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Komoérka niedotleniona celem dla terapii selektywnej w onkologii

The hypoxic cell a target for selective cancer therapy
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Streszczenie

Hipoksja jest czynnikiem niekorzystnym, ktéry predysponuje nie tylko do bardziej agresywnego przebiegu cho-

roby i szybszego powstawania przerzutéw, ale rowniez do opornosci pacjentek na standardowe schematy leczenia.
Paradygmatem jest stwierdzenie, ze wzrost guza nowotworowego zalezy od ilosci tlenu i produktéw odzywczych do-
starczanych poprzez nowo powstata sie¢ naczyn krwionosnych (angiogeneza), a bezposrednim efektem
tego wzrostu jest powstawanie przerzutéw odlegtych poprzez nowa sie¢ naczyn limfatycznych (limfangiogeneza).
Patofizjologicznym fundamentem angiogenezy i limfangiogenezy w guzie nowotworowym jest niedotlenienie.
Badania kliniczne ostatnich lat jednoznacznie potwierdzaja, Ze niedotlenienie stanowi gtéwny problem dla radiote-
rapii, a mate wysycenie komérek tlenem przyspiesza progresje nowotworu, bez wzgledu na to, jakie leczenie prze-
ciwnowotworowe jest stosowane. Hipoksja moze przyczynic sie do powstania opornosci na leki poprzez amplifika-
cje genéw powodujacych wystepowanie lekoopornosci oraz indukcje zwigzanych z hipoksja biatek stresu.

Stowa kluczowe: hipoksja, angiogeneza, HIF — czynnik indukowany przez hipoksje, apoptoza
Summary

Hypoxia is an unfavourable factor which predisposes both to more aggressive disease course and frequent
metastases as well as patients’ resistance to standard therapy procedures. The development of neoplasm is
dependent on oxygen amount and nutritive products supplied by the new blood vessels’ network (angiogenesis)
with following direct distant metastases formation by new lymphatic vessels (lymphangiogenesis). This
statement constitutes a paradigm. Hypoxia is a pathophysiological factor for angiogenesis and
lymphangiogenesis in the neoplastic tumor. According to the latest clinical research, it was confirmed that
hypoxia is a fundamental problem in radiotherapy and low cell’s oxygen saturation accelerates neoplasm
progression in spite of the cancer therapy used. Hypoxia might cause drug-resistance through the amplification
of specific genes as well as the induction of stress-proteins related to hypoxia.

Key words: hypoxia, angiogenesis, HIF — hypoxia inducible factor, apoptosis

Wstep

Hipoksja w raku szyjki macicy jest czynnikiem nieko-
rzystnym, ktory nie tylko predysponuje do bardziej agre-
sywnego przebiegu choroby i szybszego powstawania
przerzutéw, ale tez do opornosci pacjentek na standardo-
we schematy leczenia [1]. Paradygmatem jest stwierdze-
nie, ze wzrost guza nowotworowego jest zalezny od ilosci
tlenu i produktéw odzywczych dostarczonych poprzez no-
wo powstata sie¢ naczyh krwionodnych (angiogeneza),

a bezposrednim efektem tego wzrostu jest powstawanie
przerzutéw odlegtych poprzez nowg sie¢ naczyn limfa-
tycznych (limfangiogenza). Patofizjologicznym fundamen-
tem angiogenezy i limfangiogenezy w guzie nowotworo-
wym jest niedotlenienie — spadek poziomu tlenu
w komérce nowotworowej. Niedotlenienie jest wspélng
cecha wszystkich guzéw litych, wptywajaca na ich biolo-
gie i prognozowanie odpowiedzi na leczenie i tym samym
na rokowanie dla pacjentéw [2]. Badania nad metodami
przezwyciezenia problemu, jakim dla radioterapii i che-
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mioterapii jest niedotlenienie komérek w guzach litych,
trwaja od ponad 50 lat [3]. Ostatnie badania kliniczne jed-
noznacznie potwierdzaja, ze niedotlenienie jest gtéwnym
problemem dla radioterapii, a mate wysycenie komérek
tlenem przyspiesza progresje nowotworu, bez wzgledu
na to, jakie leczenie przeciwnowotworowe jest stosowa-
ne [4]. Wdrazanie nowych lekéw do badan klinicznych,
ktére sg wybidrczo toksyczne dla niedotlenionych komo-
rek, ma teoretyczne podstawy oraz pozytywne kliniczne
potwierdzenie wynikéw [5]. Prezentowany przeglad pis-
miennictwa zwraca uwage na kilka waznych pojec i kon-
cepcji zwigzanych ze Sciezkami sygnalizacyjnymi komorki
niedotlenionej, ktére doprowadzity do obecnego stanu
wiedzy i rozpoczecia badah nad selektywnym leczeniem
niedotlenionej masy guza nowotworowego.

Rola hipoksji w radioterapii i chemioterapii

Pionierskie badania Graya i wsp. wykazaty, ze
za opornos¢ na promieniowanie jonizujace jest odpo-
wiedzialna hipoksja [6]. Badania, wykonane tuz
po Il wojnie Swiatowej, pokazaty, ze niedotlenienie wy-
wotuje radioopornos¢ w szerokim zakresie komoérek
i tkanek. Ponadto zaobserwowano, ze prawidtowe cis-
nienie parcjalne tlenu w czasie naswietlania powoduje
wiekszg promieniowrazliwos¢ niz jakiekolwiek inne
efekty metaboliczne w komérce [3]. R6znica we wrazli-
wosci na promieniowanie pomiedzy komérkami z pra-
widtowym cisnieniem parcjalnym tlenu a komoérkami
w stanie hipoksji, a nawet anoksji, jest znana jako
wskaznik wzmocnienia tlenowego, zdefiniowany w for-
mie stosunku dawek napromieniowania w celu znisz-
czenia komérek nowotworowych na takim samym po-
ziomie w warunkach hipoksji, jak réwniez prawidtowego
ich utlenowania. Wartos¢ prawidtowa tego wskaznika
zawiera sie w zakresie 2,5-3 dla komoérek cztowieka.

Przyczyna tego efektu jest fakt wigzania sie tlenu
z miejscem uszkodzenia DNA wywotanego promienio-
waniem jonizujacym. Tlen, bedac najbardziej powino-
watg elektronowo czgsteczka w komorce, reaguje nad-
zwyczaj szybko z wolnym elektronem wolnego rodnika,
przez co utrwala uszkodzenie w strukturze DNA.
W przypadku nieobecnosci tlenu wiele z powstatych
uszkodzen moze byc¢ przywréconych do ich prawidtowej
struktury, przez donacje wodoru od niebiatkowych grup
tiolowych w komérkach. Tak wiec promieniowanie joni-
zujace jest wysoce nieskuteczne w niszczeniu niedotle-
nionych komérek wszystkich typéw zaréwno normal-
nych, jak i nowotworowych [7]. Hipoksyczne (niedo-
tlenione) komorki sa ok. 3 razy mniej wrazliwe na foto-
nowe promieniowanie jonizujace. Wynikaja stad istotne
implikacje kliniczne w radioterapii guzéw, w ktérych
czes¢ stabo unaczyniona i tym samym niedotleniona
jest znacznie mniej wrazliwa na napromienianie [7].

W wycinkach histologicznych guzéw litych Thomlin-
son i Gray wykazali, ze odlegtos¢ ognisk martwicy od na-

czynia krwionosnego jest stata i wynosi zwykle
100-150 pm — jest to odlegtos¢ dyfuzji tlenu w tkance za-
lezna od cisnienia parcjalnego w naczyniach wtoskowa-
tych oraz od tempa zuzycia tlenu przez komorki [8].
Majac na uwadze powyzsze patofizjologiczne podsta-
wy, nalezy stwierdzi¢, ze wnioski wysuniete przez powyz-
szych badaczy byty niezwykle istotne dla poznania nega-
tywnego wptywu niedotlenienia komérki w guzach litych
na wynik radioterapii. Nie umniejszajac rangi tego faktu,
nalezy jednak zauwazy¢, ze dopiero wyniki badan mole-
kularnych pozwolity na petne poznanie zjawiska niedo-
tlenienia guza nowotworowego w aspekcie klinicznym
znacznie szerszym, niz badacze ci przypuszczali.
Niedotlenione komorki in vitro sg oporne na promie-
niowanie jonizujace, lecz wrazliwe na dziatanie chemiote-
rapeutykéw. Leki te, podobnie jak promieniowanie, sg
bardziej toksyczne dla utlenowanych komérek nowotwo-
rowych, jednak w guzie litym in vivo pewna liczba czynni-
kéw, skojarzona bezposrednio albo posSrednio z niedotle-
nieniem guza, przyczynia sie do lekoopornosci [9, 10].
Po pierwsze, niedotlenienie skojarzone z niedoborem glu-
kozy powoduje zwolnienie tempa progresji poprzez za-
trzymanie cyklu komérkowego [11]. Po drugie, stezenie le-
kéw przeciwnowotworowych bedzie wieksze blizej
naczyh krwionoénych z powodu gorszego rozprzestrzenia-
nia sie w tkance nowotworowej w wyniku spadku pH po-
zakomérkowego [12]. Hipoksja moze przyczynic sie do po-
wstania opornosci na leki poprzez amplifikacje genéw
powodujacych wystepowanie lekoopornosci [13] oraz in-
dukcje zwigzanych z hipoksja biatek stresu [14, 15].

Szlaki metaboliczne niedotlenienia
w komérce nowotworowej

Odpowiedz komérkowa na zmniejszenie stezenia O,
ponizej 2% zaréwno zewnatrzkomérkowa, jak i wewnatrz-
komérkowa jest skomplikowanym procesem, na ktéry
sktada sie odbiér bodZca przez odpowiedni receptor, jego
przetworzenie oraz przestanie informacji do jadra komér-
ki, w celu wywotania odpowiedniej reakcji na hipoksje [16].
W komérkach prawidtowych sygnaty proliferacyjne, migra-
cyjne, apoptotyczne i ich wzajemne relacje podlegaja 5ci-
stej kontroli wewnatrzkomorkowej we wszystkich kom-
partmentach i pozostajg w stanie rownowagi. Wzrost guza
nowotworowego odbywa sie dzieki desynchronizacji wy-
mienionych proceséw oraz promowaniu ,hieSmiertelno-
sci” komorek [17]. Gtéwnym biatkiem odpowiedzi komérki
na brak tlenu jest czynnik transkrypcyjny o charakterze he-
terodimeru — HIF-1 (hypoxia inducible factor-1— czynnik in-
dukowany przez hipoksje 1) [18], ktdrego regulacja przebie-
ga wieloetapowo (ryc. 1.).

W warunkach hipoksji HIF-1a. po potaczeniu z podjed-
nostka HIF-1B tworzy aktywna forme czynnika transkryp-
cyjnego, ktory indukuje transkrypcje szeregu genéw, m.in.
genu VEGF [19]. W warunkach normoksji czynnik
HIF-1 jest nieaktywny z powodu hydroksylacji (przy proli-
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aktywacja genéw aktywowanych
hipoksja

da
L &

ubikwitynacja
i degradacja HIF-1a

HIF-1, najwazniejszy czynnik transkrypcyjny dla genéw regulowanych hipoksja, jest heterodimerem sktadajgcym sie z HIF-1a. i HIF-1o.. W warunkach normoksji
HIF-1o. ulega hydroksylacji za pomoca hydroksylazy (PH), nastepnie taczy sie z biatkiem von Hippla-Lindaua (vHL), ulega ubikwitynacji, a w korcu degradacji.

Ryc. 1. Regulacja aktywnosci HIF-1a.

nie w pozycji 402 i 564), ktora jest katalizowana przez spe-
cyficzne hydroksylazy. Nastepnie do podjednostki tej przy-
tacza sie biatko vHL (biatko von Hippla-Lindaua) i ubikwi-
tyna, co prowadzi do degradacji catego kompleksu
za pomocg systemu proteosoméw. Mutacje supresorowe-
go genu VHL, wystepujace czesto w chorobie von Hippla-
-Lindaua, powoduja powstawanie zmutowanego biatka
vHL, ktére nie wigze sie z podjednostka HIF-1a, co powo-
duje, ze réwniez w warunkach normoksji gen VEGF jest
konstytutywnie aktywny, w wyniku czego powstajag mno-
gie nowotwory — mnogie naczyniaki, raki jasnokomérkowe
nerki, raki nadnercza [20].

Dotychczas zidentyfikowano kilkadziesigt genéw regu-
lowanych przez HIF-1, w wyniku czego biatko to uczestni-
czy w szlakach metabolicznych wiekszosci proceséw odpo-
wiedzialnych za powstanie ztosliwego (,,przerzutowego”)
fenotypu komérki nowotworowej (tab. I) [21-38].
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Geny produkujace biatka, ktore uczestnicza w proce-
sie powstawania nowych naczyn krwionosnych i limfa-
tycznych sa pierwszymi, ktérych ekspresja regulowana
jest bezposrednio stezeniem HIF-1 w guzie nowotworo-
wym [21].

Biatko p53, produkt genu TP53, ma zasadnicze zna-
czenie w odpowiedzi komérki na stres indukowany nie-
dotlenieniem, a w stanach przewlektego niedotlenienia
w guzie nowotworowym konkuruje z biatkiem HIF-la
0 wigzanie p300, mogac tym samym ostabiaé przenosze-
nie sygnatu pobudzajacych zainicjowanych HIF-1a [28].

Gwattowny rozw6j wiedzy dotyczacej zaburzeh
w transdukcji sygnatu, mogacego wybitnie zaktocié ta-
kie mechanizmy komérkowe, jak proliferacja, apoptoza
czy adhezja, umozliwit opracowanie nowych, celowa-
nych terapii przeciwnowotworowych, majacych za zada-
nie wybidrcze hamowanie funkcji biatek kodowanych
przez uszkodzone geny [39].
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Tab. I. Geny aktywowane przez HIF-1

Proces Gen regulowany przez HIF-1
angiogeneza VEGF (vascular endothelial growth factor),
limfangiogeneza PIGF (placental growth factor),

VEGFR-1 (vascular endothelial growth factor receptor-1), iNOS (inducible nitric oxide synthase),
ET-1 (endothelin-1),
adrenomedulina, Cyr61 (cysteine-rich protein 61)

apoptoza p53, pVHL (von Hippel-Lindau protein),
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten)

proliferacja IGF-2 (insulin-like growth factor),
TGF-o. (transforming growth factor «)

inwazja i przerzutowanie katepsyna D, wimentyna,
MMP3 (matrix metalloproteinase 3),
ID2 (inhibitor of DNA binding/differentiation 2)

adaptacja metaboliczna enzymy glikolityczne: GLUT-1 (glucose transporter — 1), GLUT-3 (glucose transporter — 3),
CAIX (carbonic anhydrase 1X)
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Ryc. 2. Cele terapeutyczne metabolicznego szlaku niedotlenienia

onkologicznym? Trudno jednoznacznie odpowiedzieé
na to pytanie w aspekcie wynikéw uzyskanych z prowa-
dzonych aktualnie programéw badawczych, niemniej

Od poczatku lat 90. XX w., kiedy odkryto HIF-1, stat  w licznych osrodkach testowane sa r6zne matoczastecz-
sie on niezwykle intensywnie badanym czynnikiem kowe inhibitory tego czynnika transkrypcyjnego [40].
transkrypcyjnym zaleznym od stezenia tlenu w tkance. Ws$réd badanych inhibitoréw s3 echinomycyna [41]
Czy HIF-1jest dobrym celem terapeutycznym w leczeniu i syntetyczne poliamidy [42], ktdre blokujg wigzanie sie

Cele terapeutyczne metabolicznego szlaku
niedotlenienia w komérce nowotworowej
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HIF-1 z DNA w jadrze komérkowym, oraz chetomin ha-
mujacy przytaczenie biatka p300 — koaktywatora czynni-
ka transkrypcyjnego (ryc. 2.) [43].

Matoczgsteczkowe inhibitory HIF-1 s3 czesto identyfi-
kowane jako biatka opiekufcze, biatka mikrotubul, topo-
izomeraza |, tioredoksyna, jak rowniez liczne biatka meta-
bolicznego szlaku aktywacji HIF-1 (pkt 1, ryc. 2.). Drugim
celem terapeutycznym metabolicznego szlaku niedotle-
nienia jest synteza i stabilizacja biatka HIF-1 w cytoplaz-
mie komorkowej, a wsrdd inhibitoréw tego procesu naj-
czesciej wymieniany jest topotekan, stosowany w wielu
schematach leczenia zwtaszcza drugiego rzutu [44].

Aktualnie w badaniach klinicznych ocenia sie skutecz-
nos¢ roznych nieselektywnych inhibitoréw HIF-1 w lecze-
niu nowotworéw (m.in.: 17-N-allylamino-17-demetoksy-
geldanamycyna, 2-metoksyestradiol, matoczgsteczkowe
biatka — ligandy dla receptora kinazy tyrozynowej) [40].
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