012]. Ochrona nowotworu przed
odpowiedzig gospodarza jest takze osiggana na drodze degradacji przez MMPs
receptora obecnego na limfocytach T, co hamuje ich proliferacje, jak rowniez indukcji
TGF-B, co skutkuje ograniczeniem odpowiedzi limfocytow T przeciwko komorkom

nowotworowym (Ryc. 15B) [Shuman Moss i in., 2012; Gialeli i in., 2011].
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Ryec. 15. Udzial MMPs w kancerogenezie [opracowanie wlasne]

Jak juz zostalo wspomniane, MMPs uczestnicza przede wszystkim
w progresji nowotworu. Reguluja i aktywuja procesy zaangazowane w przerzutowanie
na kazdym jego etapie: EMT, inwazj¢, migracj¢, intra- i ekstrawasacje, adhezje
W miejscu wtdrnym oraz przygotowanie niszy wtorne;j.
Indukcja przejscia epitelialno-mezenchymalnego z udziatem MMPs przebiega
dwojako: (1) aktywuja one TGF- w wyniku proteolitycznego ci¢cia, ktdry nastepnie
indukuje EMT; (ii) metaloproteinazy macierzy dokonuja proteolizy E-kadheryny,
bedacej inhibitorem EMT oraz odgrywajacej kluczowg role w adhezji komorek [Fuxe,
Karlsson, 2012; Krstic, Santibanez, 2014; Shuman Moss i in., 2012; Gialeli i in.,
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2011]. Ponadto, degradacja E-kadheryny powoduje uwolnienie B-kateniny, w wyniku
czego dochodzi do aktywacji szeregu czynnikoéw 1 szlakow (np. Wnt)
zapoczatkowujgcych EMT oraz proces progresji nowotworu [Singh i in., 2018; Friedl,
Alexander, 2011].

MMPs uczestniczg w przelamywaniu barier przez komoérki podczas przerzutu. Sa
takze produkowane przez inwadiopodia podczas migracji komoérek [Singh i in., 2018;
Kessenbrock i in., 2010; Kessenbrock i in., 2015; Shuman Moss i in., 2012; Gialeli
i in., 2011; Isaacson i in., 2017]. W wyniku zaleznej od MMPs proteolizy lamininy,
dochodzi do powstania czynnikow indukujacych ruch komoérek. Ponadto, uczestnicza
W powstawaniu niszy wtornej. Do czynnikow tworzacych mikro$rodowisko
przerzutowe nalezag VEGF, TGF-B oraz TNF-a, ktore wraz z fibronektyng powoduja
Sciggniecie do niszy 1 zakotwiczenie w niej komodrek macierzystych progenitorowych,
pochodzacych ze szpiku kostnego. Wszystkie te czynniki aktywowane sg przez
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej [Kessenbrock i in., 2010; Shuman
Moss i in., 2012; Gialeli i in., 2011].

MMPs moga wykazywaé takze aktywno$¢ przeciwnowotworowa — promowac
programowang $mier¢ komorki oraz hamowaé angiogeneze, na skutek uwolnienia
czynnikow antyangiogennych (np. angiostatyna, endostatyna, tumstatyna) podczas
proteolizy sktadnikow ECM (np. kolagenu typu IV, XVIII). Niemniej jednak, MMPs
petnig funkcje przede wszystkim pronowotworowe, a ich podwyzszona ekspresja
koreluje z progresja nowotworu, nawrotem choroby oraz zwykle ztym rokowaniem
dla pacjenta. Zalezno$¢ ta uwarunkowana jest jednak od typu nowotworu,
jego stadium, jak réwniez miejsca produkcji MMPs [Krstic, Santibanez, 2014;
Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012; Kessenbrock i in., 2015; Gialeli i in.,
2011; Isaacson i in., 2017; Hadler-Olsen i in., 2013].

Regulacja aktywno$ci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej
przeprowadzana jest na poziomie transkrypcji, aktywacji (przeksztalcenie zymogenu
do aktywnej formy), a takze poprzez modulacj¢ aktywnos$ci enzymu. Do pozytywnych
regulatorow MMPs nalezg czynniki takie, jak: czynniki wzrostowe (TGF-f, EGF,
VEGF, PDGF), cytokiny (TNF-a, IL-1pB, IL-6), NF-xkB, MAPK/ERK, biatka Rho,
ROS, prostaglandyna E2 (PGE2), inne metaloproteinazy macierzy, a takze produkty
degradacji ECM. MMPs indukowane s3 takze w wyniku EMT, jak réwniez przez
hipoksje [Krstic, Santibanez, 2014; Cui i in., 2017; Gaffney i in., 2015].
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MMPs podlegaja takze negatywnej regulacji, a ich gtownymi inhibitorami sa
tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy (TIMPs, ang. tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases), ktore wigzg metaloproteinazy i blokujg ich miejsce aktywne.
Do inhibitoréw MMPs nalezg takze a2-makroglobulina oraz biatko bogate w cysteine
indukujace powrdt do postaci pierwotnej (RECK, ang. reversion-inducing cysteine-
rich protein) [Herszényi i in., 2012; Gaffney i in., 2015; Affara i in., 2009].

1.1.4.2. Uklad uPA/uPAR

Gléwnym mechanizmem aktywacji i zarazem regulacji MMPs jest szlak
uPA/uPAR. W wyniku potaczenia si¢ urokinazowego aktywatora plazminogenu
(uPA) z jego receptorem, dochodzi do katalizacji przeksztalcenia plazminogenu
do plazminy, ktora z kolei aktywuje pro-MMP do MMP. Ponadto, sama plazmina
takze moze degradowa¢ ECM [Brooks i in., 2010; Mason, Joyce, 2011; Ulisse i in.,
2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].

Urokinazowy aktywator plazminogenu wydzielany jest zaréwno przez komorki
nowotworowe, jak 1 komorki mikrosrodowiska. Uwalniany jest w formie
jednotancuchowego zymogenu, ktory aktywowany jest w wyniku proteolitycznego
ciecia prowadzonego przez proteazy takie jak plazmina, katepsyny (B, G czy L)
czy kalikreina. W wyniku tych procesOw utworzona zostaje dwulancuchowa
czasteczka. Posiada ona trzy domeny: domeng katalityczng o aktywnoS$ci proteazy
serynowej na koncu C-terminalnym, domeng¢ kringle oraz domen¢ dla czynnikow
wzrostu na koncu N, ktorg wigze si¢ do uPAR [Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013;
Jaiswal i in., 2018]. Glownym substratem dla uPA jest plazmina. Pomigdzy uPA
1 plazming wystepuje petla wzajemnej aktywacji, tj. plazmina moze katalizowac
aktywacje pro-uPA do aktywnej czasteczki, z kolei uPA katalizuje przeksztalcanie
plazminogenu do plazminy. Urokinazowy aktywator plazminogenu moze
samodzielnie aktywowa¢ plazmineg, jednakze w formie zwigzane] z receptorem
aktywnos$¢ ta wzrasta kilkudziesieciokrotnie [Mason, Joyce, 2011; Tang, Han, 2013;
Jaiswal i in., 2018]

Regulacja uPA ma miejsce (Ryc. 15A): (i) na poziomie genetycznym — gen PLAU,
kodujacy uPA, regulowany moze by¢ przez MAPK/ERK, c-Jun N-terminalng kinaze
(JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase), czynniki wzrostowe, kinazy FAK i Src, jak

réwniez NF- «B; (ii) na poziomie epigenetycznym, w wyniku metylacji i demetylacji
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DNA, acetylacji i deacetylacji histonéw, a takze posttranslacyjnej obrobki biatek
histonowych; (iii) poprzez regulacj¢ wydzielania — czynniki wzrostowe, takie jak EGF
czy VEGF, jak réwniez TNF-a indukuja wydzielanie uPA; (iv) poprzez proteolizg
sekwencji pro- zymogenu (trypsyna, termolizyna, katepsyny, kalikreina, plazmina);
(v) zahamowanie aktywnosci przez inhibitory aktywatora plazminogenu (PAls, ang.
plasminogen activator inhibitors) [Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in.,
2018].
Wigkszos¢ czasteczek uPA wystepuje w organizmie w formie Zzymogenu
lub zwigzanych jest z PAI-1. W $rodowisku nowotworu, poziom uPA jest znacznie
podwyzszony, gdyz produkowany jest rowniez przez komorki mikrosrodowiska.
Bialko to uczestniczy w nabywaniu fenotypu migracyjnego przez komorki, utatwia
takze 1 umozliwia ich inwazj¢, migracj¢ oraz przebieg procesu angiogenezy [Ulisse
i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].
Receptor uPA (uPAR) jest biatkiem zakotwiczonym w btonie komorkowe;.
Nie posiada on domeny transmembranowej, zakotwiczony jest poprzez GPI,
dotaczony do tancucha C-terminalnego. UPAR posiada trzy domeny: D1, D2 i D3
uczestniczace w wigzaniu uPA, przy czym najwazniejsza role pelni domena D1.
Oproécz uPA, uPAR moze wigza¢ si¢ takze z witronektyng oraz integrynami, a takze
oddziatywa¢ z innymi powierzchniowymi receptorami, uczestniczac w wielu
procesach zwigzanych z kancerogeneza i przerzutowaniem [UIlisse i in., 2009; Tang,
Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].
Uktad uPA/uPAR podlega negatywnej regulacji przez swoiste inhibitory, nalezgce
do rodziny serpin (inhibitorow proteaz serynowych, ang. serine protease inhibitor),
PAI-1i PAI-2, przy czym ten pierwszy odgrywa wazniejsza role. Bialka te nazywane
s3 ,,inhibitorami samobodjczymi”, jako ze zahamowanie aktywno$ci proteazy przebiega
z degradacjg inhibitora. PAI-1 i PAI-2 mogg takze hamowac¢ aktywnos¢ tPA, z kolei
inny inhibitor z rodziny serpin, a2-antyplazmina (A2AP), uczestniczy w inaktywacji
plazminy [Brooks i in., 2010; Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018;
Liiin., 2018].

Gtowng rolg ukladu uPA-uPAR jest indukcja aktywnosci proteaz,
w szczeg6lnosci plazminy 1 metaloproteinaz, ktore dokonujgc degradacji sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej tkanek sasiadujacych z guzem, naczyn krwiono$nych
czy blony podstawnej, umozliwiaja inwazj¢, migracje i przerzutowanie. Ponadto,

jako ze uPAR nie posiada domeny transmembranowej, jest w stanie poruszac si¢
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wzdhuz btony komorkowej 1 dociera¢ do miejsc, w ktorych obecne sg biatka tworzace
potaczenia miedzykomorkowe oraz migdzy komodrkami i ECM. Nastepnie
przeprowadzajg proteolize bialek zaangazowanych w adhezj¢. Uktad uPA/UPAR,
poprzez indukcje wytwarzania czynnikow wzrostowych (TGF-B, EGF, VEGF, HGF,
FGF, IGF), aktywacje okreslonych szlakow molekularnych (FAK, Src, Ras/Raf,
NF-kB, PI3K/Akt), jak rowniez interakcj¢ z integrynami moze stymulowac
proliferacje, angiogenezg, inwazje¢, migracje 1 przerzutowanie komorek raka. Obecne
sg takze interakcje uPA/uPAR ze szlakami zaangazowanymi w indukcj¢ EMT,
jak rowniez biatkami Rho. Dochodzi wtedy do indukcji nabywania przez komorki
fenotypu migracyjnego i stymulacje ich poruszania si¢ (Ryc. 15A) [Brooks i in., 2010;
Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].

1.1.4.3. Bialka podrodziny Rho

Rho to nadrodzina kilkudziesieciu biatek o aktywnosci GTP-az, zwanych
takze ze wzgledu na swoja niewielka masg¢, wahajaca si¢ miedzy 20 a 40 kDa, matymi
biatkami G lub matymi GTP-azami. Do najwazniejszych podrodzin nalezg: Rac (Racl,
Rac2, Rac3, RhoG), Rho (RhoA, RhoC, RhoB) oraz Cdc42 (Cdc42, RhoJ, RhoQ).
Glowng funkcjg bialek Rho jest interakcja z cytoszkieletem aktynowym poprzez jego
polimeryzacj¢ 1 depolimeryzacj¢. Umozliwia to zmian¢ polaryzacji komorki,
tworzenie wypustek, migracje, a takze znoszenie sit dzialajacych na i wewnatrz
komorki. Biatka Rho odgrywaja takze role w modyfikacji cytoszkieletu podczas
mitozy 1 cytokinezy, jak rowniez w hamowaniu kontaktowym, gdzie na skutek ich
aktywnos$ci komorka, ktora natrafila na inng komoérke, zmienia swoj kierunek ruchu.
Biatka Rho wchodza w $ciste interakcje z kateninami, a poprzez nie z kadherynami,
uczestniczac zarowno w regulacji adhezji komorkowej, jak réwniez proceséw
zwigzanych z migracja i przerzutowaniem komorek nowotworowych [Klimaszewska
i in., 2011; Batson i in., 2013; Jansen i in., 2018; Malinova, Huveneers, 2018].
Szczegodlng role w raku jelita grubego odgrywaja biatka RhoA i RhoC, ktore ulegaja
nadekspresji w tym nowotworze. Z kolei, poziom RhoB wykazujacego aktywno$¢
przeciwnowotworows, ulega zmniejszeniu [Jansen i in., 2018].

Bialka Rho wykazuja roznice w budowie. Wspdlna dla wszystkich
przedstawicieli rodziny jest obecno$¢ domen wigzacych nukelotydy guanylowe

na koncu N oraz domena efektorowa o powinowactwie do lipidow, zlokalizowana
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w cze$ci C-terminalnej. Domena ta powstaje w wyniku obrobki posttranslacyjnej
poprzez dobudowanie do jej struktury reszt lipidowych farnezylu, geranylogeranylu,
palmitylu czy mirystylu. Biatka podrodziny Rho (RhoA, RhoC, RhoB) modyfikowane
sg geranylogeranylem, przy czym RhoB w swojej domenie posiada takze reszte
farnezylu. Dzi¢ki lipidowemu ,,ogonowi” biatka Rho moga by¢ kotwiczone w btonie,
odpowiednio lokalizowane w komorce (w konkretnym kompartmencie), jak rowniez
oddziatywa¢ z okre$lonymi czynnikami, regulujgc ich aktywnos$¢ [Jansen i in., 2018;
Wertheimer i in., 2012; Hanna, EI-Sibai, 2013; Warner i in., 2019; Ridley, 2015].

Biatka Rho moga wystepowaé w formie aktywnej lub nieaktywne;.
Przetaczenie migdzy nimi regulowane jest przez proteiny stymulujace aktywno$é
GTPazowa matych biatek G (GAPs, ang. GTP-ase activating proteins) oraz czynniki
wymiany nukelotydow guanylowych (GEFs, ang. guanine nucleotide exchange
factors). GAPs indukujg hydrolize GTP przez biatka Rho, co prowadzi do ich inhibicji.
Z kolei GEFs katalizuja przeksztatcenie GDP do GTP, co skutkuje aktywacja Rho.
Tym samym, forma aktywna zwigzana jest z GTP, natomiast nieaktywna — z GDP.
Ponadto, w regulacj¢ malych GTP-az zaangazowane sa biatka hamujace spontaniczng
dysocjacj¢ nukleotydéw guaninowych (GDIs, ang. guanine nucleotide dissociation
inhibitors), ktore wigzg domene GTP-azowa biatek Rho, zapobiegajac ich aktywacji
i utrzymujac je w stanie nieaktywnym (Ryc. 16) [Klimaszewska i in., 2011; Jansen
i in., 2018; Wertheimer i in., 2012].

Bialka Rho aktywuja okresSlone efektory, co prowadzi do przeksztalcenia
cytoszkieletu. Przedstawiciele podrodziny Rho aktywuja kinaze zalezng od biatek Rho
(ROCK, ang. Rho-associated protein kinase) oraz ssaczy homolog genu diaphanous
(mDia, ang. mammalian homolog of diaphanous) [Hanna, El-Sibai, 2013]. Ich
indukcja skutkuje stabilizacja wiokien aktyny, kurczeniem aktynomiozyny
i polimeryzacja aktyny [Jansen i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, EI-Sibali,
2013; Warner i in., 2019].

49



EGF
PDGF

HGF .

insulina

napre¢zeniowe

F-aktyna
a-aktynina 2
03]

)
o
0
- <@mmge] RN g
:’D
@)

inhibicja bialek
Rho

tancuchy
lekkie \ &
miozyny mo ‘ };:
(MLC) | ROCK - 3
3
&

zmiana polaryzacji komorki
tworzenie protruzji
kurczliwo$¢ komorki
skracanie ogona

MIGRACJA
MIGRACJA
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RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa; PI1P2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PIP3 —
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan; DH, PH — domeny GEF; GEF — aktywator bialek Rho;
GAP — inhibitor bialek Rho; mDIA, ROCK - efektory biatek Rho; LIMK — kinaza LIM; MLC —

lancuch lekki miozyny
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Dzigki aktywnosci efektorow indukowanych przez biatka Rho, komorka jest zdolna
do tworzenia protruzji — lamellipodiow, filopodiow czy inwadiopodiéw. Sa one
nastepstwem polimeryzacji F-aktyny i jej kurczenia wskutek depolimeryzacji aktyny.
Ponadto, w wyniku przesuwania si¢ miozyny wzgledem aktyny, komdrka zdolna jest
do ruchu. Na skutek polimeryzacji i depolimeryzacji wiokien F-aktyny dochodzi takze
do skracania ,,ogona” podczas ruchu, a aktywno$¢ RhoA umozliwia lokalng adhezje¢
komorki do ECM. RhoA i1 RhoC uczestniczag réwniez w tworzeniu wiokien
naprezeniowych 1 kontaktow ogniskowych (FAs, ang. focal adhesions),
ktére zapewniaja odpowiednie napr¢zenia 1 sity mechaniczne potrzebne
do przemieszczenia si¢, wydluzania oraz skracania komorki [Jansen i in., 2018;
Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 2013; Warner i in., 2019; Pellegrin, Mellor,
2007; Burridge, Guilluy, 2016]. Ponadto, GTP-azy Rho, szczegolnie z rodziny Cdc42,
uczestniczg w wyznaczaniu kierunku migrujacej komorki oraz odgrywaja kluczowa
rolg w tworzeniu wypustek sensorycznych — filopodiow [Warner i in., 2019; Ridley,
2015; Karlsson i in., 2009].

Biatka Rho uczestnicza nie tylko w klasycznym mechanizmie ruchu komorek raka
(ruchu mezenchymalnym), ale tez podczas ruchu ameboidalnego oraz kolektywnego.
Szczegodlng rolg odgrywaja tutaj RhoA i RhoC [Jansen i in., 2018].

Odgrywaja one kluczowa role w migracji i przerzutowaniu komoérek raka
dzieki modyfikacji cytoszkieletu. Okazuje si¢ jednak, iz pelnig one takze funkcje
pronowotworowe niezalezne od przeksztalcania cytoszkieletu, bedac regulatorami
licznych szlakow molekularnych. Ich zwigkszona aktywno$¢ w nowotworze zwykle
jest wynikiem nadekspresji GEFs 1 czynnikéw je indukujacych. Bialka Rho
pozytywnie reguluja procesy takie, jak: (i) proliferacja komorek nowotworowych
I wzrost guza — poprzez indukcj¢ cyklin (np. D1) i kinaz zaleznych od cyklin (CDKs,
ang. cyclin-dependent kinases) oraz hamowanie inhibitorow proliferacji (np. produkt
genu supresorowego, biatko p21); (ii) przezycie komodrek 1 inhibicja apoptozy —
poprzez szlaki MAPK/ERK, ROCK/LIMK2 oraz zmniejszenie ekspresji biatka
proaptotycznego Bax oraz biatka RhoB; (iii) angiogeneze — w wyniku indukcji HIF-1
1 VEGF; (iv) progresje 1 przerzutowanie — poprzez szlak PI3K/Akt, stabilizacje
HIF-1a z jednoczesng inhibicjag VHL, indukcj¢ EMT poprzez szlak Snail oraz biatko
towarzyszace kinazie Yes (YAP, ang. Yes-associated protein), ktore zwicksza
ekspresj¢ B-kateniny [Jansen i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, EI-Sibali,
2013; Karlsson i in., 2009; Croft, Olson, 2011].
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Biatko RhoB wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowa, gtownie poprzez
zalezng od JNK indukcje¢ biatka proapoptotycznego Bim. Z tego wzgledu bardzo
czesto dochodzi do supresji RhoB w nowotworach [Jansen i in., 2018; Croft, Olson,
2011]. Istnieja doniesienia o pronowotworowym charakterze biatka RhoB. Nie jest to
jednak potwierdzone, a wigkszo$¢ zrodet wskazuje jednak na indukcje apoptozy
I funkcje przeciwnowotworowe.

Regulacja biatek Rho podlega przede wszystkim za sprawg GEFs i GAPs.
Moga one ulega¢ indukcji pod wptywem kinaz tyrozynowych, MAPK czy PI3K,
indukowanych przez RTKs. Okazuje si¢, iz szlak MAPK moze bezposrednio
aktywowa¢ Rho. Ponadto, ulegaja one regulacji pod wptywem GPCRs oraz integryn.
Te drugie moga by¢ indukowane do aktywacji biatek Rho przez receptor uPA [Jansen
i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 2013; Warner i in., 2019].
Ponadto, aktywnos$¢ biatek Rho, w szczegdlnosci RhoA, moze by¢ regulowana przez
kinaze FAK; moze to by¢ regulacja pozytywna, jak i negatywna. Prawdopodobnym
jest, iz proces aktywacji i inaktywacji RhoA przez FAK zachodzi cyklicznie.
Na poczatku cyklu ruchu komorki zachodzi inhibicja, natomiast w pozniejszym etapie
indukcja RhoA [Tomar, Schlaepfer, 2009]. Istnicjg takze doniesienia o indukcji
aktywnos$ci bialek Rho przez same MMPs lub na skutek ich aktywnosci (poprzez
proteolize E-kadheryny) [Lynch i in., 2010; Orgaz i in., 2014]. Podejrzewa sig,
iz za integracjc MMPs 1 bialek Rho odpowiada glikoproteina CD44, begdaca
receptorem dla kwasu hialuronowego (HA, ang. hyaluronic acid). Biatko to po
zwigzaniu ligandu, HA, przekazuje sygnal do wnetrza komorki, co skutkuje
zwigkszeniem proliferacji, inwazyjnosci 1 migracji komoérek nowotworowych.
Proponowanym mechanizmem odpowiedzialnym za taka aktywnos¢ jest indukcja
szlakow Twist, biatek RhoA 1 RhoC oraz szlaku PI3K/Akt w wyniku zwigzania HA
z CD44. Okazuje si¢ rowniez, 1z receptor ten moze wigza¢ aktywne metaloproteinazy
macierzy (gtéwnie MMP-9) [Bourguignon i in., 2010; Torre i in., 2010; Chen i in.,
2018].

1.1.4.4. Cyklooksygenaza-2

Cyklooksygenazy (COXs), czyli syntazy prostaglandyn (PTGS,
ang. prostaglandin-endoperoxidase synthase), to rodzina enzymow nalezacych do

grupy oksydoreduktaz (1.14.99.1) o aktywnosci mieloperoksydaz. Zlokalizowane sa
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na retikulum endoplazmatycznym 1 btonie jadrowej. Cyklooksygenazy katalizujg
przeksztalcenie kwasu arachidonowego, uwolnionego z btony komoérkowe;,
do prostaglandyn (D2, E2, F2a, 12) oraz tromboksanu A2. Poznano 3 izoformy tego
enzymu, przy czym cyklooksygenaza-2, zwana indukowalng, odgrywa kluczowa rolg
w stanie zapalnym i kancerogenezie. COX-2 moze by¢ produkowana zar6wno przez
komorki guza, jak i mikrosrodowiska [Sobolewski i in., 2010; Liu i in., 2015; Benelli
i in., 2018; Su i in., 2016].

COX-2 ulega indukcji wskutek przerwania ciagtosci tkanki lub rozwijajacego
si¢ stanu zapalnego. Zatem w komorkach prawidlowych nabtonka jelita grubego
czy wczesnych polipach jej ekspresja jest nizsza, w nowotworze za§ dochodzi do jej
nadekspresji. Do czynnikéw indukujacych aktywnos¢ PTGS-2 naleza cytokiny
(TNF-a, IL-1B, IL-6), czynniki wzrostowe, lipopolisacharyd (LPS) oraz wtorny kwas
z6kciowy — deoksycholowy (DCA, ang. deoxycholic acid). Ponadto, ulega ona
wzajemnej regulacji z NF-kB oraz iNOS [Samadi i in., 2015; Vannini i in., 2015;
Sobolewski i in., 2010; Liu i in., 2015; Benelli i in., 2018]. Wykazano takze, iz COX-
2 moze ulega¢ zaleznej od NF-kB aktywacji przez biatka RhoA, RhoC oraz kinaze
ROCK [Benitah i in., 2003; Lang i in., 2017].

Gtéwnym produktem aktywno$ci COX-2 zwigzanym z nowotworzeniem jest
prostaglandyna E2. Powstala PGE2 szybko oddysocjowuje i wigze si¢ ze swoim
receptorem (EP1, EP2, EP3 lub EP4), aktywujac okre$lone szlaki sygnatowe
w komorce, w zaleznosci od tego, ktory receptor zostat pobudzony. W przypadku
pobudzenia EP1 dochodzi do nagromadzenia jonéw wapnia w komorce wskutek
pobudzenia fosfolipazy C (PLC, ang. phospholipase C) oraz trifosforanu inozytolu
(IP3, ang. inositol triphosphate). Zwigzanie si¢ PGE2 z EP2 lub EP4 prowadzi
do kaskady aktywacji biatka G oraz cyklazy adenylowej (AC, ang. adenylyl cyclase),
co skutkuje zwiekszeniem ilosci cAMP (cyklicznego adenozynotrifosforanu)
w komorce. Prowadzi to do indukcji okreslonych szlakéw molekularnych, takich jak
kinaza biatkowa A (PKA, ang. protein kinase A) oraz PI3K/Akt, co w nastepstwie
prowadzi do aktywacji B-kateniny. Dochodzi wtedy do zwigkszenia ekspresji genow
zaangazowanych w unikanie apoptozy czy zwigkszenie potencjalu inwazyjnego
1 migracyjnego komorek. Ponadto, indukcji moze ulega¢ szlak ERK, co skutkuje
pobudzeniem cykliny i wzmozeniem proliferacji, a takze jeden z GEFs, co prowadzi
do aktywacji biatek Rho (Racl). Receptor EP3 wykazuje dzialanie antagonistyczne
do EP2 i EP4, a jego aktywacja skutkuje inhibicja cyklazy adenylowej i zmniejszeniem
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ilosci cAMP [Samadi i in., 2015; Jansen i in., 2018; Sobolewski i in., 2010; Liu i in.,
2015].

Cyklooksygenaza-2 odgrywa kluczowsg role w indukcji i utrzymaniu stanu
zapalnego oraz w kancerogenezie. Zarowno COX-2, jak i PGE2 sg w $cistej relacji
z mikrosrodowiskiem nowotworu. Ich aktywno$¢ wzmagana jest przez
pozakomorkowe skladniki TME, glownie cytokiny, indukujace S$cigganie
1 dojrzewanie sktadnikow komoérkowych — (MDSCs, Tregs czy TAMs) oraz
wydzielanie pozakomorkowych (IL-17, PD-1, CTLA4). Te z kolei nasilaja
immunosupresje oraz ucieczke spod nadzoru immunologicznego. Ponadto, COX-2
ulega wzajemnej regulacji z NF-kB oraz iNOS/NO, co wzmaga stan zapalny
w srodowisku guza, jak i calym organizmie (Ryc. 17) [Schetter i in., 2010; Samadi i
in., 2015; Liu i in., 2015; Zelenay i in., 2015].
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Ryec. 17. Udzial COX-2/PGE2 wydzielanych przez komorki nowotworowe oraz
mikros$rodowiska w immunomodulacji i stanie zapalnym [opracowanie wlasne]|

Cyklooksygenaza-2 wraz z PGE2 oraz w mniejszym stopniu innymi
prostaglandynami, odgrywa kluczowa role w inicjacji nowotworu. Odbywa si¢ to
glownie poprzez inaktywacje biatka supresorowego APC (Ryc. 18). COX-2/PGE2
uczestniczy takze w indukcji proliferacji i migracji komorek, promocji angiogenezy
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oraz inhibicji apoptozy. Moze takze, poprzez uPAR, indukowa¢ MMPs [Samadi i in.,
2015; Greenhough i in., 2009; Liu i in., 2017; Su i in., 2016]. Ponadto, podczas
hipoksji COX-2/PGE2 mogg silniej wzmaga¢ aktywno$¢ HIF-1 niz dzieje si¢ to
w warunkach normoksji [Greenhough i in., 2009].

Wykazano, iz zwickszona ekspresja cyklooksygenazy-2 jest zwigzana z gorsza
prognoza dla pacjentéw i wigkszg $miertelnoscia z powodu raka jelita grubego [Ogino
i in., 2008].
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Ryec. 18. Udzial COX-2/PGE2 w kancerogenezie [opracowanie wlasne]
EP — receptor PGE2; AC — cyklaza adenylowa; PKA — kinaza bialkowa A; Bcl-2 — bialko anty-

apoptotyczne; IAP — bialko hamujace apoptoze; EGR — bialko odpowiedzi wczesnego wzrostu;
Tcf-4 — czynnik transkrypcyjny;

W farmakoterapii raka jelita grubego opartej na hamowaniu aktywnoS$ci
COX-2 wykorzystywane sa niespecyficzne i specyficzne inhibitory tego biatka,
nalezace do grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ). Do pierwszej
grupy naleza glownie aspiryna, ibuprofen, czy naproksen, do drugiej zas,
np. celekoksyb (celecoxib) [Sobolewski i in., 2010; Greenhough i in., 2009; Liu i in.,
2017; Su i in., 2016; Gong i in., 2012; Salehifar, Hosseinimehr, 2016; Shaw i in.,
2017].
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1.1.5. Lekoopornos$¢ nowotworow

Im wyzsze jest stadium nowotworu, tym wyzsza jego $miertelnos$¢ i opornosé
na leczenie. Nowotwory stadium IV, przerzutowego, wykazuja te cechy
w najwyzszym stopniu. Odpowiedzialne za to sa duza masa guza pierwotnego,
obecno$¢ wtornych ognisk choroby, uposledzenie uktadu immunologicznego
ze wzgledu na dluga, czesto wieloletnig, walke organizmu z nowotworem, ale takze
podwyzszona ekspresja systemow opornosci lekowej. Do syteméw tych naleza
mi¢dzy innymi biatka, ktére w sposob czynny usuwajg z komorki ksenobiotyki,
w tym leki chemioterapeutyczne.

Opornos¢ lekowa polega na zmniejszeniu efektywnosci leku wzgledem komorek

docelowych. W przypadku nowotwordw wystepuje zjawisko opornosci wielolekowej

(MDR, ang. multi-drug resistance), zwigzane z opornoscig nie na jeden okreslony lek,

a na catg grupe. Oporno$¢ wielolekowa moze by¢ pierwotna (wrodzona), kiedy to

komorki nowotworowe wykazujg aktywnos¢ systemow opornosci zanim zastosowane

zostanie leczenie oraz nabyta w przypadku ktorej komoérki poczatkowo sg wrazliwe

na dziatanie lekow, uzyskujac opornos¢ wraz z prowadzong terapig [Hu i in., 2016;

Namee, O’Driscoll, 2018].

Komoérki nowotworowe wyksztatcity wiele mechanizméw opornosci na leczenie

ujawniajacych si¢ na poziomie:

a) molekularnym — zmiany epigenetyczne, mechanizmy naprawy DNA, biatka
czynnie usuwajace ksenobiotyki, inhibicja apoptozy;

b) komorkowym — mechanizmy mitochondrialne, zmiany w cyklu komorkowym,;

c) pozakomérkowym — udziat mikrosrodowiska, czynniki wydzielane autokrynnie,
pecherzyki zewnatrzkomorkowe, enzymy metabolizujace leki [Hu i in., 2016;
Namee, O’Driscoll, 2018; Pathania i in., 2018; Li i in., 2016; Sakthivel, Hariharan,
2017; Butera i in., 2018; Naci i in., 2015; Guerra i in., 2017; Velaei i in., 2016;
Houthuijzen i in., 2014].

Jedna z cech nowotworu jest inaktywacja systeméw naprawy DNA. Okazuje si¢

jednak, iz komodrki nowotworowe wyksztatcity inne mechanizmy jego naprawy, takie

jak biatko WRN, system HOTAIR czy kinaza Aurora A, ktorych regulacja zachodzi

w wyniku aktywnos$ci onkogenow. Dzigki temu mogg by¢ oporne na dziatanie lekow

powodujacych powstawanie btedow w materiale genetycznym [Sakthivel, Hariharan,

2017]. Ponadto, charakterystyczng cecha nowotworéw jest unikanie apoptozy.
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W wyniku tego skuteczno$¢ substancji i lekow opartych na mechanizmie indukcji
programowanej $mierci jest ograniczona [Hu i in., 2016; Sakthivel, Hariharan, 2017,
Butera i in., 2018; Naci i in., 2015]. Zmiany mitochondrialne, w tym mutacje
w mitochonrialnym DNA (mtDNA), prowadzag do wzmocnienia opornosci
na apoptozg, a takze indukcja szlakéw zaangazowanych w progresje nowotworu.
Ponadto, prowadzi to do promocji biatek zwigzanych z oporno$cig lekowa [Guerra
i in., 2017]. W komorkach nowotworowych cz¢sto dochodzi takze do nadekspresji
enzymoOw uczestniczgcych w biotransformacji ksenobiotykow [Pathania i in., 2018].
Komorki nowotworowe zdolne sa wytwarza¢ pecherzyki pozakomoérkowe (EVs,
ang. extracellular vesicles), za posrednictwem ktérych transportowane sa migdzy
komoérkami rézne czynniki, takie jak miRNA, mRNA, fragmenty DNA czy biatka
1 enzymy. Wsrdd tych czynnikow znajdowac si¢ moga biatka opornosci wielolekowe;j
czy miRNA indukujace takg aktywnos¢. Ponadto, EVs moga by¢ wykorzystywane
do optaszczania i usuwania lekow z wnetrza komorki [Namee, O’Driscoll, 2018;
Butera i in., 2018]. Kluczowg rol¢ w lekoopornosci odgrywaja takze komorkowe
1 pozakomodrkowe sktadniki TME, w tym MMPs, jak roéwniez moze ona byc
promowana przez EMT oraz nowotworowe komorki macierzyste [Sakthivel,
Hariharan, 2017; Butera i in., 2018; Velaei i in., 2016; Houthuijzen i in., 2014; Ween
i in., 2015].

1.1.5.1. Bialka opornosci wielolekowej (MDR)

Do najwazniejszych czynnikow zaangazowanych w chemiooporno$¢ nalezg
bialka opornosci wielolekowej, bedace przedstawicielami rodziny transporterow
wiazacych ATP (ABCs, ang. ATP-binding cassetes). Sa to transmembranowe biatka
0 charakterze transporterow, ktore umozliwiajg transport réznych substancji przez
btong, zarowno z komorki, jak 1 do niej. Do transportowanych czastek naleza migdzy
innymi czastki sygnatowe, metabolity czy ksenobiotyki. Do tej pory u ludzi poznano
48 przedstawicieli tej rodziny uszeregowanych w 7 podrodzin, ABCA-ABCG. Trzy
najwazniejsze biatka zaangazowane w chemioopornos¢ to glikoproteina P (P-gp,
ang. P-glicoprotein), MRP oraz biatko opornosci raka piersi (BCRP, ang. breast cancer
resistance protein) [Hu i in., 2016; Ween i in., 2015; Fletcher i in., 2016].

Bialka MRP nalezag do podrodziny ABCC, do tej pory poznano

9 przedstawicieli. Biatka te zlokalizowane sag w btonie komorkowej; zbudowane sa
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z o-helis przenikajacych membrang, zgrupowanych w 2 lub 3 domeny
transmembranowe TMD (ang. transmembrane domain, zwane takze MSDS,
ang. membrane-spanning domain), ktore z kolei potgczone sg domenami wigzacymi
nukleotydy (NBDs, ang. nucleotide-binding domains), odpowiedzialnymi za wigzanie
ATP (Ryc. 19A). W pelni strukturalne MRP sklada si¢ z 4 domen, TMD1-NDB1
I TMD2-NBD2, przy czym niektore MRP posiadaja dodatkowa domeng, TMDO.
Transporter w stanie wolnym otwarty jest do wnetrza komorki. W wyniku wigzania
1 hydrolizy ATP dochodzi do zmian konformacyjnych, ktére prowadzg do otwarcia
transportera na zewnatrz komoérki i uwolnienie transportowanego substratu,
a nastgpnie powrdt biatka do struktury pierwotnej (Ryc. 19B) [Zhang Y-K i in., 2015;
Kryczka, Boncela, 2018; Robey i in., 2018].

A dhugie MRP
(MRP-1, -2, -3, -6, -7)
krotkie MRP
(MRP-4, -5, -8, -9)

T™DO T™DI1 TMD2
T [ Sunii | T ! T
| L | | Ll }\I | Iy =I | |
NBD1 NBD2

B e

uwolnienie

substratu

przestrzei zwigzanie Zwigzanie hydroliza * uwolnienie hydroliza uwaolnienie

zewngatrzkomérkowa substratu ATP ATP | ADP ATP ADP

E:> . E> ® E:> ® E:> E:> E>
wenniresmsnons @ O e @ | =/ L " ey [ W/

wwolny” Zmiana Zmiana powrot do stanu
transporter konformacji — konformacji — wyjsciowego
zblizenie domen otwarcie
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na zewnatrz domena domena ¢ frensportowany - ATP
komorki TMD NBD substrat ADP

Rye. 19. Struktura bialek MDR podrodziny ABCC (MRPs) (A) oraz mechanizm transportu
za ich posrednictwem (B) [opracowanie wlasne]

W wyniku zwigzania substratu dochodzi do zmian konformacji biatka MRP, wskutek ktérych
domeny NBD1 i NBD2 ulegaja zblizeniu do siebie. Umozliwia to zwigzanie dwéch czasteczek
ATP, ktore kolejno najpierw ulegaja hydrolizie, a nastepnie uwolnieniu. Hydroliza pierwszej
z nich powoduje zaj$cie zmian w konformacji bialka, co skutkuje otwarciem transportera

na zewnatrz komorki i uwolnieniem transportowanego substratu. Hydroliza i uwolnienie
drugiej czasteczki ATP powoduje kolejne zmiany konformacji i powrot bialtka do struktury
pierwotnej — otwarcia transportera do wewnatrz komérki
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Biatka MRP odpowiadaja za transport migdzy innymi glutationu,

ktory odgrywa role w regulacji transportu, jak rdwniez siarczanéw, kwasu
glukuronowego, fosfolipidow, kwasow zotciowych, prostaglandyn i leukotrienow,
cyklicznych nukleotydéw oraz cytostatykow, takich jak: irynotekan (kamptotecyna-
11), doksorubicyna, etopozyd czy winkrystyna [Hu i in., 2016; Fletcher i in., 2016;
Domenichini i in., 2019]. W réznych nowotworach, w tym w raku jelita grubego,
MRPs ulegaja nadekspresji, co zwigzane jest ze stabg odpowiedzig pacjenta
na chemioterapi¢ i ztym rokowaniem [Ween i in., 2015; Fletcher i in., 2016]. Biatka
te, oprocz usuwania z komorki lekéw, moga takze odgrywac rolg w rozwoju i progresji
nowotworu. Za sprawg ABCC transportowane sa lipidy, ktore z jednej strony moga
indukowac szereg szlakow molekularnych w komorce, z drugiej zas odgrywaja role
w procesach anabolicznych, dzigki czemu przyczyniaja si¢ do wzrostu proliferacji
komoérek. MRPs uczestniczg takze w transporcie prostaglandyn i leukotrienow,
co skutkuje nasileniem stanu zapalnego, immunomodulacja, inhibicja apoptozy
oraz indukcja angiogenezy, migracji 1 inwazji. Ponadto, leukotrien C4 ulega zaleznej
do ABCC translokacji na zewnatrz komorki, gdzie indukuje szlaki zwigzane
z proliferacja i przezyciem komoérek [Li i in., 2016; Kryczka, Boncela, 2018;
Domenichini i in., 2019].
MRPs moga ulega¢ nadekspresji nie tylko w komodrkach guza, ale takze
mikrosrodowiska. Taka ceche wykazuja migdzy innymi TAMs, co przyczynia si¢
do progresji nowotworu i chemioopornosci. Ponadto, MRPs oraz inne biatka MDR
moga by¢ przekazywane miedzy komorkami guza i mikro$rodowiska, na przyktad
za sprawg EVs [Li i in., 2016; Domenichini i in., 2019].

MRPs oraz pozostate biatka MDR ulegaja w nowotworze nadekspresji,
promujac progresj¢ oraz bedac kluczowym czynnikiem zaangazowanym
w chemioopornos¢. Do czynnikow promujacych ekspresj¢ MRPs nalezag HIF-1
czy cytokiny, jak na przyktad IL-1B [Hu i in., 2016]. Wykazano takze, iz biatka MDR
(gtownie P-gp, ale takze MRP-1 i -4) ulega¢ moga indukcji pod wptywem aktywnosci
COX-2/PGE2 [Sobolewski i in., 2010; Saikawa i in., 2004; Surowiak i in., 2008;
Maeng i in., 2014].

59



1.1.6. Wzajemna regulacja czynnikow zaangazowanych w przerzutowanie

Do glownych czynnikéw regulujacych migracje, inwazje oraz

przerzutowanie komorek nowotworowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem raka
jelita grubego, naleza metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej, biatka
rodziny Rho oraz cyklooksygenaza-2. Szczegdlng role w nowotworach
przerzutujacych odgrywa takze opornos¢ komorek na leczenie, za ktora
odpowiedzialne sg miedzy innymi biatka opornosci wielolekowej. Wymienione
czynniki sg przedmiotem badan niniejszej pracy.
Pomiedzy COX-2, MMPs i biatkami Rho wystepuje wzajemna sie¢ regulacji.
Metaloproteinazy macierzy, poprzez zalezng od czynnikow wzrostowych aktywacje
RTKs, indukuja szlak aktywacji bialek Rho. Ponadto, uPAR moze indukowac
GTP-azy Rho poprzez integryny. Wykazano takze, iz MMP-9 moze wigzaé sie¢
z receptorem dla kwasu hialuronowego, CD44, co skutkuje aktywacja GEFs. Biatka
podrodziny Rho moga réwniez ulega¢ aktywacji wskutek aktywnosci COX-2/PGE2
poprzez szlak MAPK/ERK. MMPs moga by¢ z kolei indukowane przez PGE2,
a takze w wyniku zaleznej od COX-2/PGE2 aktywacji szlaku MAPK/ERK
oraz TGF-f i NF-«B. Ekspresja metaloproteinaz macierzy oraz bialek Rho ulega takze
zwigkszeniu w wyniku zajscia EMT. COX-2 stymulowana moze by¢ poprzez kinaze
ROCK, natomiast szlak COX-2/PGE2 moze indukowa¢ biatka opornosci
wielolekowej, gtownie P-gp. Wykazano takze, iz cyklooksygenaza-2 moze wzmacniaé
ekspresje biatek MRP-1 oraz MRP-4.

Wzajemng regulacje¢ opisanych czynnikow przedstawiono na Ryec. 20.
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1.2.Rak jelita grubego

Rak jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) jest jednym z najcze¢sciej
wystepujacych i najbardziej $miertelnych nowotworéw. Mimo dostepnej diagnostyki,
bardzo czgsto wykrywany jest w poznym stadium, co zmniejsza szanse chorego
na wyzdrowienie czy przezycic. Powodem tego mogg by¢ niespecyficzne objawy
choroby oraz duze spektrum czynnikow etiologicznych.

Wigkszo$¢ nowotworow jelita grubego to gruczolakoraki (adenocarcinoma).
Moga one powstawac ze zmian tagodnych, gruczolakéw (adenoma), jak rowniez

Z polipow.

1.2.1. Epidemiologia

Zachorowalno$¢ 1 umieralno$¢ na raka jelita grubego wykazuje tendencje
wzrostowa. Wedlug danych przedstawionych w raporcie GLOBOCAN 2018
(wykonywanym kazdego roku przez Migdzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem
(IARC, ang. International Agency for Research on Cancer), bedaca oddziatem WHO)
w roku 2018 liczba nowych przypadkow CRC na $wiecie wyniosta ponad 1,8 miliona,
z kolei liczba zgondéw — okoto 880 tysiecy. Ten typ nowotworu zajmuje wigc trzecie
miejsce pod wzgledem zachorowan i drugie w kontekscie $miertelnosci [Bray i in.,
2018]. W Europie, liczba szacowanych zachorowan w roku 2018 wyniosta okoto 500
tysiecy, zgondéw za$ okoto 200 tysiecy (wedlug raportéw Europejskiego Towarzystwa
Onkologii Medycznej (ESMO, ang. European Society for Medical Oncology) oraz
IARC). Najwiekszy odsetek zachorowan i zgonow z powodu raka jelita grubego
w Europie przypada na Norwegie i Wegry [Bray i in., 2018; Malvezzi i in., 2017].
W Polsce, CRC w 2018 roku byt na drugim miejscu pod wzgledem zachorowan
(ok. 61 tys. przypadkoéw) 1 trzecim pod wzgledem $miertelnosci (okoto 35 tys.)
w przypadku me¢zczyzn oraz trzecim miejscu pod wzgledem nowych przypadkow
(okoto 33 tys.) i zgondéw (okoto 18 tys.) w przypadku kobiet (Tab. 2) [Ferlay i in.,
2018].
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Tabela 2. Szacowana zachorowalno$¢ i umieralnos$¢ na raka jelita grubego (w tysiacach) w
Polsce, Europie i na §wiecie [opracowanie wlasne; na podstawie: Bray i in., 2018; Malvezzi i in.,
2017; Ferlay i in., 2018]

M — mezczyzni; K — kobiety; R — razem obie plcie

Zachorowalno$¢ (tysiecy) Smiertelnosé (tysiecy)
M K R M K R
Swiat 1000 800 1800 480 400 880
Europa 270 230 500 130 110 240
Polska 61 33 94 35 18 53

1.2.2. Patogeneza

Rak jelita grubego rozwija si¢ z tkanki nabtonkowej wyscielajacej okreznice
lub odbytnicg. Guz rozwija si¢ z komorek znajdujacych si¢ w tzw. kryptach jelita.
Krypty to swoiste wglebienia $Sciany jelita, otwarte do $wiatta narzadu. W kazde;j
krypcie, u jej podstawy, znajduje si¢ kilka komodrek macierzystych. Gdy dojdzie
do zaburzenia regulacji proliferacji i migracji tych komorek, gtownie na skutek mutacji
w genie APC, wowczas rozwing¢ si¢ moze nowotwor [Wright, 2000; Barker i in.,
2009; Tan i in., 2015; Testa i in., 2018]. Mutacje moga zachodzi¢ takze w innych
genach, takich jak gen supresorowy TP53, gen kodujacy B-katening (w wyniku czego
staje si¢ ona oporna na fosforylacj¢, prowadzaca do ubikwitynacji i degradacji)
czy proto-onkogen KRAS. Dochodzi takze do niestabilno$ci chromosomalne;j. Jest to
mechanizm klasyczny, tzw. adenoma to carcinoma, czyli przeksztalcenie gruczolaka
(nowotworu tagodnego) do gruczolakoraka (zmiany ztosliwej). Zwykle proces ten
trwa kilkanascie lat. Drugim, charakterystycznym mechanizmem patogenezy CRC,
jest przeksztatcenie polipa do raka poprzez tzw. zmiany zabkowane (ang. serrated
pathway). W pierwszym etapie dochodzi do mutacji w protoonkogenach KRAS i BRAF
i powstania komorek o fenotypie CIMP (ang. CpG island methylator phenotype),
czyli takich, u ktérych doszlo do metylacji w obrebie wysp CpG. W innym, rzadziej
wystepujacym mechanizmie, dochodzi do uszkodzenia systemu MMR, co prowadzi
do niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Mechanizm ten zwigzany jest z syndromem

Lyncha [Testa i in., 2018; Mustafa i in., 2016; Kuipers i in., 2015].

1.2.3. Stadia nowotworu

Guz nowotworowy powstaje w najbardziej wewngtrznej wartswie §ciany
jelita. Wraz ze wzrostem, zajmuje kolejne warstwy, jednocze$nie coraz bardziej

ograniczajac $wiatlto jelita. Aby moc charakeryzowac postep choroby, wprowadzono
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klasyfikacje okre$lajace tzw. stadium nowotworu. Jedng z pierwszych klasyfikacji byt
system TNM. Obecnie czgsciej si¢ stosuje jednak system liczbowy lub, w przypadku
raka jelita grubego, klasyfikacje literowg Dukes’a. Stadia rozwoju nowotworu zostaty

przedstawione na ryc. 21.
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Ryc. 21. Stadia rozwoju raka jelita grubego; Tis — carcinoma in situ — nowotwor nie tworzy
jeszcze guza; T — wielko$¢ guza; N — ilo$¢ zajetych wezlow chlonnych (NO — brak); M — obecnosé
i ilo$¢ przerzutow lub ich brak (MO0) [opracowanie wlasne; na podstawie: Kordek i in., 2007;
AJCC, 2017]

1.2.4. Etiologia

Uwaza sie, iz niewielka tylko cz¢$¢ (okoto 20%) nowotwordw jelita grubego

ma podloze genetyczne. Rak powstajacy w tym organie wykazuje duza zalezno$¢
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od czynnikow takich, jak dieta, dziedziczne zespoty chorobowe, sktad mikrobiomu
czy historia rodzinna choréb, w tym nowotworow.

Jednym z gtéwnych czynnikéw ryzyka CRC sg dziedziczne i niedziedziczne
choroby jelita. Wsérod chorob dziedzicznych najwigksza role odgrywaja zespot
rodzinnej polipowato$ci gruczolakowatej (FAP, ang. familial adenomatous polyposis),
zespot Lyncha i inne, np. zespot Peutza-Jeghersa, polipowato$¢ mtodziencza
czy polipowatos$¢ zwigzana z genem MUTYH. Choroby niedziedziczone, a zwigzane
z ryzykiem zachorowania na raka jelita grubego to przede wszystkim niespecyficzne
zapalenia jelit (IBDs, ang. inflammatory bowel diseases), w tym choroba
Lesniowskiego-Crohna czy wrzodziejace zapalenie jelit [Testa i in., 2018; Mustafa
i in., 2016; Haggar, Boushey, 2009].

Do genetycznych i epigenetycznych czynnikow etiologicznych naleza przede
wszystkim mutacje w genach supresorowych TP53 i APC oraz protoonkogenach
KRAS, BRAF, SMAD4, HER2 czy PI3KCA. Ponadto, dochodzi do aberracji
chromosomalnych i niestabilnosci chromosomalnej (CIN, ang. chromosomal
instability), uszkodzenia lub inaktywacji systemow naprawy DNA (w tym metylacji
metylotransferazy = metyloguaninowej (MGMT, ang. methylguanine DNA
methyltransferase), niestabilno$ci mikrosatelitarnych, metylacji wysp CpG
czy zmiany ekspresji okres§lonych miRNA [Testa i in., 2018; Mustafa i in., 2016].

Kluczowa rolg w etiologii raka jelita grubego odgrywa takze sktad diety.
Spozywanie duzych ilo$ci czerwonego migsa oraz migsa przetworzonego moze si¢
przyczyni¢ do rozwoju choroby, ze wzgledu na powstawanie kancerogennych
N-nitrozozwiazkéw, reaktywnych form tlenu oraz indukcji  procesow
pronowotworowych [Haggar, Boushey, 2009; Corpet, 2011; Oostindjer i in., 2014;
Helmus i in., 2013]. Obok spozywania czerwonego migsa, czynnikiem ryzyka CRC
jest dieta zasobna w tluszcz. Przyjmowanie tlustych pokarmow skutkuje
przeksztatlceniem przez bakterie jelitowe pierwotnych kwasow zoéiciowych (kwasy
cholowy czy chenodeoksycholowy) do wtérnych (kwasy deoksycholowy (DOC,
DCA) czy litocholowy (LCA), ktore powoduja indukcje szlakéw 1 czynnikéw
pronowotworowych [Liu i in., 2017; Ajouz i in., 2014]. Ponadto, ttusta dieta prowadzi
do zwigkszenia ilo$ci brzusznej tkanki thuszczowej oraz otytosci. Dochodzi w wyniku
tego do rozwinigcia si¢ konstytuwnego stanu zapalnego, jak réwniez spadku ilosci
czynnikow przeciwnowotworowych i wzrostu — pronowotworowych [O’Neill i in.,

2016; Tarasiuk i in.,, 2018]. Okazuje si¢ jednak, iz dlugotancuchowe,
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wielonienasycone kwasy tluszczowe (np. omega-3), znane ze swojej aktywnos$ci
prozdrowotnej, wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe [Tarasiuk i in., 2018].

Do sktadnikéw diety, ktore moga dziata¢ prewencyjnie w stosunku do raka jelita
grubego nalezg nabial, zboza, warzywa i owoce. Wynika to z obecnosci w nich
witaminy D, jondw wapnia, blonnika, antyoksydantow i substancji o charakterze
przeciwnowotworowym, takich jak apigenina, genisteina, rezweratrol, kurkumina,
epigallokatechina czy triterpenoidy (w tym kwas ursolowy i oleanolowy) [Oostindjer
i in., 2014; Ajouz i in., 2014; Campbell, Trump, 2017; Ferrer-Mayorga i in., 2019;
Haggar, Boushey, 2009; Wang i in., 2012].

Scisle zwigzany z rozwojem raka jelita grubego jest brak aktywnosci fizyczne;.
Regularne ¢wiczenia z jednej strony zmniejszaja tkanke tluszczowa i zapobiegaja
otytosci, z drugiej za§ dochodzi do indukeji szeregu czynnikéw. Podczas aktywnosci
fizycznej zmianie ulega charakter wydzielania hormonéw, zmniejszeniu ulega takze
insulinooporno$¢ [Haggar, Boushey, 2009].

Na zapoczatkowanie kancerogenezy w jelicie grubym moze takze wplywac regularne
spozywanie alkoholu. Sam alkohol etylowy nie wykazuje aktywnoSci
pronowotworowej, odpowiedzialny za nig jest produkt metabolizmu etanolu, aldehyd
octowy, ktory powoduje uszkodzenie struktury jelita, zmian¢ mikroflory
oraz wzmozenie stanu zapalnego [Na, Lee, 2017].

Zasadnicza role w rozwoju i progresji CRC odgrywa mikrobiom — zaréwno jego sktad,
jak 1 funkcjonalno$¢. Zaro6wno bakterie patogenne, jak i komensale moga powodowac
zmiany strukturalne 1 wydzielnicze w tkance jelita grubego oraz przyczyniaé si¢
do wydzielania cytokin i czynnikow o charakterze pronowotworowym [Chen i in.,
2017; Sun, Kato, 2016; Wang i in., 2017]. Z drugiej strony, metabolity niektorych
bakterii, na przyktad krotkolancuchowe kwasy ttuszczowe, w szczegdlnosci maslan
(powstaly w wyniku fermentacji btonnika), zmniejszaja stan zapalny, dziataja
immunomodulacyjnie ograniczajac rozwoj raka jelita grubego [Chen i in., 2017; Sun,
Kato, 2016]. Wsrod bakterii zwigzanych z CRC wystepuja te z rodzajow
Enterococcus, Helicobacter, Streptococcus, Peptostreptococcus, Salmonella,
Bacteroides, Parabacteroides, Fusobacterium, Akkermansia, a takze E. coli; efekt
antynowotworowy wykazuja za$: Bifidobacterium spp czy Propionibacteri spp [Chen
i in., 2017; Sun, Kato, 2016; Wang i in., 2017].

W rozwoju raka jelita grubego udzial biora takze czynniki psychologiczne,

geograficzne czy socjo-ekonomiczne [Bray i in., 2018; Haggar, Boushey, 2009].
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Ryec. 22. Mechanizm aktywnosci wybranych czynnikow etiologicznych i profilaktycznych w
rozwoju lub hamowaniu raka jelita grubego [opracowanie wlasne]

1.2.5.0bjawy, diagnoza, biomarkery i leczenie

Objawy raka jelita grubego sa zwykle niespecyficzne. We wczesnych

stadiach rozwoju choroby moga nie wystepowac. Pojawiaja si¢ natomiast w stadiach,
ktéore sa trudne do leczenia. To, jakie objawy wystapia, zalezy glownie
od umiejscowienia nowotworu [Kordek i in., 2007].
Wsrod objawow CRC mozna wyrdzni¢ zmiang rytmu wyproznien, uczucie niepetnego
wyproéznienia, wzdgcia, nietrzymanie gazow 1 stolca, zmgczenie, objawy zwigzane
z anemiy, a takze objawy bedace wynikiem obstrukc;ji jelita: bol, nudno$ci, wymioty,
problem z oddawaniem stolca. Do bardziej typowych objawdw nalezg bol w okolicy
powstania guza czy krew w stolcu [Kordek i in., 2007; Kuipers i in., 2015].

Diagnostyka raka jelita grubego wykorzystuje szeroki wachlarz badan.
Do najmniej inwazyjnych nalezg test na krew utajong w stolcu (enzymatyczny gFOBT
czy immunochemiczny FIT) oraz badanie per rectum. Mogg one jednak dawa¢ wynik
fatszywie negatywny. Wigksze prawdopodobienstwo wykrycia nowotworu daja

badania endoskopowe — rektoskopia, sigmoidoskopia i kolonoskopia — umozliwiajace
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jednoczes$nie usunigcie polipéw czy wcezesnych gruczolakéw. Ponadto, stosowaé
mozna diagnostyke oparta na badaniach radiologicznych, ultrasonografii, tomografii
komputerowej, rezonansie magnetycznym czy, w ostatecznos$ci, biopsji [Kordek i in.,
2007; Kuipers i in., 2015; Das i in., 2017]. Obecnie, coraz czeSciej stosowany jest
takze test DNA, umozliwiajacy z wysoka dokladno$cig wykrycie w stolcu genow
zwigzanych z kancerogenezg [Kuipers i in., 2015].

W skriningu CRC wysoka warto$¢ diagnostyczng niosg biomarkery.
Do najczesciej wykorzystywanych biomarkerow diagnostycznych naleza: antygen
karcinoembrionalny (CEA), kadheryna 17, geny septyny 9 (SEPT9), APC, KRAS,
BRAF, PIK3CA, PTEN, a takze profil niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI). Ponadto,
analizowa¢ mozna markery progno