Wspétczesna Onkologia (2010) vol. 14; 5 (291-296)

DOI: 10.5114/w0.2010.17291

Skuteczne leczenie wielu typéw nowo-
tworéw jest ograniczone ze wzgledu
na ich stopien klinicznego zawansowa-
nia lub wtasnosci biologiczne guza.
Z powodu niskiej specyficznosci trady-
cyjnej chemioterapii ciagle poszukiwa-
ne sa nowe rodzaje terapii dziatajace
wybiérczo na nieprawidtowo zmienione
szlaki metaboliczne w komérkach nowo-
tworowych. W ciggu ostatniej dekady
odkryto nowy rodzaj sygnalizacji w ko-
morce nowotworowej wykorzystujacej
glutaminian, a zablokowanie tej syg-
nalizacji traktowane jest jako zrédto
oddziatywania na komérki nowotworo-
we. W pracy oméwiono role glutami-
nianu jako czynnika wzrostu dla komo-
rek nowotworowych, obecnos¢ i funkcje
jonotropowych receptoréw glutaminia-
nowych w nowotworach, jak réwniez
potencjalne znaczenie antagonistow
tych receptoréw jako nowej generacji
cytostatykow i proponowane mechani-
zmy ich dziatania na poziomie moleku-
larnym.

Stowa kluczowe: glutaminian, recepto-
ry jonotropowe, nowotwér, czynnik
wzrostu, terapia celowana.
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Tradycyjna terapia onkologiczna opiera sie gtéwnie na chirurgicznym
usunieciu lub niszczeniu istniejacych juz komérek nowotworowych za pomo-
3 radio- i chemioterapii. Mimo statego postepu w zakresie nowych technik
operacyjnych i radioterapii nadal nie jest mozliwe skuteczne leczenie wielu
typéw nowotworéw ze wzgledu na stopien ich klinicznego zawansowania
lub takie wtasnosci biologiczne, jak intensywnos¢ proliferacji, rodzaj wzro-
stu czy charakter naciekania tkanek sasiadujacych. Tradycyjna chemiotera-
pia jest natomiast mato specyficzna, powoduje réwniez Smierc¢ prawidtowych
komarek, a w zwiazku z tym wywotuje wiele objawdw niepozadanych i ubocz-
nych. Dlatego tez wiele obecnie prowadzonych badan ma na celu opraco-
wanie strategii bardziej specyficznego leczenia nowotwordw, strategii, kt6-
ra wykorzystywataby unikatowe cechy komérek nowotworowych, dziatajac
wybi6rczo na nieprawidtowo zmienione szlaki metaboliczne w celu elimina-
¢ji badZ zahamowania wzrostu tych komérek, a jednoczesnie nie wptywata-
by lub wptywata w niewielkim stopniu na komérki prawidtowe. W zwiazku
ztym z jednej strony ciagle poszukiwane i syntetyzowane sg nowe substancje
chemiczne, ktére ingerowatyby w poznane juz szlaki metaboliczne, z drugiej
strony istotne jest odkrycie nowych szlakéw, ktére mogtyby sie sta¢ celem
specyficznej terapii.

W ciggu ostatniej dekady odkryto nowy rodzaj sygnalizacji w komérce
nowotworowej wykorzystujacej glutaminian, a zablokowanie tej sygnaliza-
cji traktuje sie jako potencjalne zrédto oddziatywania na komérki nowotwo-
rowe [1-4]. Przez dtugi czas panowato przekonanie, ze sygnalizacja przy udzia-
le glutaminianu ograniczona jest do komarek uktadu nerwowego. Poglad ten
ulegt zmianie wraz z odkryciem obecnosci receptoréw glutaminianowych
w narzadach obwodowych i komérkach pochodzenia nowotworowego [5, 6].

Glutaminian jako czynnik wzrostu dla komérek nowotworowych

Kwas glutaminowy (Glu) to jeden z gtéwnych neuromediatoréw pobu-
dzajacych w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) cztowieka. Wptywa na
szereg procesoéw fizjologicznych, m.in. uczenie sie, pamie¢ i zachowanie
[7, 8]. Nadmierna aktywacja uktadu glutaminergicznego (wysokie stezenie
Glu i aktywacja odpowiednich receptoréw) prowadzi do $mierci komérek ner-
wowych zwanej ekscytotoksycznoscia (ang. excitotoxicity), co jest zwigzane
z patofizjologiag szeregu choréb neurodegeneracyjnych i innych stanéw pato-
logicznych OUN (padaczka, niedotlenienie, udar) [9].
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Effective treatment of different types
of cancer is limited with regard to the
clinical stage of the disease and/or bio-
logical properties of the tumour. Be-
cause of the low efficacy of traditional
chemotherapy, new types of targeted
therapy acting selectively on specific
metabolic pathways pathologically
deregulated in cancer cells are still
needed. In the last decade glutamate
signalling has emerged as a new poten-
tial therapeutic target in cancer. This
review outlines the role of glutamate as
a growth factor for cancer cells, the
presence and function of ionotropic glu-
tamate receptors in cancers, and the
potential impact of glutamate receptor
antagonists as a new generation of cyto-
statics. The review also describes sug-
gested mechanisms of their activity at
the molecular level.

Key words: glutamate, ionotropic receptor,
cancer, growth factor, targeted therapy.

W warunkach fizjologicznych glutaminian reguluje proliferacje, migracje
i réznicowanie sie niedojrzatych neuronéw oraz innych komérek prekursoro-
wych OUN w rozwijajacym sie mézgu [10-13]. Zdolnos¢ do niekontrolowane-
go wzrostu i rozprzestrzeniania sie maja rowniez komaorki nowotworowe, dla-
tego tez zwrécono uwage na glutaminian jako potencjalny czynnik wzrostowy
dla nowotwordéw oraz obecnos¢ uktadu glutaminergicznego (receptory,
wewnatrzkomaérkowe czynniki transportujace glutaminian) poza OUN —
w narzadach obwodowych [5, 6] i komérkach nowotworowych [6].

Bezposrednim dowodem na istotng funkcje Glu w metabolizmie komérek
nowotworowych byto wykazanie wydzielania neurotoksycznych ilosci gluta-
minianu przez glejaki, zaréwno otrzymane pooperacyjnie, jak i linie komor-
kowe w warunkach in vitro [3, 4]. Nastepne doswiadczenia wykazaty, ze glu-
taminian pobudza proliferacje komérek glejakéw w warunkach in vivo.
Genetyczna modyfikacja szczurzych komoérek glejaka C6 pozwolita na otrzy-
manie linii intensywnie wydzielajacych lub niewydzielajgcych Glu. Po wszcze-
pieniu ich do mézgu zwierzat doswiadczalnych guzy zawierajace komaérki
intensywnie wydzielajgce Glu rosty zdecydowanie agresywniej od guzéw
z komérek niemodyfikowanych (wydzielajacych Glu w mniejszym stopniu)
lub niewydzielajacych tego neuromediatora, co miato oczywisty zwiazek z cza-
sem przezycia zwierzat [3]. Wykazano réwniez, ze nadmiar glutaminianu
w przestrzeni otaczajacej glejaki moézgu [14] powoduje smier¢ otaczajacych
neurondéw [3], umozliwiajac w ten sposéb rozrost guza [15], i jest prawdopo-
dobna przyczyng napadéw padaczkowych u pacjentéw z tego typu nowo-
tworami moézgu [16]. Glutaminian oraz syntetyczni agoniéci GIuR stymuluja
rowniez proliferacje komérek raka ptuca linii A549 w warunkach in vitro, co
dowodzi, ze troficzny wptyw agonistow NMDAR (ang. N-methyl-D-
aspartate receptor) dotyczy rdwniez nowotwordw pochodzenia nabtonko-
wego (2, 17, 18].

Receptory glutaminianowe

Receptory glutaminianowe w zaleznosci od mechanizmu przekazywania
wewnatrzkomérkowego sygnatu i podobiefstwa budowy zostaty podzielo-
ne na dwie gtéwne klasy: receptory jonotropowe (iGluR) i receptory meta-
botropowe (MGIuUR). Metabotropowe receptory glutaminianowe zbudowane
s3 z 8 typéw podjednostek — mGluR1-8, podzielonych na 3 grupy, zaleznie od
podobienstw sekwencji budujacych je aminokwaséw oraz rodzaju wtérne-
go przekaznika, ktérego uzywaja do transmisji sygnatu wewnatrzkomérko-
wego przy udziale biatek G [19].

Receptory jonotropowe petnig funkcje kanatow jonowych dla Ca®* i Na*
(ryc. 1.). Na podstawie homologii sekwencji tworzacych je aminokwaséw oraz
preferencji aktywujacego je syntetycznego agonisty zostaty sklasyfikowane
na 3 dodatkowe podklasy: receptory NMDA (ang. N-methyl-D-aspartate),
receptory AMPA (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate)
oraz receptory kainianowe (ang. kainic acid) [20, 21]. Receptory NMDA zbu-
dowane s3 z 7 rodzajow podjednostek: NR1, NR2A/B/C/D, NR3A/B, bedacych
produktami oddzielnych gendw. Funkcjonalny NMDAR musi zawiera¢ 2 pod-
jednostki NR1 oraz przynajmniej 2 z podjednostek jednego lub wiecej typu
NR2. Do powstatego w ten sposéb kompleksu moga byé dotaczone NR3A lub
NR3B, ktére w tym wypadku prawdopodobnie zastepuja jedna z podjedno-
stek typu NR2. W przypadku NMDAR dodatkowym niezbednym naturalnym
agonista jest glicyna [8, 20]. Receptory AMPA sktadajg sie z 4 rodzajow pod-
jednostek GluR1/2/3/4, wykazujacych ok. 70% homologii, bedacych jednak-
ze produktami oddzielnych genéw. Podobnie jak NMDAR, funkcjonalne AMPAR
s heterotetramerami [20-22]. W sktad receptoréw kainianowych (KAR) wcho-
dza 2 typy podjednostek — GluR5/6/7 oraz KAL i KA2, ktére tworzg homo- lub
heterotetramery. Funkcjonalne receptory zbudowane z jednego typu pod-
jednostek moga by¢ tworzone tylko z udziatem GluR5-7. Homotetramery
z podjednostek KA1/2, cho¢ wiaza agoniste, s nieczynne. Funkcjonalne recep-
tory z udziatem KA1/2 powstaja jako heterotetramery w potaczeniu z pod-
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jednostkami typu GluR5/6/7. Ze wzgledu na r6znorodnosc
podjednostek receptoréw jonotropowych istnieje mozliwosé
tworzenia receptoréw o réznej kombinacji elementéw skta-
dowych, o odmiennych wtasciwosciach fizykochemicznych
i farmakologicznych [23, 24].

Obecnos¢ jonotropowych receptoréw
glutaminianowych w komérkach nowotworowych

W potowie lat 90. zauwazono, ze receptory glutaminia-
nowe moga wystepowac réwniez w komérkach nowotwo-
rowych. Jedne z pierwszych obserwacji wskazywaty na
zdolnos¢ wigzania znakowanego antagonisty NMDA
([PHIMK801) przez komorki nowotworéw OUN oraz naptyw
Ca?* do tych komérek pod wptywem podawania glutami-
nianu in vitro [25]. Nastepne badania potwierdzity obecnos¢
jonotropowych GluR1 i GluR4 [26], GluR2/3/4/6/7, KA1 [27],
NR1[27, 28] i NR2C [28], GluR1/2/3/4 w guzach glioblasto-
ma otrzymanych pooperacyjnie [1] oraz innych kombinacji
podjednostek w liniach komérkowych i guzach wywodza-
cych sie z OUN [29-31].

Niezbyt liczne s3 doniesienia o obecnosci iGluR w komaor-
kach nowotworowych wywodzacych sie spoza OUN. Stwier-
dzono istnienie w liniach komérkowych osteosarcoma pod-
jednostek NR1, NR2A, NR2B, NR2D [32] oraz dodatkowo
NR3A [6], jak rowniez GluR2 w leyomyoma macicy [33] czy
NR1 w rakach ptaskonabtonkowych jamy ustnej [34], rakach
prostaty, jelita grubego i piersi [35]. Obecnos¢ NR1/NR2B
i GluR2/3 potwierdzono w liniach: A549 raka ptuca, T47 raka
piersi, FTC238 raka tarczycy [2] oraz raka zotadka [36].

Zwrécono takze uwage na potencjalne znaczenie kli-
niczne wystepowania iGluR w r6znego typu nowotworach.
Wykazano 15-30 razy wieksza ekspresje podjednostki GluR2
receptora AMPA w leyomyoma w stosunku do prawidto-
wego endometrium [33]. Zwiekszona zawartos¢ podjed-
nostki GluR1 byta charakterystyczna dla agresywnych, nisko
zréznicowanych glejakéw [37]. Ekspresja NR1 w rakach jamy
ustnej wigzata sie z wielkoscig guza, obecnoscia przerzu-
toéw do weztdw chtonnych oraz krétszym przezyciem pacjen-
téw, przy czym nie obserwowano obecnosci NR1 w otacza-
jacej guz prawidtowej tkance [34].

Znaczenie iGluR w metabolizmie i proliferacji komérek
nowotworowych potwierdzono réwniez w warunkach
doswiadczalnych. Przy uzyciu technik genetycznych wyci-
szajacych ekspresje genu kodujacego podjednostke NR2A
w komérkach raka zotadka [36] oraz GluR1 w glejakach [37]
wykazano, ze jonotropowe receptory glutaminianowe sa
niezbedne do proliferacji i migracji komérek nowotworo-
wych.

Antagonisci iGluR jako potencjalne cytostatyki

Antagonisci receptoréw glutaminianowych maja wiele
witasciwosci terapeutycznych — dziataja przeciwdrgawko-
wo, uspokajajaco, przeciwboélowo oraz neuroprotekcyjnie
[2]. Badania ostatnich kilku lat dowodza, ze wskazania te
moga by¢ w przysztosci rozszerzone w kierunku onkologii.
Konsekwencjg poczatkowych obserwacji dotyczacych wzmo-
zonego wytwarzania i wydzielania glutaminianu przez
komorki glejakéw [4] oraz troficznego wptywu tego ami-

nokwasu na nasilenie ich proliferacji [3] byto zastosowanie
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Ryc. 1. Funkcjonalne receptory glutaminianowe trzech rodzin
(NMDA, AMPA, kainianowe) sg heterotetramerami zawierajacymi
wiecej niz jeden typ podjednostki. Budowa przestrzenna poszcze-
gblnych podjednostek jest podobna, zawartos¢ i rodzaj tworza-
cych je aminokwaséw sg homologiczne w okoto 20-30%. Typowa
podjednostka iGluR zawiera N-korficowa czes¢ zewnatrzbtonowa,
potaczong z pierwsza domeng transbtonowa, ktéra poprzez nie-
wielki fragment cytoplazmatyczny tancucha biatkowego przecho-
dzi w niemajaca kontaktu z przestrzenig zewnatrzkomérkowa
druga domene wewnatrzbtonowa, a nastepnie w trzecig domene
transbtonowa. Zewnatrzkomérkowy tancuch polipeptydowy ukta-
dajacy sie w duza petle stanowi potaczenie z czwartg domena
transbtonowa, ta z kolei przechodzi w réznej dtugosci C-kohAcowy
fragment wewnatrzkomérkowy. Pory kanatu jonowego wspéttwo-
rzy hydrofobowa przestrzefi pomiedzy sekwencjami aminokwa-
sow czterech wewnatrzbtonowych domen Il. Miejsce wigzania
ligandu znajduje sie w przestrzeni zewngtrzkomérkowej utworzo-
nej przez tahcuchy polipeptydowe taczace domeny Ill i IV oraz
fragment N-koncowy

Fig. 1. Functional glutamate receptors of all three families (NMDA,
AMPA, kainate) are heterotetrameric assemblies comprising more
than one type of subunit. Structural features of particular subunits
are similar; amino acid sequence homology is in the 20-30% range.
The typical receptor subunit includes an extracellular N-terminus,
linked to the first transmembrane domain and then with a short
intracellular polypeptide fragment to the second membrane-resi-
ding domain that does not cross the membrane, followed by the
third transmembrane domain. A large polypeptide extracellular
loop links the third and fourth transmembrane domain, followed
by an intracellular carboxy terminal. The fourth hydrophobic sequ-
ences of the fourth membrane-residing domains Il form the pore of
the channel. The agonist-binding site is located at the extracellular
pocket formed from a conformational association between the
N-terminus and the loop linking transmembrane domains Il and IV

antagonistéw iGlUR w celu zahamowania wzrostu komoé-
rek nowotworowych (tab. 1) [1, 2]. W badaniach in vitro zaob-
serwowano, ze antagonisci AMPAR — NBQX oraz YM872 —
indukuja apoptoze komarek glioblastoma, natomiast YM872
redukuje wielkos¢ guza w doswiadczeniach na zwierzetach [1].

Podobne dziatanie in vivo wykazywata dizocylpina
(MK801) — bloker kanatu jonowego NMDAR, hamujac
rozwoj guza z linii komérek glejaka C6 [3] i komérek
rhabdomyosarcoma/medulloblastoma TE671 i SK-NA-S neu-
roblastoma oraz wydtuzajac znaczaco przezycie myszy
z implantowanym nowotworem z komdrek A549 raka
ptuca [18]. Dizocylpina powodowata réwniez zmniejszenie
stopnia proliferacji szeregu linii komaérkowych in vitro, wywo-
dzacych sie zaréwno z OUN (MOGGCCM astrocytoma,
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Tabela 1. Antagonisci jonotropowych receptordéw glutaminianowych — dziatanie przeciwnowotworowe. Antagonisci receptora AMPA
wykazujg aktywnos¢ w stosunku do receptoréw kainianowych. Obecnie nie ma specyficznych antagonistow receptoréw kainiano-

wych, ktére miatyby wtasciwosci hamowania wzrostu komérek nowotworowych

Table 1. lonotropic glutamate receptor antagonists — anticancer properties. AMPA receptor antagonists also act at kainate receptors.

Kainate receptors lack specific antagonists having properties to inhibit proliferation of cancer cells

NMDA

dizocylpina (MK801) glioma

rak ptuca
neuroblastoma

rhabdomyosarcoma
/medulloblastoma

astrocytoma
rak piersi
rak tarczycy
rak jelita grubego
memantyna rak ptuca
rak prostaty
rak piersi
rak jelita grubego

rhabdomyosarcoma
/medulloblastoma

ketamina rak ptuca

rhabdomyosarcoma
/medulloblastoma

tak
tak
tak
tak

nie

nie

nie

SK-NA-S neuroblastoma, TE671 rhabdomyosarcoma/medul-
loblastoma), jak i pochodzenia nabtonkowego — FTC238 raka
tarczycy, HT29 i LS180 raka jelita grubego, T47D raka piersi,
A549 raka ptuca [2, 18]. Podobne dziatanie wywierat anta-
gonista AMPAR Gyki52466 [2, 17]. Obydwa zwigzki zmie-
niaty réwniez morfologie komérek nowotworowych — MK801
ksztatt komorek na bardziej okragty, z duzymi wakuolami
w cytoplazmie, podczas gdy Gyki 52466 powodowat kur-

czenie sie komarek, co miato odbicie w redukcji pseudopo-
diow komaérkowych w obrazie mikroskopu elektronowego,
a przez to zmiane fenotypu na mniej inwazyjny. Wynikiem
tego mogta by¢ zmniejszona migracja komérek nowotwo-
rowych obserwowana po zastosowaniu obu antagonistéw
[2]. Wykazano tez synergistyczny efekt hamowania prolife-
racji komorek nowotworowych po jednoczesnym zastoso-
waniu cytostatykéw oraz dizocylpiny lub Gyki 52466 [2].
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Obserwowano réwniez hamowanie proliferacji linii komo-
rek raka prostaty, jelita grubego i piersi [35] oraz raka ptu-
ca [2] pod wptywem memantyny. Na uwage zastuguje fakt,
ze w odréznieniu od innych antagonistow receptora NMDA,
memantyna jest dotad jedna z nielicznych substancji z tej
grupy dopuszczong do leczenia pacjentéw z chorobg Alzhe-
imera. Nalezy przy tym wspomnie¢, ze dawki hamujace pro-
liferacje komérek nowotworowych sg zdecydowanie wyz-
sze niz te stosowane w chorobie Alzheimera. Podobnie jest
w przypadku innych antagonistéw iGluR, cho¢ wykazywa-
no, ze niektdre z nich wywierajg dziatanie w stezeniach dos¢
niskich w badaniach in vitro [2] oraz in vivo [18], zblizonych
do tych akceptowalnych klinicznie. Problemem sg jednak
potencjalne dziatania niepozadane, w tym o charakterze
psychotycznym w zwigzku z wptywem antagonistow iGluR
na OUN. Rozwigzaniem bytoby zsyntetyzowanie antagoni-
stow iGluR, ktore nie przenikatyby bariery krew—mozg lub
odkrycie antagonistow wywierajacych dziatanie antyproli-
feracyjne w duzo nizszych stezeniach. Niezbedne wydaje
sie réwniez precyzyjne okreslenie wewngtrzkomérkowego
mechanizmu dziatania tych substancji.

Mechanizmy wewnatrzkomérkowe

Molekularny mechanizm wewnatrzkomaérkowy, ktory
mogtby by¢ odpowiedzialny za hamowanie proliferacji
nowotworéw pod wptywem antagonistéw iGluR, jest
stabo poznany. Efekt dziatania tych substancji wigzano
z hamowaniem podziatéw komaérkowych (mierzonym po-
przez inkorporacje bromodeoksyurydyny, BrdUrd) oraz
z indukcja $mierci komorek [2].

Analiza szlakéw metabolicznych zwigzanych z prolifera-
cja komérek nowotworowych wykazata, ze jeden z nich —
kaskada kinaz ERK1/2 — ulegat zahamowaniu pod wptywem
antagonistow iGluR [17, 18]. Szlak ten na réznych etapach
ulega patologicznej aktywacji podczas kancerogenezy
[38, 39]. Dotyczy to autokrynnego lub parakrynnego pobu-
dzenia przez zsyntetyzowane w nadmiarze czynniki wzro-
stu [40, 41], zmiany w ekspresji receptorow [42, 43] czy
mutacji genow dla poszczegélnych sktadnikow wewnatrz-
komadrkowego tafncucha biatek przekazujacych sygnat do
proliferacji [39]. Zablokowanie troficznego dziatania czyn-
nikéw wzrostu przez antagonistow NMDAR i AMPAR powo-
dowato hamowanie proliferacji komdérek nowotworowych
[17, 18]. Wykazano réwniez, ze w komdrkach ludzkich gle-
jakéw sygnalizacja glutaminianowa przy udziale recepto-
row AMPA powoduje fosforylacje i aktywacje kinazy AKT
oraz kinaz ERK1/2, a przez to utatwia proliferacje i migracje
komérek nowotworowych [44].

Podsumowanie

Wiele pytan dotyczacych roli jonotropowych receptoréw
glutaminianowych w kancerogenezie wcigz pozostaje bez
odpowiedzi. Chociaz poczatkowe odkrycia potwierdzajg
znaczenie tych receptoréw w onkogenezie, a ich antagonisci
moga stanowi¢ potencjalna grupe nowych cytostatykéw, to
obecnie ich praktyczne zastosowanie wydaje sie jeszcze dos¢
odlegte. Wyjatkiem jest Talampanel —antagonista receptora
AMPA, z sukcesem zastosowany w terapii skojarzonej (Talam-
panel + temozolomid + radioterapia) u pacjentow z glejakiem

wielopostaciowym mozgu [45]. Podstawowym problemem
sg dziatania uboczne tych substancji, szczegdlnie w odnie-
sieniu do OUN. Nie zostata réwniez wyjasniona funkcja tych
receptoréw w narzadach obwodowych, co stwarza poten-
cjalne trudnosci terapeutyczne. Same receptory moga wyste-
powac w réznych kombinacjach budujacych je podjednostek,
co zmienia ich wtasnosci farmakologiczne. Podjednostki
receptoréw dodatkowo ulegaja modyfikacjom potranslacyj-
nym i epigenetycznym, co jeszcze zwieksza ich réznorodnosc.
Jako ze antagonisci iGIUR wykazujg specyficznos¢ w stosun-
ku do poszczegoélnych receptoréw czy tez poszczegélnych
podjednostek, ewentualna terapia wymagataby poprzedza-
jacej analizy rodzaju receptorow wystepujacych w danym
nowotworze. Dotychczas uzyskane dane daja jednak pod-
stawe do poszukiwania nowych antagonistéw jonotropo-
wych receptoréw glutaminianowych, o lepszych wtasciwo-
Sciach farmakologicznych, ktére mogtyby by¢ zastosowane
w terapii przeciwnowotworowe] w przysztosci.
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